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Акайзин Э.С.1, Метелев А.С.2 Акайзина А.Э.1

ПОКАЗАТЕЛИ ЛЕТУЧИХ ЖИРНЫХ КИСЛОТ В ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНОЙ ДИАГНОСТИКЕ 
ИНФИЦИРОВАННОГО И СТЕРИЛЬНОГО ПАНКРЕОНЕКРОЗА

1ФГБОУ ВО «Ивановская государственная медицинская академия» Минздрава РФ, 153012, Иваново, Россия; 
2ОБУЗ «Ивановская областная клиническая больница», 153040, Иваново, Россия

Цель исследования — оценка информативности показателей летучих жирных кислот для дифференциальной диагности-
ки инфицированного и стерильного панкреонекроза. Обследовано и пролечено 34 больных с панкреонекрозом. Проведён 
анализ концентраций летучих жирных кислот (ЛЖК): уксусной, пропионовой, масляной, изовалериановой на автомати-
зированном газовом хроматографе «Кристаллюкс-4000» с капиллярной колонкой «HP-FFAP» и пламенно-ионизационным 
детектором. Показатели уксусной, пропионовой, масляной, изовалериановой кислот и суммы ЛЖК статистически зна-
чимо выше у больных с инфицированным панкреонекрозом по сравнению с показателями ЛЖК больных со стерильным 
панкреонекрозом. Показатели ЛЖК можно использовать для дифференциальной диагностики инфицированного и сте-
рильного панкреонекроза.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  панкреонекроз;  диагностика; летучие жирные кислоты.
Для цитирования: Акайзин Э.С., Метелев А.С., Акайзина А.Э. Показатели летучих жирных кислот в дифференциаль-
ной диагностике инфицированного и стерильного панкреонекроза. Клиническая лабораторная диагностика.2019; 64 
(11): 644-648. DOI:http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2019-64-11-644-648
Akayzin E.S.1, Metelev A.S.2, Akayzina A.E.1

INDICATORS OF VOLATILE FATTY ACIDS IN DIFFERENTIAL DIAGNOSTICS OF INFECTED AND STERILE 
PANCREONECROSIS
1Ivanovo State Medical Academy, 153012, Ivanovo, Russian Federation;

2Ivanovo Regional Clinical Hospital, 153040, Ivanovo, Russian Federation
The aim of the study was to assess the information content of volatile fatty acid parameters for the differential diagnosis of infected 
and sterile pancreatic necrosis. The work is based on the results of examination and treatment of 34 patients with pancreatic 
necrosis. The analysis of concentrations of volatile fatty acids: acetic, propionic, butyric and isovaleric was carried out on 
an automated gas chromatograph «Crystallux-4000» with a capillary column «HP-FFAP» and flame ionization detector. The 
indicators of acetic, propionic, butyric, isovaleric acid and the sum of volatile fatty acids are statistically significantly higher in 
patients with infected pancreatic necrosis compared with the indicators of volatile fatty acids in patients with sterile pancreatic 
necrosis. Volatile fatty acid values can be used for the differential diagnosis of infected and sterile pancreatic necrosis.

K e y w o r d s :  pancreatic necrosis; diagnostics; volatile fatty acids.
For citation: Akayzin E.S., Metelev A.S., Akayzina A.E. Indicators of volatile fatty acids for differential diagnostics of nfected 
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Введение. Актуальным направлением неотложной 
панкреатологии является совершенствование существу-
ющих и поиск новых, патогенетически обоснованных 
методов диагностики и консервативного лечения панкре-

онекроза (ПН) для выбора оптимальной хирургической 
тактики [1-11]. Для деструктивного панкреатита харак-
терна закономерная трансформация стерильных форм в 
инфицированные [1]. Для выявления признаков инфи-
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цирования при ПН применяют воспалительные маркёры 
(фибриноген, С-реактивный белок, прокальцитонин и 
др.), результаты культурального исследования аспирата, 
полученного при тонкоигольной пункции [1]. Многооб-
разие используемых лабораторных и инструментальных 
методов диагностики свидетельствует о том, что ни один 
из них в полной мере не удовлетворяет запросам клини-
цистов, так как не всегда позволяет достоверно и своев-
ременно выявлять наличие инфицирования некротически 
изменённых тканей поджелудочной железы и забрюшин-
ной клетчатки у пациентов с деструктивным панкреати-
том и его осложнениями. Ультразвуковое сканирование 
и рентгеновская компьютерная томография позволяют 
дифференцировать жидкостные образования от мягкот-
каных воспалительно-некротических масс, но не обеспе-
чивают дифференциальную диагностику стерильного и 
инфицированного характера деструкции [1, 2].

Летучие жирные кислоты (ЛЖК), (англ. «volatile 
fatty acids») – монокарбоновые органические кислоты 
являются метаболитами факультативно-анаэробных и 
облигатно-анаэробных бактерий [12-14]. K ним относят-
ся уксусная, пропионовая, изомасляная, масляная, изо-
валериановая, валериановая, изокапроновая, капроновая 
кислоты. Метод основан на обнаружении в патологиче-
ском материале от больного ЛЖК, которые являются 
специфическими продуктами метаболизма облигатно-
анаэробных бактерий [12-16].

ЛЖК используют для диагностики дисбиотиче-
ских изменений желудочно-кишечного тракта [17, 
18]. Для оптимизации диагностики и лечения гнойно-
воспалительных заболеваний необходима быстрая ин-
дикация возбудителей, их классификация как аэробов 
(факультативных анаэробов) или облигатных анаэробов 
для выбора адекватного лечения [19-30]. Изучение со-
держания ЛЖК в биоптатах поджелудочной железы и 
периферической крови методом газовой хроматографии 
и масс-спектрометрии (ГХ-МС), позволило установить 
роль анаэробной неклостридиальной инфекции в разви-
тии инфицированного панкреонекроза (ИПН) [3].

Значение анаэробной микрофлоры и её метаболитов 
- ЛЖК для диагностики острого панкреатита до настоя-
щего времени изучено недостаточно [3; 4; 6; 30]. Диффе-
ренциальная диагностика инфицированного панкреоне-
кроза и стерильного панкреонекроза (СПН) недостаточ-
но разработана.

Цель исследования — оценка информативности по-
казателей ЛЖК для дифференциальной диагностики ин-
фицированного и стерильного панкреонекроза.

Материал и методы. Обследовано и пролечено 34 
больных ПН, находившихся в хирургическом отделении 
Ивановской областной клинической больницы (ретро-
спективное исследование). Возраст больных от 21 года до 
84 лет, в среднем составлял 44±3 года. Мужчин 27 (79%), 
женщин — 7 (21%). Причины возникновения ПН: приём 
алкоголя, желчнокаменная болезнь, травма поджелудоч-
ной железы, осложнение эндоскопической ретроградной 
панкреатикохолангиографии с эндоскопической папил-
лосфинктеротомией. Диагноз ИПН устанoвлен на осно-
вании клинических данных, результатов УЗИ, МСКТ, 
общепринятых лабораторных показателей.

После установления диагноза ПН всем пациентам 
проводили анализ концентраций ЛЖК: уксусной, про-
пионовой, масляной, изовалериановой в крови методом 
ГХ. Подготовка образцов крови для хроматографии вы-
полнена методом жидкостной экстракции диэтиловым 

эфиром [13]. ГХ для количественного определения ук-
сусной, пропионовой, масляной, изовалериановой кис-
лот выполняли на автоматизированном газовом хрома-
тографе «Кристаллюкс-4000» с капиллярной колонкой 
«HP-FFAP» Agilent Technologies (длина – 50 м; диа-
метр – 0,32 мм; толщина фазы – 0,5 мкм) и пламенно-
ионизационным детектором; газ-носитель – гелий [15]. 
Идентификацию и количественное определение концен-
траций ЛЖК осуществляли при помощи аналитических 
стандартов и программного комплекса для обработки 
хроматографических данных «МультиХром». Продол-
жительность хроматографического анализа ЛЖК со-
ставляет 40-60 мин с момента доставки аналита в ла-
бораторию. Рассчитывали сумму ЛЖК. Анаэробный 
индекс (АИ) рассчитывали путём деления суммы кон-
центраций пропионовой, масляной, изовалериановой 
кислот на концентрацию уксусной кислоты.

Для статистического анализа применён специали-
зированный пакет программ «Statistica 7.0» (StatSoft, 
Inc). Использованы следующие методы анализа: расчёт 
размера выборки на основе статистической мощности; 
проверка нормальности распределения количественных 
признаков с использованием критерия Шапиро-Уилка; 
оценка значимости различий количественных призна-
ков в независимых выборках с использованием непара-
метрического U-критерия Манна-Уитни. Расчёт объёма 
выборки исследования, необходимого для достижения 
требуемой мощности, выполнен по показателю уксус-
ной кислоты. Различия между группами считали значи-
мыми при p<0,05. Непараметрические статистические 
показатели: медиана, нижний, верхний квартили приве-
дены в таблице.

Результаты. При обследовании у пациентов диагно-
стирован различной степени распространённости ПН.

Для сравнения показателей ЛЖК у больных с ПН 
использованы концентрации ЛЖК практически здоровых 
доноров. Значения концентраций ЛЖК доноров: 
уксусная, пропионовая, масляная кислоты - 0,00100 
ммоль/л, изовалериановая кислота — 0,00080 ммоль/л 
[12]. Используя эти данные, рассчитаны показатели 
суммы ЛЖК – 0,00380 и анаэробный индекс – 2,80000. 
При сравнении показателей ЛЖК крови у больных с 
ИПН со значениями практически здоровых доноров 
установлены более высокие показатели у больных с 
ИПН: уксусной кислоты в 100% проб, пропионовой 
кислоты в 100% проб, масляной кислоты в 100% проб, 
суммы ЛЖК в 100% проб и более низкие показатели: 
изовалериановой кислоты в 87% проб, анаэробного 
индекса в 100% проб. При сравнении показателей ЛЖК 
крови у больных с СПН со значениями практически 
здоровых доноров установлены более высокие 
показатели у больных с СПН: уксусной кислоты в 100% 
проб, пропионовой кислоты в 100% проб, масляной 
кислоты в 100% проб, суммы ЛЖК в 100% проб и более 
низкие показатели: изовалериановой кислоты в 100% 
проб, анаэробного индекса в 82% проб.

Для достижения 90% мощности исследования при 
уровне ошибки первого рода в 5% требуемый объём 
выборки составил 9 пациентов. Распределение концен-
траций ЛЖК отличается от нормального, поэтому для 
описания данных использованы непараметрические 
статистические показатели, для оценки значимости раз-
личий количественных признаков в независимых вы-
борках использован непараметрический U-критерий 
Манна-Уитни.
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Сумма ЛЖК, анаэробный индекс, содержание уксус-
ной, пропионовой, масляной, изовалериановой ЛЖК в 
крови больных с инфицированным ПН и больных со 
стерильным ПН представлены в таблице.

Показатели уксусной, пропионовой, масляной, изо-
валериановой кислот и суммы ЛЖК статистически зна-
чимо выше, анаэробный индекс статистически значимо 
ниже у больных с ИПН по сравнению с показателями 
ЛЖК больных с СПН.

Обсуждение. Для оптимизации диагностики и ле-
чения панкреонекроза хирургам необходима быстрая 
дифференциация инфицированного и стерильного пан-
креонекроза для выбора адекватного консервативного и 
оперативного лечения [1,2].

Метод ГХ отличается от культурального исследова-
ния высокой чувствительностью и быстротой получе-
ния результата [13, 15].

Статистически значимые отличия показателей ЛЖК 
у больных с ИПН и СПН позволяют рекомендовать по-
казатели ЛЖК крови для дифференциальной диагности-
ки ИПН и СПН. При ИПН показатели уксусной, про-
пионовой, масляной кислот, суммы ЛЖК превышают 
показатели доноров, что свидетельствует об участии 
патогенных и условно-патогенных бактерий в его па-
тогенезе. При СПН показатели уксусной, пропионовой, 
масляной кислот, суммы ЛЖК превышают показатели 
практически здоровых доноров, что позволяет предпо-
ложить участие патогенных и условно-патогенных бак-
терий в его патогенезе.

Отличия показателей ЛЖК у больных с ИПН и СПН 
количественные, что позволяет предположить участие 
патогенных и условно-патогенных бактерий в патогене-
зе не только ИПН, но и СПН. Более высокие показате-
ли уксусной, пропионовой, масляной, изовалериановой 
кислот, суммы ЛЖК показывают более высокое инфи-
цирование патогенными и условно-патогенными бакте-
риями у больных с ИПН по сравнению с больными со 
СПН.

Выводы:
Показатели уксусной, пропионовой, масляной, изо-

валериановой кислот, суммы ЛЖК выше, анаэробный 
индекс ниже у больных с ИПН по сравнению с показате-
лями ЛЖК больных со СПН.

Показатели ЛЖК крови можно использовать для 
дифференциальной диагностики ИПН и СПН.

Превышение показателей уксусной, пропионовой, 
масляной кислот, суммы ЛЖК у больных со СПН по 
сравнению с показателями доноров, только количе-
ственные отличия показателей ЛЖК у больных с ИПН 

и СПН позволяют предположить участие патогенных и 
условно-патогенных бактерий в патогенезе СПН.
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Введение. Цитологическое исследование является 
высокоспециализированным видом лабораторного ана-
лиза, позволяющего осуществлять морфологическую 
оценку клеточного состава биологического материала. 
Современное развитие цифровых технологий форми-
рует все больший интерес среди цитологов к цифровой 
патологии (телепатологии), базирующейся на симбиозе 
виртуальной микроскопии с цифровизацией классиче-
ских цитопрепаратов.

Цифровизация представляет собой создание, хране-
ние и передачу файла изображения с использованием 
компьютера и является будущим анатомической патоло-
гии [9]. Уже сейчас большинство морфологов использу-
ют некоторые формы цифровых изображений, например, 
статические изображения, полученные с помощью опти-
ческих камер интегрированных с микроскопом [2,3,7,8]. 
Получение изображений более высокого качества и раз-
решения способствовало развитию телепатологии и не-
которых ее разделов, включая телецитологию, уже ис-
пользуемую для цитологической экспресс-диагностики, 
а также в качестве инструмента оценки корректности 
поставленного диагноза [5-9].

Технической основой телепатологии являются 
устройства для оцифровки изображений цитопрепара-
тов, к которым относятся сканеры, сканирующие и он-
лайн микроскопы. Очевидно, что для постановки точ-
ного диагноза в нетривиальных клинических случаях 
только статичных фотографий микропрепаратов недо-
статочно, при этом использование онлайн микроскопов 
не позволяет проводить анализ нескольким профильным 
специалистам одновременно. Такая ситуация привела к 
доминированию сканирующих микроскопов и панорам-
ных изображений микропрепаратов. Тотальная визуали-
зация слайда основана на процессе сканирования все-
го предметного стекла и преобразовании полученных 
данных в цифровое изображение высокого разрешения, 
которое просматривается, анализируется и редактирует-
ся на компьютере [10-11]. Правильность интерпретации 
оцифрованного препарата зависит не только от качества 
оптики сканирующего микроскопа и квалификации па-
толога, но и подготовки цитопрепарата на преаналитиче-
ском этапе исследования. Наиболее распространенными 
методиками подготовки цитологических препаратов яв-
ляются традиционный и жидкостный методы [1-4].

Цель: oценить точность постановки диагноза с по-
мощью цифровых изображений, а также определить их 
преимущества и недостатки в ходе работы с ними в ру-
тинной клинической практике.

Материал и методы. Проанализировано 128 об-
разцов биологического материла, в качестве которого 
использовали промывные воды с поверхности мочевого 

пузыря. Весь исследуемый материал был разделен на 
три группы: неопластические цитопрепараты (n=34), 
цитопрепараты без патологии (n=71), цитопрепара-
ты с патологией отличной от онкозаболеваний (n=23). 
Цитоморфологическое исследование было проведено 
с помощью сканера Aperio CS2 (Leica, Германия), ис-
пользуемое увеличение х200. В случае невозможности 
морфологической оценки часть цитопрепаратов была 
отсканирована при увеличении х400. В дальнейшем все 
цитопрепараты были охарактеризованы на светооптиче-
ском уровне с использованием микроскопа Zeiss Primo 
Star (Carl Zeiss, Германия) на увеличении х100-200. При 
недостаточности указанного увеличения цитологу пред-
лагалось использовать увеличение в диапазоне х400-
х1000. В качестве критериев оценки использовались 
следующие параметры: время, затраченное на одно ис-
следование, качество подготовленных цитопрепаратов 
(монослойность, адекватность окраски), возможность 
оценки клеточных включений и пигмента, а также оцен-
ки структуры хроматина и контуров ядерной мембраны. 
Окраска цитопрепаратов проводилась по методу Рома-
новского. Критерием эффективности считалось число 
совпадений диагноза в ходе оценки цитопрепарата в ре-
альном времени с помощью микроскопа и в цифровом 
виде. Все патологические процессы были подтвержде-
ны гистологически.

Результаты. Анализ результатов просмотра циф-
ровых изображений при увеличении сканера х200 рас-
пределил медицинские заключения следующим образом 
(рис. 1): без патологии – 48,3%, с реактивными измене-
ниями – 20,3%, доброкачественные новообразования –  
24,7%, злокачественные новообразования – 4,3%, без 
диагноза – 2,4%. Трудности в интерпретации возникли 
в 15,8% случаев (20 цитопрепаратов). При повтором 
сканировании цитопрепаратов с трудностями в поста-
новке диагноза использование увеличения сканера х400 
позволило повысить процент случаев с установленным 
диагнозом до 85%. Точность диагностики по цифровым 
цитопрепаратам в случае использования увеличения 
х200 составила 84,2%, а для увеличения х400 достигла 
97,6%.

На следующем этапе оценивалось время, затраченное 
на проведение одного исследования, которое включало в 
себя окраску и просмотр цитопрепарата. Установлено, 
что на проведение одного цитологического анализа тре-
буется от 35 до 60 минут. Получение цифрового изобра-
жения (загрузка сканера, сканирование цитологического 
препарата, сохранение изображения на электронный но-
ситель) было реализовано в пределах 13 мин в случае 
использования увеличения сканера х200, а при исполь-
зовании увеличения х400 за 21 минуту.
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По результатам просмотра цитопрепаратов в ре-
альном времени с использованием микроскопа (рис. 2) 
медицинские заключения распределились следующим 
образом: без патологии – 36%, с реактивными измене-
ниями – 24,6%, доброкачественные новообразования –  
28%, злокачественные новообразования – 10,6%, без 
диагноза – 0,8%. Сложности с просмотром цитопрепа-
ратов возникли в 11,3% случаев (14 цитопрепаратов). 
Использование более высокого увеличения позволило 
добиться повышения процента диагностированных слу-
чаев до 93%. Точность цитологической диагностики при 
классической микроскопии с использованием увеличе-
ния х200 составила 88,7%, а при использовании увели-
чения в диапазоне х400-1000 – 99,2%. При этом время, 
затраченное на одно полноформатное цитологическое 
исследование, включающее в себя окраску и просмотр 
цитопрепарата, составляло от 20 до 40 минут. 

К особенностям цифровых изображений цитоло-
гических препаратов (рис.3, а,б, см.обложку) по срав-
нению с анализом таковых до оцифровки (рис.4, а,б, 
см.обложку) можно отнести изменение оттенка окраски 
клеток, отсутствие четкости изображения многослой-
ных структур, т.е. невозможность изменить фокальную 
плоскость просмотра участков препарата, сглаженность 
рисунка хроматина, снижение разрешения при повыше-
нии виртуального увеличения.

 Стоит отметить, что время, необходимое на интер-
претацию цифровых изображений, превышает таковое 
при классической микроскопии в 1,5 раза. 

В дальнейшем нами проведена гистологическая ве-
рификация, по результатам которой медицинские за-
ключения распределились следующим образом: без па-
тологии – 40,7%, с реактивными изменениями – 24,1%, 
доброкачественные новообразования – 22,3%, злокаче-
ственные новообразования – 12,9%. Сравнивая резуль-
таты, полученные в ходе анализа цифровых цитопрепа-
ратов на увеличении х200 с данными гистологического 
исследования (рис.5), являющегося «золотым стандар-

24,7

2,4
Без патологии

Препараты 
с реактивными
изменениями

Доброкачественные
новообразования

Злокачественные
новообразования

Без диагноза

20,3

4,3

48,3

Рис. 1. Распределение заключений после просмотра цитоло-
гических препаратов в виде цифровых изображений.
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Рис. 2. Распределение заключений после просмотра цитоло-
гических препаратов с использованием классической микро-
скопии.
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Рис.5. Диагностическая точность анализа цифровых и классических изображений в сравнении с результатами гистологическо-
го исследования. Ув. х200. 
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опухолями, контроль качества, архивирование вне кон-
сультации и архивирование стандартных случаев. Ин-
терпретация цифровых изображений цитологических 
препаратов более длительна по времени и зависит от 
технических характеристик оборудования, а также от 
используемого увеличения при сканировании. Точность 
цитологической  диагностики по цифровым изображе-
ниям практически не уступает таковой при анализе изо-
бражений, полученных с помощью классической микро-
скопии. Конечно, нельзя исключать тот факт, что боль-
шинство специалистов исходно обучались и работали в 
области классической микроскопии. С этим может быть 
связана более длительная интерпретация результатов 
цифровых изображений. Учитывая тенденции развития 
медицины, а именно дистанционных средств оказания 
помощи, необходимо учесть элементы телепатологии 
(телецитологии) в программах обучения профильных 
специалистов.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки. 

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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том» точности, обнаружены наибольшие расхождения в 
группе злокачественных новообразований, что обуслов-
лено низким разрешением оцифрованных изображений. 
При классической микроскопии полученные результаты 
практически полностью совпадают с гистологическим 
заключением.

Важно, что использование увеличения сканера х400 
приводило к заметному повышению точности диагно-
стики при анализе цифровых изображений, соответ-
ствующей таковой при классической микроскопии и 
практически полностью совпадала с результатами ги-
стологического анализа (рис.6).

Таким образом, использование телемедицинских 
технологий в практике цитолога имеет ряд преиму-
ществ и недостатков. К положительным аспектам с пол-
ным основанием можно отнести возможность участия 
в дистанционных мероприятиях (обучение, телеконфе-
ренции, консультации), создание цифровых архивов и 
баз данных. Среди недостатков на первый план выходят 
технические погрешности, связанные с невозможностью 
изменения плоскости просмотра, нарушения цветопере-
дачи, снижении резкости изображения при повышении 
виртуального увеличения, которые напрямую зависят 
от характеристик оборудования. Среди относительных 
недостатков на себя обращает внимание более высокое 
время пробоподготовки и анализа цитопрепарата. При 
этом точность морфологической диагностики в нашей 
работе составила 97,6% при анализе цифровых изобра-
жений, а при классической микроскопии 99,2%. Про-
цент совпадений при сопоставлении результатов анали-
за цифровых изображений и классической микроскопии 
составил 98,4%. 

Заключение. Визуализация всего слайда имеет мно-
го потенциальных возможностей применения в цитопа-
тологии, таких как образование, анализ изображений, 
диагностика, документирование отчетов, дистанцион-
ная консультация, телецитология, совместная работа с 
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Рис.6. Диагностическая точность анализа цифровых и классических изображений в сравнении с результатами гистологическо-
го исследования. Ув. х400.
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ИММУНОХРОМАТОГРАФИЧЕСКИЙ ТЕСТ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ Д-ДИМЕРА
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В работе представлены результаты создания и апробации иммунохроматографической тест-системы для качествен-
ного определения D-димера. Оценка теста проводилась на образцах плазмы крови в сравнении с количественным имму-
ноферментным анализом (ИФА). Разработанная тест-система обеспечивала совпадение результатов с ИФА в 87,1% и в 
100% случаев  - для образцов с повышенной (более 400 нг/мл ФЭЕ) и нормальной концентрацией D-димера соответствен-
но. Иммунохроматографический тест для определения D-димера может быть включен в диагностическую стратегию 
как исключающий тест после оценки клинической вероятности венозных тромбоэмболий. 
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The developing and the testing results of an immunochromatographic test for the D-dimer qualitative determination were presents 
in the article. The test was approved blood plasma samples in comparison with a quantitative enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA). The results of assay with developed test were the same with ELISA results for 87,1% and 100% for samples with 
increased (more than 400 ng/ml FEU) and normal concentration of D-dimer, respectively. The immunochromatographic test for 
determination of D-dimer can be included in the diagnostic strategy as a cut test after the assessment of venous thromboembolism 
risk.

K e y w o r d s :  immunochromatographic assay; ICA; D-dimer; enzyme-linked immunosorbent assay; ELISA; diagnostics, 
thrombosis.

For citation: Akinshina Ju.A., Nikitina A.V., Amelina E.A., Mardanly S.G. Immunochromatographic test for determination of D-
dimer. Klinicheskaya Laboratornaya Diagnostika (Russian Clinical Laboratory Diagnostics). 2019;64 (11): 654-658 (in Russ.) 
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0969-2084-2019-64-11-654-658
For correspondence: Akinshina Yulia Aleksandrovna, specialist of the Innovative Development Department CJSC EKOlab; e-
mail: akinshina.opr@mail.ru
Conflict of interests. The authors declare the absence of conflict of interests.
Acknowledgment. The study had no sponsor support.

                                                                                      Received 15.09.2019
                                                                                      Accepted  10.10.2019

Для корреспонденции: Акиншина Юлия Александровна, специа-
лист отдела перспективных разработок ЗАО «ЭКОлаб», akinshina.
opr@mail.ru

Введение. Венозная тромбоэмболия (ВТЭ), к которой 
относят тромбоз глубоких вен и тромбоэмболию легоч-
ных артерий остается важнейшей проблемой клиниче-
ской медицины, что обусловлено чрезвычайно высоким 
риском для здоровья и жизни пациентов [1,6,8,13]. До 
34% смертей, связанных с ВТЭ, наступают в связи с вне-
запной тромбоэмболией, более половины этих случаев 
диагностируются посмертно [2,9]. Среди наиболее зна-

чимых факторов риска развития ВТЭ выделяют хирур-
гическое вмешательство, травмы, длительную иммоби-
лизацию, беременность, пожилой и старческий возраст, 
онкологию различной локализации [7,14]. 

В связи с вышесказанным своевременная диагности-
ка ВТЭ приобретает первостепенное значение [5,12]. 
Отсутствие патогномичных симптомов ВТЭ обусловли-
вает необходимость инструментальной диагностики, так 
же как и для исследования спинномозговой жидкости 
[3]. Однако недоступность такой диагностики в услови-
ях неотложных состояний и в каждодневной практике, а 
также частота получаемых отрицательных результатов 
являются причиной использования тестов для обнару-
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жения маркеров тромбообразования, наиболее ценным 
из которых является D-димер [2]. D-димеры - продукты 
распада фибринового сгустка и неотъемлемый показа-
тель прошедшей активации системы коагуляционного 
гемостаза, а их высокая концентрация в крови – не-
пременное следствие тромботического состояния [10]. 
Определение D-димеров считается необходимым зве-
ном диагностики венозной тромбоэмболии и включает-
ся в валидированный диагностический алгоритм после 
оценки клинической претестовой вероятности развития 
ВТЭ [1,10]. 

D-димер не является высокоспецифичным марке-
ром, поэтому обнаружение его в повышенных концен-
трациях должно подтверждаться инструментальными 
методами диагностики. Однако высокая чувствитель-
ность D-димера (95-98%) определяет его важнейшее от-
рицательное предиктивное значение, позволяющее ис-
ключить тромбозы любой локализации при выявлении 
D-димера ниже порогового уровня [11,12].

Концентрацию D-димера определяют различными 
методами, и результаты, полученные с помощью них, 
могут отличаться. Это связано с различной эпитопной 
специфичностью антител, использующихся в тестах, 
отсутствием единого калибратора и международного 
стандарта, возможностью использования двух единиц 
измерения D-димера [10]. Наиболее широко применяе-
мой является фибриноген-эквивалентная единица (FEU, 
ФЭЕ), когда калибратором являются продукты деграда-
ции фибрина. Если в качестве калибратора используют 
очищенный D-димер, то результаты измеряются в еди-
ницах D-димера (DDU, ДДЕ). В зависимости от выбран-
ного калибратора и по результатам апробации метода на 
клиническом материале каждый производитель устанав-
ливает свой уровень порогового значения [12].

В лабораторной диагностике D-димера успешно при-
меняются экспрессные и недорогие методы, способные 
с высокой точностью исключить ВТЭ во внебольничных 
условиях, не требующие специализированного оборудо-
вания. В связи с этим целью нашей работы являлась раз-
работка иммунохроматографического теста для опреде-
ления D-димера в образцах плазмы крови человека и 
оценка возможности его применения в сравнении с им-
муноферментным анализом (ИФА). 

Материал и методы. Иммунохроматографический 
анализ. В работе использовались мышиные монокло-
нальные антитела к D-димеру человека (ООО «Биа-
лекса», Москва) для тестовой зоны и козьи антитела к 
IgG мыши («Имтек», Москва)  для зоны контроля. В 
качестве калибратора для предварительного подбора 
концентраций антител в контрольной и тестовой линий 
с целью достижения необходимой чувствительности 
теста (400 нг/мл ФЭЕ) использовали рекомбинантный 
антиген D-димера (ООО «Биалекса») c известной кон-
центрацией. 

Изготовление иммунохроматографических тестов 
проводилось, как было описано ранее [4].  

Исследуемые образцы. С помощью полученных те-
стов были исследованы образцы плазмы пациентов в 
возрасте старше 60 лет, пребывающих в различных ЛПУ 
Люберецкого района (n= 622). Все образцы были разде-
лены на 3 группы: 

I группа: 60-70 лет (n=73); II группа: 71-80 лет 
(n=257);III группа: 81-100 лет (n=292).

Иммунохроматографический анализ (ИХА) проводи-
ли при комнатной температуре. В отверстие тест-кассеты 

для образца вносили 1 каплю (40 мкл) пробы и 1 каплю 
буферного раствора (0,05М трисовый буфер (рН=7,2) с 
0,1% БСА). Для каждого образца использовали отдель-
ную тест-кассету. Результат анализа визуально контро-
лировали через 10 мин после внесения пробы. Нижний 
предел визуального определения составлял 400 нг/мл 
ФЭЕ D-димера.  Положительным (наличие D-димера 
выше уровня 400 нг/мл ФЭЕ) считался результат иссле-
дования с образованием двух различимых полос розово-
го или красного цвета в контрольной и тестовой зонах. 
Отрицательный результат анализа (наличие D-димера 
ниже уровня 400 нг/мл ФЭЕ)  фиксировали при появле-
нии одной окрашенной полосы в области контрольной 
зоны. В случае отсутствия окрашивания полосы в зоне 
контроля результат анализа считался недействительным, 
и проводилось повторное исследование пробы. При по-
ложительном результате анализа образцу присваивали 
значения от «1+» до «3+» в зависимости от степени ин-
тенсивности окрашивания, где «1+» - слабое окрашива-
ние тестовой линии; «3+» максимальное окрашивание, 
по интенсивности равное таковому в контрольной зоне. 

Иммуноферментная тест-система. Для опреде-
ления концентрации D-димера в исследуемых пробах 
плазмы крови пациентов использовалась иммунофер-
ментная тест-система «D-димер-ИФА-БЕСТ» (ЗАО 
«Вектор-Бест», Новосибирск). В основе метода лежит 
одностадийный «сэндвич» вариант твердофазного ИФА. 
Минимальная определяемая набором концентрация 
D-димера - 10 нг/мл. В тест-системе «D-димер-ИФА-
БЕСТ» используются калибраторы на основе очищен-
ного D-димера, поэтому получаемые с помощью набора 
значения концентрации производитель предлагает оце-
нивать в единицах D-димера (DDU). Интерпретацию 
результатов анализа производитель предлагает прово-
дить самостоятельно, учитывая, что при определении 
D-димера с помощью данного набора реагентов его кон-
центрация в плазме 80% здоровых доноров находилась 
в диапазоне 0-250 нг/мл DDU и у 97% здоровых доноров 
- в диапазоне 0-285 нг/мл DDU.

На основании инструкции производителя пробы с 
концентрацией D-димера более 285 нг/мл DDU отно-
сили к положительным (концентрация D-димера выше 
нормы), пробы с концентрацией менее 250 нг/мл DDU 
– к отрицательным (концентрация D-димера не повы-
шена). Образцы с концентрацией D-димера в диапазоне 
250-285 нг/мл DDU расценивались как неопределенные. 
Анализ проб проводили согласно инструкции произво-
дителя.

Результаты. В иммуноферментной тест-системе 
«D-димер-ИФА-БЕСТ» было исследовано 622 образца 
плазмы крови людей старше 60 лет, разделенных на 3 
группы. Более половины всех положительных результа-
тов (52,4%) приходилось на пробы III группы. С увели-
чением возраста испытуемых возрастала доля образцов 
с содержанием D-димера выше 285 нг/мл (положитель-
ные): 43,8%, 78,2%, 82,5% в каждой группе соответ-
ственно (табл. 1). 

В массиве положительных образцов с увеличением 
возраста пациентов наблюдалась также тенденция к воз-
растанию числа образцов и с наиболее высокими зна-
чениями концентрации D-димера (от 1000 нг/мл DDU и 
выше). Так, в первой возрастной группе такие пробы со-
ставили 21,9 % от общего числа положительных резуль-
татов в пределах группы, во второй - 42,5%, а в третьей 
- 64,7% (рис.1). 
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Полученные нами результаты  полностью согласуют-
ся с литературными данными и подтверждают возраст-
ное увеличение концентрации D-димера в крови [1, 2, 
5, 6].

Образцы, охарактеризованные в ИФА были в даль-
нейшем исследованы в разработанной иммунохромато-
графической тест-системе «ИХА-Д-димер». В связи с 
отличным от ИФА пороговым уровнем (400 нг/мл ФЭЕ), 
а также с целью установления корреляции между кон-
центрацией D-димера и интенсивностью окрашивания в 
ИХА, было выделено 4 группы проб с разным содержа-
нием D-димера. Первую группу составили отрицатель-
ные образцы (с концентрацией D-димера менее 200 нг/мл 
DDU (n= 98), вторая, третья и четвёртая группы содержа-
ли пробы с концентрацией D-димера в диапазонах 200-
1000 нг/мл DDU (n=281); 1000-3000 нг/мл DDU (n=112) и 
более 3000 нг/мл DDU (n=131) соответственно (табл. 2).

При исследовании образцов плазмы первой (n=98) и 

четвёртой группы (n=131) результаты двух методов пол-
ностью совпадали. Из третьей группы три пробы (2,7%) 
оказались отрицательными в ИХА. При исследовании об-
разцов второй группы наблюдалось значительное совпа-
дение результатов в ИФА и ИХА (72,6%). Для остальных 
образцов этой группы (n=77) результаты ИХА были от-
рицательными. Среди проб, для которых были получены 
дискордантные результаты, большая часть (87,0%) содер-
жала D-димер в диапазоне от 200 до 280 нг/мл DDU. Дан-
ный интервал является пограничным при дифференциа-
ции повышенных и нормальных значений концентрации 
D-димера. Получение различных результатов для проб с 
«пограничным» уровнем D-димера в двух методах может 
объясняться разницей в единицах измерения D-димера, 
их пересчёте и в калибраторах, используемых для уста-
новления порогового уровня.

Для оценки возможной связи между концентрацией 
D-димера и степенью окрашивания тестовой полосы в 

Т а б л и ц а  1
Результаты исследования образцов плазмы крови в иммуноферментной тест-системе «D-димер-ИФА-БЕСТ» (n=622)

Возрастные группы Отрицательные  
(менее 250 нг/мл DDU)

Неопределенные  
(250-285 нг/мл DDU)

Положительные  
(более 285 нг/мл DDU)

I (n=73) 37 (50,7%) 4 (5,5%) 32 (43,8%)
II (n=257) 57 (22,2%) 13 (5,0%) 187 (72,8%)
III (n=292) 42 (14,4%) 9 (3,1%) 241 (82,5%)
Итого (n=622) 136 (21,9%) 26 (4,2%) 460 (73,9%)

Т а б л и ц а  2 
Результаты исследования проб  в ИФА и ИХА (n=622)

№ группы Концентрация D-димера Количество образцов
в нг/мл DDU в нг/мл ФЭЕ* в ИФА в ИХА (совпадающие с ИФА)

1 <200 нг/мл DDU < 400 нг/мл ФЭЕ 98 98 (100%)
2 200-1000 нг/мл DDU 400-2000 нг/мл ФЭЕ 281 204 (72,6%)
3 1000-3000 нг/мл DDU 2000-6000 нг/ФЭЕ 112 109 (97,3%)
4 > 3000 нг/мл DDU > 6000 нг/мл ФЭЕ 131 131 (100%)

П р и м е ч а н и е :  * –  учитывая разницу единиц измерения концентрации D-димера в двух методах, использовали условный пересчёт 1 
нг/мл DDU ≈ 2 нг/мл ФЭЕ.

Рис.1. Распределение положительных результатов (более 285 нг/мл DDU), выявленных в иммуноферментной тест-системе при 
исследовании плазмы крови пациентов трех возрастных групп (n=460).
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ИХА была отобрана группа образцов (n=270), содержа-
щих D-димер в количестве от 200 до 3000 нг/мл DDU. 
При исследовании в ИХА наблюдалось усиление ин-
тенсивности окрашивания (от 1+ до 3+) с увеличением 
концентрации D-димера в пробах. Для образцов из тре-
тьей возрастной группы, содержащей наибольшее чис-
ло проб с высоким уровнем D-димера (около 3000 нг/
мл DDU), отмечалось большее, чем в других группах, 
количество срабатываний с максимально интенсивным 
окрашиванием (на уровне 3+) в ИХА (рис 2.).

Обсуждение. В результате нашей работы был соз-
дан иммунохроматографический тест для определения 
D-димера и была проведена оценка его работы в сравне-
нии с ИФА. При исследовании образцов плазмы крови 
продемонстрирована высокая корреляция результатов 
ИХА с результатами, полученными в ИФА, по отрица-
тельным образцам (100%) и по образцам с концентраци-
ей D-димера выше 1000 нг/мл DDU (98,8%). При анали-
зе проб в обоих методах отмечалось нарастание уровня 
D-димера с увеличением возраста пациентов. При этом 
с увеличением концентрации D-димера в пробах наблю-
далось возрастание интенсивности окрашивания тесто-
вой полосы в ИХА.  

Для группы проб с концентрацией аналита от 200 до 
1000 нг/мл DDU отмечались дискордантные результа-
ты, полученные в двух методах, прежде всего, при ис-
следовании образцов с «пограничной» концентрацией 
D-димера.  Расхождение в результатах анализа для та-
ких проб могут объясняться различиями в используе-
мых калибраторах и единицах измерения D-димера для 
каждого метода, а также различной специфичностью 
антител в составе теста. Для минимизации ложнополо-
жительных результатов необходимо использовать анти-
тела, связывающиеся с эпитопами в составе молекулы 
D-димера и при этом остающиеся инертными по отно-
шению к фибриногену. Для получения воспроизводимых 
результатов для эффективной диагностики тромбозов и 
мониторинга тромболитической терапии рекомендуется 
использовать тест-системы одного производителя и ин-

терпретировать результаты строго в соответствии с ин-
струкцией по применению. 

Заключение.	Разработанный иммунохроматографи-
ческий тест обеспечил совпадение результатов с ИФА 
в 87,1% и в 100% случаев - для образцов с повышенной 
(более 400 нг/мл ФЭЕ) и нормальной концентрацией 
D-димера соответственно. Полученные результаты по-
зволяют рекомендовать применение иммунохроматогра-
фического теста для определения D-димера в качестве 
теста второй линии после оценки клинической прете-
стовой вероятности тромбоза. 
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групп (n=270).
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Цель: разработать прогностическую модель поражения нервной системы на основе определения концентрации 
интерлейкинов-23, 12p40, глиального фибриллярного кислого протеина (GFAP) в ликворе больных различными формами 
сифилиса. Проведено комплексное лабораторное обследование больных нейросифилисом и сифилисом без специфическо-
го поражения нервной системы, которые наблюдались в венерологическом отделении БУЗ ОО «Клинический кожно-
венерологический диспансер» г. Омска. Всем пациентам проведено серологическое исследование крови, серологическое и 
клиническое исследование ликвора, иммунологическое исследование ликвора (интерлейкины – 23, 12p40, GFAP). На осно-
вании исследования ИЛ-23, ИЛ-12p40, GFAP, уровня белка и плеоцитоза в ликворе предложена прогностическая модель 
развития нейросифилиса у больных сифилисом без специфического поражения нервной системы.
Анализ иммунологических изменений в ликворе больных показал, что неотъемлемой частью диагностики нейросифилиса 
может быть и исследование ряда цитокинов и маркёров повреждения нервной ткани в ликворе как наиболее специфич-
ных и достоверных, особенно при отсутствии клинической симптоматики со стороны ЦНС. 
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Прогноз заболеваемости нейросифилисом на совре-
менном этапе свидетельствует о том, что количество 
случаев нейросифилиса в год возрастает примерно на 
15-25% [6]. Обращает на себя внимание увеличение 
случаев менинговаскулярных форм раннего нейросифи-
лиса, что свидетельствует о значительном сокращении 
сроков развития заболевания [5]. Участились случаи 

злокачественного течения инфекции и доля больных со 
скрытым течением заболевания [5].

В литературе описываются преимущественно кли-
нические случаи нейросифилиса, а не новые диагно-
стические подходы [1]. Большинство современных ме-
тодов диагностики нейросифилиса основаны на ИФА и 
предназначены для первичных скрининговых исследо-
ваний [4]. Потребности практической медицины в от-
ношении диагностики нейросифилиса обуславливают 
необходимость разработки дополнительных доступных 
высокоинформативных тестов, пригодных для решения 
сложных диагностических ситуаций, что подтверждает 
актуальность изучения данной проблемы.

Материал и методы. Проведено открытое, когорт-
ное, плацебо не контролируемое, сравнительное иссле-
дование методом одномоментного поперечного среза. 
Сформированы две группы: основная, больные нейро-
сифилисом (n=46), и группа сравнения (n=41), больные 
сифилисом без поражения нервной системы. Набор 
клинического материала осуществлялся на базе венеро-
логического отделения БУЗ ОО «Клинический кожно-
венерологический диспансер» (БУЗОО «ККВД»). Для 
установления диагноза нейросифилиса использованы 
клинические, эпидемиологические, лабораторные дан-
ные (серологическое и клиническое исследование ликво-
ра: цитоз, содержание белка, РМП, РИФц, ИФА, РПГА). 
Всем пациентам проведено иммунологическое иссле-
дование ликвора: интерлейкин-23, интерлейкин-12p40, 
глиальный фибриллярный кислый протеин (GFAP). 
Данные показатели рассматриваются многими учёными 
как маркёры повреждения нервной ткани, носящие в до-
статочной степени избирательный характер [2, 3].

Полученные данные обработаны с помощью мето-
дов системного анализа с использованием программ 
«Мicrosoft Excel», «Statistica 6.0», SPSS 16.0 согласно 
требованиям к проведению анализа медицинских данных 
на персональном компьютере Аcer. Для составления про-
гноза использованы модули программы SPSS 16.0, ROC-
анализ с построением ROC-кривых и анализом площади 
под кривыми (AUC), что помогло выявить наиболее зна-
чимые параметры, используемые в дальнейшем для про-
гнозирования. ROC-анализ оценивает взаимодействие 
чувствительности и специфичности каждого параметра, 
его диагностическую ценность. Кривая ROC отражает 
точность прогнозирования результатов теста: чем больше 
она выгнута, тем точнее прогноз. Площадь под кривой 
ROC для теста с нулевой степенью прогнозирования рав-
на 0,5, для случая с максимальной степенью прогнозиро-
вания равна 1. Для расчёта вероятности развития пораже-
ния нервной системы у пациентов с сифилисом создана 
модель прогноза с помощью метода бинарной логисти-
ческой регрессии, которая исследует зависимость дихо-
томических переменных от независимых переменных, 
имеющих любой вид шкалы. Использован пошаговый 
метод включения переменных в анализ [6].

Результаты и обсуждение. Для определения диа-
гностических критериев и предикторов поражения 
нервной системы при сифилисе проведён комплексный 
анализ полученных результатов. Ликворологическое ис-
следование является весьма информативным для диа-
гностики нейросифилиса.

Помимо определения уровня белка и цитограммы 
ликвора, которые демонстрируют корреляционные 
связи средней степени с наличием поражения нерв-
ной системы, проведено исследование уровня GFAP, 

Рис. 1. Корреляционная связь между уровнями GFAP (а), ИЛ-
23 (б), ИЛ-12р40 (в) в ликворе пациентов с сифилисом.

а

б

в
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ИЛ-23, ИЛ-12p40 в ликворе. У пациентов с нейроси-
филисом, вне зависимости от наличия клинических 
симптомов, уровни GFAP, ИЛ-23, ИЛ-12р40 в ликво-
ре значительно превышают аналогичные показатели 
у пациентов без специфического поражения нервной 
системы. Это подтверждается данными корреляцион-
ного анализа о наличии связи высокой степени между 
уровнями данных показателей и поражением нервной 
системы (G=–0,96, р=0,000001, G=–0,73, р=0,000001, 
G=–0,77, р=0,000001 соответственно), а также между 
собой (рис. 1).

ROC-анализ с построением ROC-кривых и анали-
зом площади под кривыми (AUC) подтвердил возмож-
ность прогнозирования поражения нервной системы 
при сифилисе на основании уровней белка, цитоза, 
GFAP, ИЛ-23, ИЛ-12р40 в ликворе пациентов (табл. 1, 
рис. 2).

Можно утверждать, что при уровне белка в ликворе 
более 0,315 г/л, GFAP более 0,839 нг/мл, ИЛ-23 более 
207,8 пг/мл, ИЛ-12р40 более 35,6 пг/мл, цитозе более 3,5 
клеточных элементов в 1 мм3 существует высокая веро-
ятность поражения нервной системы при сифилисе.

Разделив исходы на два возможных (бинарный при-
знак): развитие поражения нервной системы и отсут-
ствие поражения нервной системы при сифилисе, для 
составления прогноза использована бинарная логисти-
ческая регрессия. На основе результатов логистиче-
ской регрессии непрерывных признаков с пошаговым 
включением в анализ построена прогностическая мо-
дель вероятности развития поражения нервной систе-
мы (табл. 2).

Вероятность (р) поражения нервной системы при си-
филисе на основании этой модели прогноза составляет:

р=1/(1+е8,817 – ИЛ-23×0,045), где
е – основание натурального логарифма, математиче-

ская константа, равная примерно 2,718. Так при уровне 
ИЛ-23 в ликворе 290 пг/мл вероятность развития пора-

жения нервной системы при сифилисе составляет 0,126 
или 12,6%, при уровне 120 пг/мл – 0,0318 или 3,18%.

Добавив в модель показатель уровня GFAP в ликво-
ре, получены следующие результаты (табл. 3).

Добавление в модель параметра «Уровень GFAP в 
ликворе» увеличивает значимость модели. Вероятность 
(р) развития поражения нервной системы на основании 
этой модели прогноза составляет:

р=1/(1+е20,8–1,08GFAP–0,058ИЛ-23).
Так при уровне ИЛ-23 в ликворе 290 пг/мл и уров-

не GFAP 2 нг/мл вероятность развития поражения 
нервной системы при сифилисе составляет 0,139 или 
13,9%, при уровнях 120 пг/мл и 1 нг/мл соответствен-

Т а б л и ц а  1
RОС-анализ предикторов развития поражения нервной системы при сифилисе

Показатель AUC (95% ДИ) p-level Порог отсечения Чувствительность (ДИ) % Специфичность (ДИ) %

Белок, г/л 0,641
(0,525-0,758)

0,024 0,315 45 (26-65) 67 (47-87)

Цитоз, клеток в 1 мм3 0,800
(0,705-0,896)

0,0001 3,5 32 (17-48) 87 (74-99)

Глиальный фибриллярный кис-
лый протеин, нг/мл

0,979
(0,958-1,001)

0,0001 0,839 73 (66-81) 77 (69-84)

Интерлейкин-23 нг/мл 0,862
(0,788-0,937)

0,0001 207,8 65 (56-76) 66 (58-75)

Интерлейкин-12р40 0,872
(0,801-0,942)

0,0001 35,6 63 (52-73) 65 (56-74)

Т а б л и ц а  2
Модель прогноза вероятности развития поражения нервной системы на основе показателя ИЛ-23 в ликворе пациентов с сифилисом

Признак
Показатели анализа

В (Коэффициент регрессии) S.E. (Стандартная ошибка) df Sig. (Значимость)

Интерлейкин-23 -0,045 0,01 1 0,000
Constant 8,817 2,048 1 0,000
Chi-sq=44,4 df=1 p<0,0001
Корректность предсказания: 72,4%

Рис. 2. ROC-кривая, построенная при анализе чувствитель-
ности и специфичности показателей ликвора у пациентов с 
сифилисом.
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но – 0,045 или 4,5%. Модель, представленная в табл. 
2, может с вероятностью до 96,6% предсказать вероят-
ность поражения нервной системы при сифилисе.

Алгоритмы диагностики нейросифилиса должны но-
сить комплексный характер и базироваться на всем ар-
сенале клинико-лабораторных данных. Считаем, что не-
отъемлемой частью диагностики нейросифилиса может 
быть исследование ряда цитокинов и маркёров повреж-
дения нервной ткани в ликворе как наиболее специфич-
ных и достоверных, особенно при отсутствии клиниче-
ской симптоматики со стороны ЦНС.

По результатам исследования прогнозируется успеш-
ное использование представленной прогностической 
модели при решении диагностических задач при нейро-
сифилисе.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
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Т а б л и ц а  3
Модель прогноза вероятности развития поражения нервной системы на основе  

показателей уровня ИЛ-23 и GFAP в ликворе пациентов с сифилисом

Признак
Показатели анализа

В (коэффициент регрессии) S.E. (стандартная ошибка) df Sig. (Значимость)

Глиальный фибриллярный кислый протеин –1,08 0,392 1 0,006
Интерлейкин-23 –0,058 0,024 1 0,016
Constant 20,8 7,27 1 0,004
Chi-sq=102,8 df=2 p<0,0001
Корректность предсказания: 96,6%
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 Cоснин Д. Ю.,1 Гилева О. С., 1 Сивак Е. Ю., 1  Даурова Ф. Ю.,2  Гибадуллина Н. В.,1 Коротин С. В.1

СОДЕРЖАНИЕ ВАСКУЛОЭНДОТЕЛИАЛЬНОГО ФАКТОРА РОСТА В СЛЮНЕ И 
СЫВОРОТКЕ КРОВИ БОЛЬНЫХ ПАРОДОНТИТОМ

1 ФГБОУ ВО «Пермский государственный медицинский университет имени академика Е. А. Вагнера» Минздрава РФ, 
614990, г. Пермь, Россия; 
2 ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов», 117198, Москва, Россия

Изучена концентрация васкулоэндотелиального фактора роста (ВЭФР) в  смешанной нестимулированной слюне и сы-
воротке крови у пациентов в норме и при генерализованном пародонтите. Основная группа (n=42) была представлена 
больными с генерализованным  пародонтитом. Группу сравнения (n=36) составили пациенты без заболеваний тканей 
пародонта. Концентрацию ВЭФР определяли методом твердофазного иммуноферментного анализа (ИФА) с использо-
ванием коммерческой тест – системы «VEGF – ИФА – БЕСТ» (А 8784) («Вектор – Бест», Россия). Медианы значений 
ВЭФР в слюне в 5,49 раза превышали значения для сыворотки крови в основной группе (p = 0,000000) и в 7,01 раза в 
группе сравнения (p = 0,000000). Концентрация ВЭФР в слюне больных основной группы превосходила аналогичные зна-
чения группы сравнения (p = 0,014857); медиана и интерквартильный диапазон для основной группы составили 1098,45 
(925,5; 1291) пг/мл, а для группы сравнения 1360,5 (998,9 ; 2062) пг/мл. Различия в концентрации ВЭФР для сыворотки 
отсутствовали (p = 0,775124). Не выявлено достоверной корреляционной связи между содержанием ВЭФР в сыворотке 
крови и смешанной слюне. Коэффициент ранговой корреляции Спирмена для основной группы составил R=0,0184358, а 
для группы сравнения, соответственно, R=0,188932. Вероятным источником ВЭФР в слюне служат  железы и клетки 
слизистой оболочки рта, а не процессы экссудации из сыворотки крови.  Высокое содержание ВЭФР в слюне здоровых 
людей и снижение его уровня при пародонтите указывает на  важную роль данного белка в процессах поддержания 
нормального состояния тканей пародонта и регенерации тканей слизистой оболочки рта.
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To study the concentration of vasculoendothelial growth factor (VEGF) in mixed saliva and serum of patients in normal conditions 
and with generalized periodontitis. The main group (n = 42) was represented by patients with generalized periodontitis. The 
comparison group (n = 36) consisted of patients without periodontal tissue diseases. The concentration of VEFR was determined 
by the method of enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using a commercial test-system “VEGF - IFA - BEST” (A-8784) 
(“Vector - Best”, Russia). The median values VEFR in saliva were 5.49 times higher than the values for serum in the main group 
(p = 0.000000) and 7.01 times in the comparison group (p = 0.000000). The concentration of VEFR in the saliva of the examined 
main group exceeded the similar values of the comparison group (p = 0,014857); the median and interquartile range for the main 
group was 1098.45 (925.5; 1291) pg/ml, and for the comparison group 1360.5 (998.9; 2062) pg/ml. There were no differences 
in the serum VEFR concentration (p = 0.775124). No significant correlation was found between the serum VEFR content and 
the mixed saliva. The Spearman’s rank correlation coefficient for the main group was R = 0,0184358, and for the comparison 
group, respectively, R = 0.188932. The source of VEFR in saliva are the glands and cells of the oral mucosa, and not the process 
of exudation from blood serum. The high content of VEFR in the saliva of healthy people and a decrease in its level during 
periodontitis indicates the important role of this protein in the processes of maintaining the normal state of periodontal tissues and 
reparation of tissues of the oral mucosa.
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Введение. По данным Всемирной организации здра-
воохранения (ВОЗ, 2014) воспалительные заболевания 
пародонта – гингивит и пародонтит относятся к числу 
наиболее распространенных форм стоматологической 
патологии и выявляются у 70 - 90% взрослого населения 
планеты, в том числе и Российской Федерации [1,2]. Со-
стояние тканей пародонта является индикатором обще-
го здоровья человека, а патологические процессы в нем 
могут выступать факторами риска многих системных 
заболеваний [3-5]. 

Заболевания пародонта (пародонтит, пародонтоз) за-
нимают одно из ведущих мест среди причин необрати-
мой потери зубов [2-4], особенно у людей пожилого и 
старческого возраста [5-7]. 

Слюна является важнейшей из биологических жид-
костей полости рта,  характеризующейся множеством 
функций. Белковый состав этой биологической жидко-
сти интенсивно исследуется [8,9]. Продемонстрировано 
диагностическое и прогностическое значение исследо-
вания белков слюны при заболеваниях пародонта [8, 10-
12]. Развитие воспаления в пародонте протекает на фоне 
изменения состава и свойств основной жидкой биоло-
гической среды полости рта - ротовой жидкости, основ-
ным компонентом которой является смешанная слюна. 
Диагностический и прогностический потенциал салива-
диагностики активно изучается применительно к воспа-
лительным и неопластическим заболеваниям пародонта 
и слизистой оболочки полости рта, а также многим си-
стемным заболеваниям различного генеза [13-18]. 

В литературе приведены данные об обнаружении в 
тканях пародонта множества цитокинов, которые играют 
важную диагностическую роль и участвуют в патогенезе 
заболеваний пародонта [18-22]. В качестве перспектив-
ных биохимических маркеров, отражающих состояние 
системы микроциркуляции и особенности ангиогенеза 
анализируется содержание различных ростковых факто-
ров в тканях и жидких биологических средах полости 
рта (стимулированной или нестимулированной смешан-
ной слюне, десневой жидкости и др.), причем в послед-
ние годы особое внимание отводится васкулоэндотели-
альному фактору роста (ВЭФР, англ. Vascular Endothelial 
Growth Factor, VEGF) или васкулотропину.

VEGF – наиболее мощный фактор роста [23-25]. Об-
щие патофизиологические механизмы действия VEGF 
ассоциированы с увеличением сосудистой проницаемо-
сти (в 50.000 раз более выраженной для белков и жид-
костей, чем у гистамина), стимуляцией ангиогенеза, 
пролиферации и миграции эндотелиоцитов, моноцитов 
и других клеток, что во многом определяет его роль в 
возникновении, прогрессировании (при осложненном 
течении) и разрешении различных воспалительных, 
дистрофических, неопластических процессов.

Мнения специалистов о роли VEGF в патогенезе забо-
леваний пародонта неоднозначны, чаще обсуждается его 
биполярное значение в развитии и поддержании воспали-
тельного процесса в пародонте или его физиологическая 
ценность для поддержания здорового пародонта. Однако 
работы этого направления немногочисленны [20-22, 26], 
порой противоречивы, нуждаются в конкретизации при-
менительно к  методологии оценки фактора, стадии, эта-
пу и способам лечения воспалительных заболеваний по-
лости рта в различных популяционных группах.

Обращает на себя внимание, что большая часть 
клинико-биохимических исследований посвящены изу-
чению содержания VEGF в сыворотке крови и указыва-

ют на увеличение его содержания при ряде системных 
воспалительно-дистрофических заболеваний, этиологи-
чески и патогенетически ассоциированных с гипоксией 
или активацией ангиогенеза,  а также при различных 
формах онкопатологии [25-28].

При этом отмечается явный дефицит отечественных 
исследований, посвященных анализу содержания VEGF 
в слюне здоровых лиц и пациентов различного, в том 
числе стоматологического профиля. Так, поиск источни-
ков по электронной базе научной электронной библио-
теки (https://elibrary.ru), проведенный соответственно по 
ключевым словам «слюна, ВЭФР» и «слюна, васкуло-
эндотелиальный фактор роста», «слюна, VEGF», обна-
ружил лишь две публикации [22,29], из которых только 
в одной [22] приводились собственные данные о резуль-
татах исследования концентрации VEGF в слюне. Коли-
чество публикаций заданного поиска в библиотеке на-
ционального центра биотехнологической информации 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) больше, но и оно ограни-
чено лишь десятками публикаций. Для сравнения, коли-
чество публикаций, посвященных анализу уровня VEGF 
в крови и тканях, исчисляется десятками тысяч. Работы, 
в которых приводятся данные о сравнительном содержа-
нии VEGF в сыворотке крови и в слюне в норме и при 
патологии полости рта, немногочисленны  и посвящены 
преимущественно сравнительному анализу при опухо-
левых заболеваниях полости рта [21, 30-32]. Ограни-
ченное число публикаций по проблеме сравнительного 
анализа содержания VEGF в биологических жидкостях  
организма человека при воспалительных заболеваниях 
полости рта обусловливает интерес к дальнейшим ис-
следованиям VEGF в слюне у пациентов в норме и при 
заболеваниях пародонта. 

Цель исследования: изучить концентрацию VEGF в 
смешанной слюне и сыворотке крови у пациентов в нор-
ме и при генерализованном пародонтите. 

Материал и методы. Одномоментное обсервацион-
ное исследование типа «случай-контроль» выполнено с 
соблюдением этических принципов проведения медицин-
ских исследований с участием людей в качестве субъек-
тов, изложенных в Хельсинской декларации Всемирной 
организации здравоохранения (версия 2008 г.) и одобрено 
этическим комитетом ФГБОУ ВО «Пермского государ-
ственного медицинского университета имени академика 
Е. А. Вагнера» Минздрава Российской Федерации. 

Концентрацию ВЭФР определяли в образцах сыво-
ротки крови и слюны у 78 пациентов, в том числе 22 
мужчин и 56 женщин, проходившие лечение в клини-
ческом многопрофильном медицинском центре ПГМУ 
имени академика Е. А. Вагнера. Больные были разделе-
ны на две группы (табл. 1). В основную группу (груп-
па 1) были включены больные (n=42) с хроническим 
генерализованным пародонтитом легкой (n = 7) и сред-
ней степени тяжести (n=35), после рутинной санации 
полости рта и направленные на пародонтологическое 
лечение. Диагноз подтверждался результатами клинико-
рентгенологического обследования.  

Группу сравнения (группа 2) составили пациенты 
(n=36) проходящие ежегодный диспансерный осмотр с 
участием стоматолога, имевшие санированную полость 
рта, хороший уровень гигиены и интактный пародонт.  

В исследование не включали:  лиц, перенесших 
острые инфекционные заболевания менее 3-х месяцев 
назад, беременных и женщин, кормящих грудью, паци-
ентов обоего пола, страдающих алкоголизмом, а также 
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курящих на момент исследования лиц, больных сахар-
ным диабетом, пациентов со злокачественными новооб-
разованиями различной локализации, с хроническими 
вирусными гепатитами, муковисцидозом, системными 
аутоиммунными заболеваниями. Также не включали в 
исследование лиц, получающих антибиотики, стероид-
ные гормоны, бета-блокаторы, антикоагулянты и антиа-
греганты, блокаторы кальциевых каналов. Все обследуе-
мые предоставили письменное информированное согла-
сие на использование биоматериалов (сыворотки крови 
и слюны) для настоящего клинико-лабораторного ис-
следования. Группы были сопоставимы по распределе-
нию полов (двусторонний критерий Фишера p=0,6201) 
и не различались по возрасту (критерий Манна – Уитни 
U=582; р=0,081157) (табл. 1).

Смешанную нестимулированную слюну собирали 
утром, натощак, после промывания полости рта водой. 
Собирали слюну, секретировавшуюся и  аккумулировав-
шуюся на дне полости рта пациента откуда ее отбирали 
стеклянной пипеткой и переносили в пластиковую про-
бирку. Процедуру повторяли несколько раз до получе-
ния объема слюны не менее 0,5 мл [33]. Кровь забирали 
путем венепункции кубитальной вены с использовани-
ем вакуумных систем для забора крови c активатором 
свертывания (Greiner VACUETTE®, 
Greiner Bio-one, Graz, Austria), сразу 
после сбора слюны. 

Сыворотку крови получали  пу-
тем центрифугирования забранных 
образцов при 3000 об/мин не позд-
нее чем через 60 мин после забора 
крови. Образцы смешанной слюны 
также подвергали центрифугирова-
нию в аналогичных условиях. 

Концентрацию VEGF в сыворот-
ке крови и супернатанте смешанной 
слюны определяли методом твердо-
фазного иммуноферментного анализа 
(ИФА) с использованием коммерче-
ской тест – системы для определения 
концентрации VEGF в сыворотке кро-
ви «VEGF – ИФА – БЕСТ» (А 8784) 
(«Вектор – Бест», Россия). Оптиче-
скую плотность проб регистрировали 
на вертикальном фотометре StatFax 
3200 (Awareness, США). Правиль-
ность определения концентрации 
VEGF контролировали по результа-
там измерения внутреннего стандар-
та, значения которого составили 610,4 
и 636,6 пг/мл при диапазоне допусти-
мых значений 553-747 пг/мл.

Статистическую обработку полученных результатов 
проводили с помощью пакета программ STATISTICA v. 
7 (StatSoftInc., США). Для каждого массива данных рас-
считывали параметры описательной статистики: среднюю 
арифметическую (М), стандартное отклонение (SD), а так-
же медиану (Me) и интерквартильный диапазон (25-75 пер-
центиля). С помощью критерия Шапиро-Уилка оценивали 
распределение результатов внутри выборки и на основании 
полученных результатов для дальнейшей статистической 
обработки полученных результатов использовали методы 
непараметрической статистики. Для сравнения концентра-
ции ВЭФР в парных образцах сыворотки крови и  слюны 
использовали критерий Вилкоксона. Для сравнения 2 неза-
висимых выборок применяли U–критерий Манна - Уитни. 
Количественную оценку линейной связи между двумя слу-
чайными величинами определяли с использованием коэф-
фициента ранговой корреляции Спирмена (R). 

За максимально приемлемую вероятность ошибки 
первого рода (р) принимали величину уровня статисти-
ческой значимости равную или меньшую 0,05.

Результаты. Уровень VEGF в смешанной слюне в 
несколько раз превысил содержание этого белка в сыво-
ротке крови (табл. 2). Различия между значениями меди-

Т а б л и ц а  1
Характеристика обследованных

Характеристика пациентов Основная группа
(n = 42)

Группа сравнения
(n = 36)

Пол 13/29 9/27
Средний возраст  (M ± SD), годы 49,24 ± 11,51 45,39 ± 11,68
Медиана возраста (Ме) и интер-квартильный диапазон (25; 75 квартиль), годы 51,5 (38;  58) 46,5 (36; 52)
Min – Max (годы) 26 – 76 25 - 79

П р и м е ч а н и е . В числителе количество мужчин, в знаменателе –  женщин. 

Рис. 1. Концентрация васкулоэндотелиального фактора роста в биологических жид-
костях обследованных (1 – основная группа; 2 –  группа сравнения). 
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ан в основной группе составили 5,49 раз (р=0,000000), 
а в группе сравнения в 7,01 раз (р=0,000000) (рис. 1).  
Нами не зарегистрировано но одного случая, когда бы 
содержание VEGF в слюне было ниже его сывороточной 
концентрации. 

Межгрупповые различия в концентрации VEGF 
для слюны имели статистически значимый характер  
(U = 513,0; p = 0,014857),  медиана значения в основной 
группе на 19,26%  была меньше аналогичной величины 
группы сравнения. В сыворотке крови различия отсут-
ствовали (U = 727,5; p = 0,775124) и медианы концен-
трацией практически совпадали (см. табл. 2).  

При оценке корреляционных связей между уровнем 
VEGF в сыворотке крови и слюне статистически значимой 
связи не выявлено, коэффициент ранговой корреляции 
Спирмена для основной группы составил R=0,0184358, а 
для группы сравнения, соответственно, R=0,188932. Ука-
занные закономерности описываются графиками линей-
ной регрессии, представленными на рис. 2.  

Обсуждение. Ряд цитокинов и факторов роста уча-
ствуют в стимуляции регенерации соединительной ткани 
и слизистой оболочки полости рта. Так в тканях пародонта  
обнаружено почти 40 цитокинов, в том числе интерлейки-
ны, нейротрофические факторы и различные факторы ро-

ста (VEGF, тромбоцитарный фактор роста, плацентарный 
фактор роста, инсулиноподобный фактор роста, эпидер-
мальный фактор роста, фактор роста фибробластов и дру-
гие) [34,35]. При этом содержание большинства цитокинов 
значительно отличатся между здоровыми и пораженными 
участками пародонта. Многие из цитокинов обнаружены в 
слюне или зубодесневой жидкости [35,36]. 

VEGF является одним из наиболее мощных факторов 
роста, регулирующим пролиферацию клеток эндотелия 
и участвующим в образовании сосудистой сети [37-39]. 
По мнению ряда авторов пародонтит можно рассматри-
вать как хроническое воспалительное заболевание, при 
котором происходят изменения в сосудах десны, важ-
ным звеном патогенеза которых является ангиогенез. 
Образование новых сосудов потенциально может спо-
собствовать развитию воспаления, усиливать синтез и 
накопление цитокинов, молекул адгезии и других фак-
торов воспаления [22]. 

В ряде публикаций приведены данные о концентра-
ции VEGF только в биологических жидкостях полости 
рта, в том числе, десневой жидкости [20-22, 30-32, 40-
42]. Результаты  сравнительных исследований сыворот-
ки крови и жидкостей, формирующихся в полости рта  
описаны в меньшем числе работа [43, 44] . 

Т а б л и ц а  2
Содержание васкулоэндотелиального фактора роста (VEGF) у обследованных 

Показатель Основная группа Группа сравнения р (критерий Манна-Уитни)
VEGF (пг/мл) в смешан-
ной слюне

1179,3 ± 313,1
1098,45 (925,5 ; 1291)

753,5 – 1897 

1504,8 ± 578,7
1360,5 (998,9 ; 2062)

578,6 – 2963 

 U = 513,0
p = 0,014857

VEGF (пг/мл) в сыворот-
ке крови

207,4 ± 92,8
199,95 (136,1 ; 290,7)

72,2 – 396,7

203,8 ± 100,6
193,95 (109,2 ; 285,4)

61,4 – 405,1

U = 727,5
p = 0,775124

р (критерий Вилкоксона) p = 0,000000 p = 0,000000 -
П р и м е ч а н и е .  В числителе: среднее значение ± стандартное отклонение (M ± SD), в знаменателе: медиана и интерквартильный диа-

пазон (Me и 25% квартиль;75% квартиль), под дробью Мин – Макс результаты.

Рис. 2. Графики линейной регрессии зависимости содержания васкулоэндотельного фактора в слюне и крови для 
основной группы (а), для группы сравнения (б).
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Результаты сравнительных исследований свидетель-
ствуют о более высоком содержании VEGF в слюне в 
сравнении с сывороткой крови, и подтверждают резуль-
таты приведенные в литературе [30, 31, 43, 44]. Так, K.J. 
Błochowiak  и соавт. [43] указывают на более высокое 
содержание ВЭФР в слюне в сравнении с сывороткой 
крови, причем эти закономерности выявлены как у здо-
ровых людей, так и у пациентов с различными вариан-
тами синдрома Шегрена, различия были статистически 
значимыми для всех групп обследованных. Авторы опи-
сывают аналогичное соотношение VEGF между слюной 
и сывороткой крови у пациентов с опухолями слюнных 
желез, причем наиболее высокие значения установле-
ны для слюны больных злокачественными опухолями 
слюнных желез [44]. Развитие гингивита, обусловлен-
ного нарушением гигиенических мероприятий полости 
рта протекает со снижением концентрации ВЭФР в слю-
не [21]. 

Противоположной динамикой характеризуется дина-
мика VEGF в десневой жидкости. В работе  A.R. Pradeep  
и соавт. [41] приводятся данные о более низком уров-
не VEGF в этой биологической жидкости в сравнении с 
сывороткой крови. Воспаление тканей пародонта харак-
теризуется увеличением концентрации этого белка в зу-
бодесневой жидкости, что по мнению авторов, отражает 
увеличение проницаемости тканей пародонта и стиму-
лирует процессы неоангиогенеза [20, 22, 40, 41]. 

При интерпретации данных результатов следует учи-
тывать, что различия могут быть обусловлены несколь-
кими причинами. Во первых, известно, что VEGF в хо-
де альтернативного сплайсинга первичного белкового 
транскрипта может формировать множество различных 
изоформ, состоящих из разного количества аминокис-
лот (121, 145, 165, 189 и 206 аминокислотных остатков) 
[45]. Производители при создании тест-систем для ИФА 
могут использовать моноклональные антитела, реаги-
рующие с различными изоформами VEGF. Кроме того 
авторы анализируемых публикаций исследовали раз-
личные жидкости: зубодесневую жидкость, смешанную 
нестимулированную слюну, стимулированную слюну, 
применяли разные методики забора материала, что мо-
жет оказывать влияние  на результаты [46]. 

Вероятно VEGF в биологических жидкостях полости 
рта имеет различное происхождение. В слюну VEGF 
продуцируется железами слизистой оболочки полости 
рта, а не проникает пассивно из крови. Это доказывает-
ся более высокой, в сравнении с кровью,  концентрацией 
это белка в слюне.  Кроме того в пользу этого свидетель-
ствует отсутствие корреляции содержания этого белка 
между слюной и сывороткой крови. 

 Высокое содержание VEGF указывает на физиоло-
гические функции этого фактора роста. Одной из воз-
можных функций является стимуляция пролиферации 
клеток слизистой оболочкой полости рта, которая как 
известно является одной из наиболее быстро обновляю-
щихся тканей организма человека, а также процессов 
васкулогенеза при формировании и моделировании тка-
ней лицевого скелета человека. Его снижение в слюне у 
больных пародонтитом может указывать на то, что вос-
палительные заболевания пародонта сопровождаются 
местным снижением уровня VEGF в слюне.  

Выводы:  
1. Концентрация VEGF (пг/мл) в смешанной слюне 

здоровых лиц  с санированной  полостью рта и интак-
ным пародонтом в 7,01 раз превышает содержание этого 

белка в сыворотке крови и составляет 1504,8 ± 578,7 пг/
мл против 203,8 ± 100,6 пг/мл (р = 0,000000). 

2. Хронический генерализованный пародонтит про-
текает на фоне статистически значимого снижения 
VEGF в смешанной нестимулированной слюне (пг/мл); 
медианы концентрации различались на 19,26% (р = 
0,014847), без изменения содержания в сыворотке крови 
(р = 0,775124).

3. Статистически значимое превышение уровня 
VEGF в смешанной слюне значений в сыворотке крови, 
отсутствие корреляционной связи между содержанием 
VEGF  в этих биологических жидкостях указывает на 
местную продукцию этого белка железами участвующи-
ми в формировании смешанной слюны.   
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Клинико-лабораторное обоснование эффективности рекомбинантного 
интерлейкина-1β в хирургическом лечении острых язвенных 
гастродуоденальных кровотечений

Азербайджанский медицинский университет, 1022, Баку, Азербайджан 

Целью исследования явилось изучение клинико–иммунологическое обоснование эффективности рекомбинантного 
интерлейкина-1β при хирургическом лечении больных с острых гастродуоленальных язвенных кровотечений. Приведены 
результаты применения рекомбинантного интерлейкина-1β в комплексе базисных консервативных мероприятий при хи-
рургическом лечении ОГДЯК. Язва желудка была у 20, двенадцатиперстной кишки – у 84, сочетанная язва – у 16 больных. 
По А.А. Шалимову с кровопотерей легкой степени госпитализирован 27, средней степенью – 62 и тяжелой степенью 
– 31 пациент. По J. Forrest у 29 выявлено активное кровотечение (F Ia, F Ib), у 67 – нестабильный гемостаз (F IIa, F IIb, 
F IIc) и у 24 – (стабильный гемостаз). F III. В рамках дифференцированной индивидуально-активной тактики, больные 
оперированы в экстренном (21), срочном (38) и отсроченном (35) порядке, а 26 человек перенесли ранние плановые опе-
рации. Больным основной группы (63) после операции в комплекс базисных терапевтических мероприятий дополнитель-
но включили рекомбинантный интерлейкин-1β с учетом степени кровопотери и иммунных нарушений. Больные группы 
сравнения (57) до и после операции получили общепринятую стандартную базисную терапию без иммунокоррекции. В 
сравнительном аспекте доказано, что в послеоперационном периоде, на фоне стандартных консервативных мероприя-
тий, применение рекомбинантного интерлейкина-1β положительно влияя на устранение вторичного иммунодефицит-
ного состояния и цитокинового дисбаланса, значительно улучшает результаты хирургического лечения.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  острые гастродуоденальные язвенные кровотечения; иммунитет; цитокиновый дисбаланc; ци-
токинотерапия.
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The efficacy of recombinant interleukin-1β in surgical treatment of acute ulcer-
ative gastroduodenal bleedings
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 There was reported the results of the use of recombinant interleukin-1β in basic conservative measures in the surgical treatment of 
acute gastroduodenal ulcer bleeding. Gastric ulcer were in 20 patients, duodenal ulcer in 84 patients and combined ulcers in 16 
patients. According to А.А. Шалимов hospitalized patients with mild blood loss were 27, moderate degree - 62 and severe degree 
- 31 patients. According to J. Forrest, 29 showed active bleeding (F Ia, F Ib), in 67 - unstable hemostasis (F IIa, F IIb, F IIc) and 
in 24 - F III. Within the framework of differentiated individual-active tactics, patients were operated in emergency (21), urgent 
(38), delayed (35), and 26 people underwent early planned operations. Patients in the main group (63) after the operation, was 
included recombinant interleukin-1β to the basic therapeutic measures additionally, taking into account the degree of blood loss 
and immune disorders. Patients of comparison group (57) before and after surgery received standard basic therapy without immu-
nocorrection. In a comparative aspect, it has been proved that in postoperative period on the background of standard conservative 
measures, the use of recombinant interleukin-1β positively influences elimination of the secondary immunodeficiency and cytokine 
imbalance significantly improves the results of surgical treatment.
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Введение. Острые язвенные гастродуоденальные яз-
венные кровотечения (ОГДЯК) и в настоящее время оста-
ются актуальной проблемой современной гастроэнтеро-
логии [5, 12, 13]. Несмотря на применение современных 

антисекреторных и антихеликобактерных препаратов, 
среди осложнений язвенной болезни (ЯБ) кровотечение 
встречается в 42-47% [4]. Летальность при ОГДЯК, по-
прежнему, остается в пределах 6-16% [9, 11].

Исследованиями последних лет установлена значи-
тельная роль иммунных нарушений, в том числе цито-
кинового статуса в развитии ЯБ и ОГДЯК [3, 7, 8].
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Работами ряда авторов установлено лечебное дей-
ствие рекомбинантного интерлейкина -1β при гнойно-
воспалительных заболеваниях длительно незаживаю-
щих ран трофических язв [1, 2].

Исходя из этого, по нашему мнению, включение в 
комплекс терапевтических мероприятий при хирургиче-
ском лечении ОГДЯК рекомбинантного интерлейкина-
1β – беталейкина в качестве иммуностимулятора и цито-
кинсодержащего препарата, позволит в некоторой сте-
пени устранить нарушения в иммунном и цитокиновом 
статусах и тем самым улучшить результаты хирургиче-
ского лечения ОГДЯК.

Целью данного исследования является изучение кли-
нико – иммунологическое обоснование эффективности 
рекомбинантного интерлейкина-1β при хирургическом 
лечении больных с ОГДЯК.

Материал и методы. Обследовано 120 больных с 
ОГДЯК, из них 98 (81,7%) мужчин и 22 (18,3%) женщи-
ны в возрасте от 16 до 75 лет. Источником кровотечения 
была у 20 больных ЯБ желудка, у 84 – ЯБ двенадцати-
перстной кишки (ДПК) и у 16 сочетанная язва.

По А.А. Шалимову кровопотеря легкой степени на-
блюдалась у 27, средней тяжести - у 62 и тяжелой степе-
ни – у 31 больного [6].

В стационаре при поступлении при первичном эн-
доскопическом исследовании выявлен источник гемор-
рагии, локализации и размеры язвы, а также оценено 
состояние гемостаза по J. Forrest [10]. У 29 больных вы-
явлены признаки продолжающегося активного крово-
течения (FIa, FIb), у 67 – нестабильный гемостаз (FIIa, 
FIIb, FIIc) и у 24 больных – устойчивость гемостаза была 
оценена FIII. Эндоскопические методы гемостаза были 
применены в случаях продолжающегося кровотечения, 
неустойчивого гемостаза и высокого риска возобновле-
ния геморрагии. У 3 больных с помощью эндоскопиче-
ского гемостаза остановить кровотечение не удалось, а 
у 7 больных возник рецидив кровотечения.

В рамках дифференцированной индивидуально-
активной тактики 21 больной оперирован в неотложном 
порядке в первые 2 ч после поступления в связи невоз-
можности остановки кровотечения эндоскопическом 
путем (FIa и FIb), рецидива геморрагии и сочетания пер-
форации язвы с кровотечением.

В течение первых 72 ч после госпитализации сохра-
нение высокого риска рецидива кровотечения была по-
казанием к срочному оперативному вмешательству у 38 
больных.

Показанием к отсроченным операциям у 35 больных 
в сроки 2-4 сут после госпитализации было сохранение 
реальной угрозы рецидива кровотечения.

26 больной на 10-18 сут после стабилизации гемо-
стаза на фоне компенсации последствий острой кро-
вопотери перенес ранние плановые операции. У этих 
больных показаниями к операции были хроническая 
каллезная язва, длительный язвенный анамнез, подозре-
ние на малигнизацию, неэффективность неоднократных 
курсов консервативной терапии с частыми рецидивами, 
пенетрация язвы и выраженный стеноз привратника. 
Методы операции выбирали с учетом локализации и 
характера язвы, степени кровопотери и операционно-
анестезиологического риска, тяжести состояния па-
циента. У большинства больных проводили условно-
радикальные операции.

Клинический материал был разделен на 2 группы. 
Первую (сравнительную) составили 57 больных, полу-

чивших до и после операции стандартную консерватив-
ную терапию без иммунокоррекции. Во вторую (основ-
ную) группу были включены 63 больных, которым в 
послеоперационном периоде на фоне традиционной 
консервативной терапии назначали рекомбинантный 
интерлейкин-1β (регистрационный номер Р№000222/01 
от 20.12.07). Препарат назначали с учетом противопо-
казаний, дозу и продолжительность курса выбирали ин-
дивидуально в зависимости от объема кровопотери, глу-
бины нарушений в иммунном и цитокиновом статусах: 
при кровопотере легкой степени – по 0,5мкг ежедневно 
(всего 3 суток), при средней тяжести – в течение 3 сут по 
1мкг ежедневно, при тяжелой – в течении 5 сут по 1мкг 
ежедневно. Выбранную дозу препарата непосредствен-
но перед введением растворяли в 1мл изотонического 
раствора натрия хлорида, доводя до объема 100-500 мл в 
зависимости от дозы и вводили в вену капельным путем 
в течение 2-3 ч. При внутривенном введении препарата 
побочные эффекты и осложнения не отмечались.

У всех больных при поступлении и на 3, 7 и 14-е сут-
ки после операции в периферической крови проводили 
иммунофенотипирование лимфоцитов непрямым имму-
нофлюоресцентным методом с помощью моноклональ-
ных антител к молекулам различных CD-рецепторов: 
CD3+, CD4+, CD8+, CD19+. Также подсчитали соот-
ношение СD4+/CD8+, определяли уровень IgA, M, G и 
ЦИК в сыворотке крови. Фагоцитарную активность ней-
трофилов изучали путем определения ФИ и ФЧ.

Концентрацию про- и противовоспалительных цито-
кинов - TNFɑ, IFNγ, IL-1, 2, 4, 6, 8, 10 в сыворотке крови 
в динамике определяли методом ИФА. Также вычисля-
ли соотношение TNFɑ/IL-10 и IL-2/IL-4.

Аналогичные данные 15 здоровых лиц приняли за 
норму.

Для статистической обработки полученных цифро-
вых данных использовали параметрический (Уилкок-
ксон – Манна – Уитни) метод.

Результаты и обсуждение. У больных обеих групп 
при поступлении в иммунном и цитокиновом статусах 
выявлен дисбаланс, глубина которого напрямую зависе-
ла от тяжести кровопотери. У больных сравнительной 
группы при кровопотере легкой степени до операции 
содержание CD3+- на 22,3% (р<0,001),  CD4+- на 18,6% 
(р<0,01), CD4+/CD8+- на 27,3% (р<0,001), ФИ – на 12,7% 
(р<0,01) было меньше , а CD8+- на 8,6%, CD19+- на 31,1% 
(р<0,001), IgA – на 15,0%, IgM – на 21,0%, IgG – на 27,6% 
(р<0,001), ЦИК – на 46,3% (р<0,001) и ФЧ – на 40,5% 
(р<0,01) больше по сравнению с нормой. В то же время 
у этих больных на фоне статистически значимого повы-
шения уровня TNFɑ в 3,9 раза, IFNγ – в 3,2 раза, IL-1 – в 
7,9 раза, IL-2 – в 7,2 раза, IL-4 – в 4,6 раза, IL-6 – в 19 раз, 
IL-8 – на 81,7%, наблюдалось снижение концентрации 
IL-10 на 33,3% по сравнению с нормальном значением. 
Индексы соотношения TNFɑ/IL-10 в 6,3 раза (р<0,01) и 
IL-2/ IL-4 на 67,8% (р<0,001) превосходили нормальные 
показатели. В послеоперационном периоде наблюдалась 
тенденция к нормализации изученных показателей имму-
нитета, однако к концу срока наблюдения оставились да-
леко от нормальных величин. Спустя 3 суток после опе-
рации прослеживалась аналогичная тенденция в отноше-
нии изученных цитокинов. Вместе с тем, на 14-е сутки, 
на фоне нормализации концентрации IL-10, cодержание 
TNFɑ достоверно было больше нормы в 3,9 раза, IFNγ – в 
3 раз, IL-1 – в 4,3 раза, IL-2 – в 12,1 раза, IL-6 – 12 раз, 
IL-8 – на 69,3%. Содержание провоспалительного цито-
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кина IL-4 в сыворотке крови в течение всего послеопера-
ционного периода по сравнению с исходным показателем 
увеличилось в 6,0 раз (р0<0,001).

Включение рекомбинантного интерлейкина-1β в 
общепринятую базисную консервативную терапию при 
кровопотере легкой степени к концу срока наблюдения 
привело к нормализации изученных показателей имму-
нитета. У этих больных основной группы на 14-е сутки 
после операции содержание IL-10 нормализовалось, а 
концентрация TNFɑ была на 46,6% (р1<0,01), IFNγ –  на 
42,2% (р1<0,01), IL-1 – на 56,6% (р1<0,001), IL-2 – на 
64,4% (р1<0,001), IL-4 – на 66,6% (р1<0,001), IL-6 – на 
60,0% (р1<0,01), IL-8 – на 24,1% соответственно меньше 
аналогичных показателей группы сравнения.

У больных группы сравнения при кровопотере сред-
ней тяжести до операции имела место глубокое нару-
шение как в клеточном, так и в гуморальном звеньях 
иммунитета: статистически достоверно содержание 
CD3+ понижено на 31,3%, CD4+- на 32,2%, CD8+- на 
18,2%, CD4+/CD8+- на 19,4%, ФИ – на 17,5%, IgA – на 
25,9%, IgM – на 22%, IgG – на 25,4%, наоборот, уровень 
CD19+- повышено на 63,9%, ЦИК – в 2,2 раза и ФЧ – 
на 62,8% по отношению к показателям здоровых лиц. У 
этих больных наблюдался глубокий дисбаланс в цито-
киновом статусе: концентрация TNFɑ достоверно была 
больше в 6,6 раза, IFNγ – в 6 раз, IL-1 – в 10,4 раза, IL-2 
– в 9,2 раза, IL-4 – в 6,8 раза, IL-6 – в 10,7 раза и IL-8 
– в 2,7 раза, а содержание IL-10 на 45,6% меньше нор-
мального показателя. Спустя 3-е суток после операции 
происходило постепенное незначительное уменьшение 
выраженности вторичного иммунодефицитного состоя-
ния. В первые 3 сут после операции концентрация IFNγ, 
IL-1, IL6 и IL-8, в течении первых 7 сут уровень TNFɑ 
и IL-4 достоверно повышался, а в дальнейшем наблю-
далось содержание их секреции. К концу срока наблю-
дения уровень IL-10 на 32,5% (р<0,05) оставался ниже, 
a TNFɑ в 5,6 раза (р<0,001), IFNγ – в 3,6 раза (р<0,001), 
IL-1 – в 7,2 раза (р<0,001), IL-2 – в 13,9 раза (р<0,001), 
IL-4 – 16,1 раза (р<0,001), IL-6 – 9,2 раза (р<0,001), IL-8 
– в 2,0 раза (р<0,001) больше показателя здоровых лиц.

У больных основной группы благодаря иммунокорре-
гирующему действию рекомбинантного интерлейкина-
1β на 14-е сутки после операции статистически досто-
верно содержание CD3+- на 16,0%, CD4+- на 22,6%, 
CD8+- на 10,5%, ФИ – на 9,2%, IL-10 – на 30,7% было 
больше, и наоборот, уровень CD19+- на 21,8%, ЦИК – на 
27,0%, TNFɑ - на 34,4%, IFNγ- на 26,4%, IL-1 – на 50%, 
IL-2 – на 57,8%, IL-4 – 33,5%, IL-6 – на 35,4%, IL-8 – на 
34,9% соответственно меньше, чем в группе сравнения.

У больных обеих групп на фоне тяжелой степени кро-
вопотери отмечалось глубокое вторичное иммунодефи-
цитное состояние и цитокиновый дисбаланс. Так у боль-
ных группы сравнения отмечено статистически достовер-
ное снижение уровня CD3+- на 45,1%, CD4+- на 45,7%, 
CD8+- на 32,7%, ФИ – на 25,9%, IgA – на 37,1%, IgM – на 
44,9%, IgG – на 30,4%, IL-10 – на 54,8%, и наоборот, по-
вышение содержания CD19+- на 88,4%, ЦИК – в 3,1 раза, 
ФЧ – на 75,4%, TNFɑ - в 7,2 раза, IFNγ – 7,1 раза, IL-1 – в 
11,4 раза, IL-2 – в 9,9 раза, IL-4 – в 7,7 раза, IL-6 – в 8,2 
раза, IL-8 – в 3,0 раза по сравнению с нормой.

Сравнительная оценка показателей Т- и В- звеньев 
иммунитета, а также цитокинового профиля после опе-
рации при тяжелой степени кровопотери в динамике по-
казало, что на фоне комплексных базисных лечебных ме-
роприятий применение рекомбинантного интерлейкина-
1β оказало в значительной степени позитивное влияние 
на устранение вторичного иммунодефицитного состоя-
ния (рис. 1.) и цитокинового дисбаланса (рис.2).

В послеоперационном периоде умерли 6 больных 
(5%): 4 – в группе сравнения (7%) и 2 – в основной груп-
пе (3,2%). Проведение дифференцированной системной 
цитокинотерапии рекомбинантным интерлейкином-1β 
дало возможность снизить частоту послеоперационных 
осложнений с 22,8% до 9,5%.

Выводы. При острых гастродуоденальных язвенных 
кровотечениях развивается дисбаланс в иммунном и 
цитокиновом статусах глубина которого зависит от тя-
жести кровопотери. Хирургическое вмешательство при 
острых гастродуоденальных язвенных кровотечениях на 
фоне базисной консервативной терапии не устраняет на-
рушений иммунного и цитокинового статуса. Примене-
ние рекомбинантного интерлейкина-1β в дифференци-

Рис. 1. Сравнительная оценка показателей иммуни-
тета на 14-е сутки после операции при тяжелой степени 
кровопотери.

Рис. 2. Влияние рекомбинантного интерлейкин-1β на показа-
тели цитокинового статуса на 14-е сутки после операции при 
кровопотере тяжелой степени.
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рованной дозе является патогенетически обоснованным 
и позволяет сократить сроки восстановления иммунного 
и цитокинового дисбаланса и тем самым улучшить ре-
зультаты хирургического лечения.

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

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
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Гусейнова А.С. 

Особенности изменения цитокинового профиля и 
кальцийрегулирующих гормонов при ревматоидном артрите	

Азербайджанский медицинский университет, 1022, Баку, Азербайджан 

Целью исследования явилось изучение уровня некоторых цитокинов (İL-2, İL-6, İL-8 TNFα) и кальцийрегулирующих гор-
монов (кальцитонина, паратгормона, 25(OH)D)  в крови больных ревматоидным артритом (РА) в зависимости от серо-
позитивности по ревматоидному фактору (РФ) и оценка роли выявленных нарушений в патогенезе костных потерь при 
этой патологии.  С этой целью обследовано 74 пациента с РА (59 женщин, 15 мужчин) в возрасте от 27 до 71 лет.  По 
признаку наличия или отсутствия РФ в сыворотке крови больные были подразделены на 2 группы: серонегативный и се-
ропозитивный РА. В контрольную группу вошли 16 практически здоровых лиц (13 женщин, 3 мужчин). Полученные  в ходе 
исследования результаты свидетельствуют о влиянии серологического варианта РА на сывороточные уровни провоспа-
лительных цитокинов и кальцийрегулирующих гормонов: более выраженные изменения обнаружены при серопозитивном 
РА. Выявленная в обеих группах больных высокая продукция IL-2, IL-6, IL-8, TNF-α и паратгормона, несомненно, вносит 
определенный вклад в механизмы костных потерь при РА. Одним из факторов, усугубляющих течение болезни, является 
наличие у больных независимо от наличия РФ гиповитаминоза D, что указывает на необходимость использования пре-
паратов этого витамина в комплексном лечении заболевания.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  ревматоидный артрит; провоспалительные цитокины; кальцитонин; паратгормон; витамин D.
Для цитирования: Гусейнова А.С. Особенности изменения цитокинового профиля и кальцийрегулирующих гормо-
нов при ревматоидном артрите. Клиническая лабораторная диагностика. 2019; 64 (11): 673-676. DOI: http://dx.doi.
org/10.18821/0869-2084-2019-64-11-673-676
Huseynova A.S.
Changes the cytokine profile and calcium-regulating hormones in rheumatoid 
arthritis
Azerbaijan Medical University, 1022, Baku, Azerbaijan
The aim was to study the level of some cytokines (İL-2, İL-6, İL-8 TNFα) and calcium regulating hormones (calcitonin, parathyroid 
hormone, 25 (OH) D) in the blood of patients with rheumatoid arthritis (RA) depending on rheumatoid factor (RF) and the assess-
ment of the role of the revealed violations in the pathogenesis of bone loss in this pathology. For this purpose, 74 patients with RA 
(59 women, 15 men) aged from 27 to 71 were examined. On the basis of RF in the blood serum, the patients were divided into 2 
groups: seronegative and seropositive RA. The control group included 16 healthy individuals (13 women, 3 men). The results ob-
tained that the serological variant of RA affects the serum levels of proinflammatory cytokines and calcium-regulating hormones: 
more pronounced changes were found in seropositive RA. The high production of IL-2, IL-6, IL-8, TNF-α and parathyroid hormone 
detected in both groups of patients undoubtedly contributes to the mechanisms of bone loss in RA. In both groups we detected 
hypovitaminosis D. This results recommended to use this vitamin in the complex treatment of RA.
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Введение. Ревматоидный артрит (РА) является одним 
из наиболее распространённых и тяжелых хронических 
заболеваний суставов.  Его частота в общей популяции 
составляет 1%, а у людей старше 65 лет достигает 3%. 
Через 10 лет после дебюта РА более 50% больных стано-
вятся инвалидами по причине заболевания, полностью 
утрачивая трудоспособность [1,7].

Несмотря на значительный прогресс в лечении РА, 
продолжительность жизни больных существенно ниже, 
чем в популяции, что объясняется как тяжестью течения 

самого заболевания, так и его сочетанием с сердечно-
сосудистой патологией, развитием серьезных инфекций, 
амилоидоза и вторичного остеопороза.

 Проблеме остеопороза при РА в последнее время 
уделяется значительное внимание, так как от 28 до 77% 
больных имеют остеопенический синдром и остеопо-
роз. Остеопороз при ревматоидном артрите относится к 
вторичным метаболическим остеопатиям, обусловлен-
ным нарушением процессов костного ремоделирования, 
которое ведет к прогрессивному снижению минераль-
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ной плотности костной ткани как около пораженного 
сустава, так и во всем организме в целом. Факторами 
риска развития остеопороза, ассоциированными с РА, 
считаются хроническое воспаление, активность и дли-
тельность заболевания, деструктивные изменения в су-
ставах, снижение функциональной активности, прием 
ряда лекарственных препаратов, негативно влияющих 
на метаболизм костной ткани [4,5,14].

Предполагается, что развитие ревматоидного воспа-
ления и остеопороза при РА имеет общие патогенетиче-
ские пути, где основная роль отводится нарушению со-
отношения про- и противовоспалительных цитокинов. 
Цитокины на тканевом уровне ответственны за развитие 
воспалительной реакции, а затем за регенерацию тканей. 
При системном воспалении цитокины оказывают влия-
ние практически на все органы и системы организма, 
включая и процессы ремоделирования кости [11,12]. 

Наряду с цитокиновым дисбалансом в прогрессиро-
вании остеопенического синдрома немаловажную роль 
играют изменения в гормональном статусе больных. 
Как известно, костное ремоделирование находится под 
контролем основных кальцийрегулирующих гормонов – 
паратгормона (ПТГ), кальцитонина и активных метабо-
литов витамина D [1, 3].

Целью настоящего исследования явилось изучение 
уровня некоторых цитокинов и кальцийрегулирующих 
гормонов в крови больных РА в зависимости от серо-
позитивности по ревматоидному фактору (РФ) и оценка 
роли выявленных нарушений в патогенезе костных по-
терь при этой патологии. 

Материал и методы.  Обследовано 74 пациента РА 
(59 женщин, 15 мужчин) в возрасте от 27 до 71 лет, кото-
рые по признаку наличия или отсутствия РФ в сыворотке 
крови были подразделены на 2 группы: серонегативный 
и серопозитивный РА. В контрольную группу вошли 16 
практически здоровых лиц (13 женщин, 3 мужчин).

Для оценки цитокинового статуса в крови всех лиц, 
вошедших в контингент исследования, были определе-
ны уровни цитокинов IL-2, IL-6, IL-8, TNF-α. В качестве 
кальцийрегулирующих гормонов определяли концен-
трацию кальцитонина, паратгормона, а также активный 
метаболит витамина D – 25(OH)D.

Концентрацию цитокинов, гормонов и витамина Д 
устанавливали иммуноферментным методом анализа на 
микрострипповом фотометре для иммуноферментного 
анализа STAT FAX 303 Plus (США). При этом исполь-
зовались наборы реактивов фирмы «Vector-Best» (Рос-
сийская Федерация) для определения цитокинов, фирмы 
«IBL» (Япония) для определения содержания кальцито-

нина и паратгормона. Уровень витамина D оценивали 
по содержанию 25(OH)D посредством набора реактивов 
фирмы «Bioactiva Diagnostica» (Германия). Отметим, что 
25(OH)D обладает длительным периодом полураспада, 
поэтому является наилучшим серологическим маркером 
для оценки статуса витамина D в организме.               

Содержание РФ устанавливали турбидиметрическим 
методом посредством коммерческого набора фирмы 
«Linear» (Испания).

Результаты и обсуждения. Из 74 больных РА поло-
жительные титры РФ были обнаружены в сыворотке кро-
ви 53 пациентов (71,6%), средняя концентрация РФ у них 
составила 55,2±1,08 Ед/мл. У 21 пациента (28,4%) диа-
гностировался серонегативный вариант РА, средняя кон-
центрация РФ в этой группе составила 9,36±0,28 Ед/мл.

При исследовании цитокинового профиля у больных 
с серонегативным вариантом РА выявлено достоверное 
повышение концентрации провоспалительных цитоки-
нов IL-2, IL-6 и IL-8 по отношению к контролю соот-
ветственно в 2,5 раз (p<0,05), в 1,32 раз (p<0,05) и в 1,57 
раз (p<0,001) (табл. 1).

Уровни изученных интерлейкинов при серопозитив-
ном РА более значимо превышали контрольные значе-
ния: IL-2 в 3,4 раз (p<0,01), IL-6 в 1,77 раз (p<0,001) и 
IL-8 в 1,68 раз (p<0,001). При этом достоверных разли-
чий между двумя группами больных РА в уровне IL-2 
и IL-8 не установлено, однако концентрация IL-6 при 
серопозитивном РА в 1,34 раз (p<0,01) превысила значе-
ния этого показателя в серонегативной группе.

Определение концентрации TNF-α у больных РА по-
казало статистически достоверное повышение его уров-
ня по сравнению с контролем: в 2,52 раз (p<0,01) в серо-
позитивной и в 2,16 раз (p<0,05) в серонегативной по РФ 
группе.  При этом не выявлено статистически значимых 
различий между группами в содержании этого показа-
теля. 

Таким образом, у больных РА вне зависимости от 
серопринадлежности по РФ отмечаются изменения в 
цитокиновой системе, проявляющиеся повышением 
уровня провоспалительных цитокинов. Активация си-
стемы цитокинов, вероятно, играет критическую роль в 
периртикулярной и системной костной потере при РА. 
Провоспалительные цитокины, инициирующие воспа-
лительный процесс, и в первую очередь, TNF-α и IL-8 
признаны мощными стимуляторами костной резорбции, 
оказывающими влияние на остеокластогенез через осте-
областную линию клеток [11,12]. 

При РА TNF-α продуцируется макрофагами синови-
альной жидкости, и его биологическая активность опо-

Т а б л и ц а  1
 Цитокиновый статус у больных РА в зависимости от серопринадлежности по РФ

Показатели Контроль,
n=16

Серонегативный РА,
n=21

Серопозитивный РА,
n=53

IL-2, пг/мл 0,58±0,35
(0-5,80)

1,46±0,25*
(0,84-6,1)

1,97±0,18**
(0,93-7,65)

IL-6,пг/мл 2,73±0,19
(1,60-4,5)

3,6±0,27*
(1,25-6,18)

4,83±0,34***,#

(2,00-12,2)
IL-8, пг/мл 2,48±0,15

(1,30-3,64)
3,88±0,24***

(2,62-7,24)
4,15±0,30***

(1,8-10,6)
TNF-α, пг/мл 0,75±0,28

(0,10-4,84)
1,62±0,32*
(0,63-7,2)

1,89±0,2 **
(0,72-9,4)

П р и м е ч а н и е :  * - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001 - по сравнению с контролем;  # - p< 0,01- при сравнении групп больных РА.
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средуется связыванием со специфическими рецептора-
ми, экспрессированными на нейтрофилах, эндотелиоци-
тах, фибробластах, кератиноцитах и т.д. TNF-α запускает 
механизм активации факторов транскрипции, которые, в 
свою очередь, индуцируют апоптоз и регулируют актив-
ность генов, кодирующих синтез провоспалительных 
цитокинов (IL-1, IL-6, IL-8) и других медиаторов вос-
паления [10,11].

IL-6 являетя важным медиатором регуляции хрони-
ческого воспаления и остеокластопосредованной кост-
ной резорбции. Выявлена связь IL-6 и его растворимых 
рецепторов со способностью моноцитов и макрофагов 
дифференцироваться в остеокласты при РА. Гиперпро-
дукция TNF-α, IL-6 и других цитокинов приводит к 
дисбалансу в системе трансмембранных рецепторов и 
их лигандов RANKL/RANK/ОPG, что сопровождается 
гиперэкспрессией RANKL – мощного индуктора кост-
ной резорбции. ОPG (остеопротегерин) – “ложный” 
растворимый рецептор для RANKL, который ингиби-
рует остеокластогенез, блокируя связывание RANKL с 
RANK. Соотношение RANKL/ОPG составляет главную 
детерминанту развития и прогрессирования костно-
деструктивных изменений в суставах [2,6,9]. 

Результаты нашего исследования по изучению уров-
ня кальцийрегулирующих гормонов в крови у больных 
РА отражены в табл. 2. Как видно из таблицы, установ-
лено повышение концентрации кальцитонина в 1, 53 раз 
(p<0,001) в серонегативной группе и в 1,62 раз (p<0,001)  
в серопозитивной группе по отношению к контролю. 
При этом достоверных различий в содержании этого по-
казателя между группами больных РА не выявлено. 

Исследование уровня ПТГ в сыворотке крови боль-
ных серонегативным РА показало его увеличение в 1,46 
раз (p<0,001)  по сравнению со здоровыми лицами. Кон-
центрация этого гормона при серопозитивном РА пре-
высила контрольные значения в 1,61 (p<0,001)  раз и 
оказалась в 1,11 раз (p<0,05) выше соответствующего 
показателя в серонегативной группе.

В ходе наших исследований для оценки статуса 
витамина D в крови всех пациентов с РА и лиц 
контрольной группы мы определяли концентрацию 
25(OH)D. Отметим, что 25(OH)D обладает длительным 
периодом полураспада, поэтому является наилучшим 
серологическим маркером для оценки статуса витами-
на D в организме. Уровень витамина D ниже 20 нг/мл 
расценивали  как его дефицит, уровень в пределах от 
20 до 30 нг/мл – как его недостаточность, а уровень в 
диапазоне 30-50 нгмл – как нормативные значения. 

Исследование 25(OH)D в сыворотке крови лиц 
контрольной группы выявило колебание его уровня в 

пределах от 30,3 до 48,7 нг/мл, что в среднем составило 
37,5±1,67 нг/мл. Значения этого показателя у больных 
РА оказались достоверно ниже значений здоровых лиц 
и среднее содержание 25(OH)D в группе больных с 
серонегативным РА составило 23,8±1,27 нг/мл, что в 
1,57 раз  (р<0,001) ниже контроля. В данной группе из 
21 больного недостаточность витамина обнаружена у 
12-ти, а дефицит – у 4 человек.

Серопозитивный РА сопровождался более выражен-
ным гиповитаминозом D. Средний уровень 25(OH)D в 
этой группе составил 20,4±0,95 пг/мл, что оказалось в 
1,84 раз (р<0,001) ниже контрольных значений и в 1,17 
раз (р<0,05) ниже значений в серонегативной группе. В 
данной группе из 53 пациентов недостаточность 25(OH)
D выявлена в 17 случаях, а дефицит – в 28 случаях.

Роль кальцитонина в процессах костного ремодели-
рования полностью не установлена. В экспериментах in 
vitro и in vivo установлено, что этот гормон препятствует 
остеолитическому действию ПТГ, кальцитриола и дру-
гих веществ, повышающих костную резорбцию. Под 
действием кальцитонина нарушается внутренняя струк-
тура остеокластов, что оказывает ингибирующее влия-
ние на их цитоплазматические функции [3]. Полагаем, 
что повышение кальцитонина у больных РА может быть 
компенсаторной защитной реакцией организма в ответ 
на увеличение резорбции кости.

Как известно, из кальцийрегулирующих гормонов 
наибольший вклад в регуляцию процессов костного ме-
таболизма вносит ПТГ. Действие этого гормона на осте-
класты осуществляется не напрямую, а через остеобла-
сты. ПТГ стимулирует секрецию коллагеназы остеобла-
стами, который растворяет протективный слой матрикса 
и подготавливает поверхность кости для остеокластиче-
ской резорбции. Установлено, что активирующее дей-
ствие ПТГ на зрелые остеокласты опосредовано также 
цитокинами. Предполагается, что стимулированные 
ПТГ остеобласты выделяют цитокины, активизирую-
щие остеокласты и их предшественники. Этот процесс 
сопровождается рассасыванием костного матрикса и по-
ступлением его компонентов в кровь [1,3,5].

Влияние витамина D на костную ткань также тес-
но связано с активностью ПТГ, поскольку кальцитриол 
в физиологических дозах без ПТГ не может влиять на 
транспорт кальция и фосфора. Витамин D усиливает как 
минерализацию кости (за счет стимуляции всасывания 
этих микроэлементов в кишечнике), так и остеокласти-
ческую резорбцию кости.  Под действием действием 
его основного активного метаболита - кальцитриола 
ингибируется секреция ПТГ: напрямую (через синтез 
в остеоцитах фактора роста фибробластов-23 (FGF23)) 

Т а б л и ц а  2
Кальцийрегулирующие гормоны у больных РА   в зависимости от серопринадлежности по РФ

Показатели Контроль,
n=16

Серонегативный РА,
n=21

Серопозитивный РА,
n=53

Кальцитонин, пг/мл 3,31±0,24
(0,78-5,0)

5,08±0,31*
(2,8-7,8)

5,36±0,28*
(3,0-8,4)

Паратгормон, пг/мл 40,5±1,94
(26,0-63,0)

58,9±1,89*
(33,7-75,4)

65,3±1,52*#
(35,0-82,0)

25(OH)D 37,5±1,67
(30,3-48,7)

23,8±1,27*
(12,3-34,8)

20,4±0,95*#
(10,8-32,0)

П р и м е ч а н и е : * - p<0,001 - по сравнению с контролем; # - p< 0,05- при сравнении групп больных РА.
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и опосредованно (за счет возрастания уровня кальция в 
крови). Этот механизм объясняет, почему гиповитами-
ноз D вызывает вторичный гиперпаратиреоз [1,13].

Установлено, что кроме участия в кальций-
фосфорном обмене, витамин D оказывает плейотроп-
ное действие на многие физиологические процессы в 
организме, так как 1α-гидроксилирование 25(OH)D до 
кальцитриола происходит не только в почках, но и во 
многих тканях.  Местнопродуцируемый в клетках им-
мунной системы витамин D необходим для оптималь-
ного противовоспалительного ответа моноцитов и по-
давления экспрессии провоспалительных цитокинов, 
включая ФНО-α, IL-2, IL-6, ИЛ-8, ИФН-γ и т.д. В ряде 
работ выявлена отрицательная корреляция витамина D 
с активностью РА. Предполагается, что активная форма 
витамина подавляет процессы разрушения хряща через 
ИЛ-1β-опосредованную продукцию металлопротеиназ 
матрикса. [8,13].  

Учитывая все вышеуказанное можно предположить, 
что низкий уровень этого витамина в организме может 
стать индуктором воспаления и предиктором разрушения 
хрящевой ткани при РА. 

Таким образом, полученные нами данные свидетель-
ствуют о влиянии серологического варианта РА на сыво-
роточные уровни провоспалительных цитокинов и каль-
цийрегулирующих гормонов: более выраженные изме-
нения обнаружены при серопозитивном РА. Выявленная 
в обеих группах больных высокая продукция IL-2, IL-6, 
IL-8, TNF-α и ПТГ, несомненно, вносит определенный 
вклад в механизмы костных потерь при РА. Одним из 
факторов, усугубляющих течение болезни, является на-
личие у больных независимо от наличия РФ гиповита-
миноза D, что указывает на необходимость использова-
ния препаратов этого витамина в комплексном лечении 
заболевания.
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Актуальность исследования обусловлена выявлением в цитоплазме эритроцитов у пациентов с аллергией и бронхиаль-
ной астмой при пециломикозе тканевых форм гриба Paecilomyces variotii или их цитоскелетов.
Цель исследования: изучить роль эритроцитов в механизмах неспецифической защиты организма хозяина в условиях 
хронической персистирующей инфекции крови грибом рода Paecilоmyces.Обследованы 84 пациента с активацией пецило-
микозной инфекции в крови в возрасте от 16 до 72 лет (муж.- 39, жен.- 45).В качестве методов исследования использо-
вались  лабораторные, биохимические, аллерго-иммунологические и микробиологические исследования. Идентификация 
культур грибов осуществлялась фенотипически и с использованием филогенетического анализа. Установлен новый вид 
кислородзависимого механизма цитотоксичности эритроцитов, который определен их специфическими биологическими 
свойствами: за счет содержащегося в них кислорода, являющегося постоянным источником активных форм кислоро-
да, возникающих при неферментативном окислении гемоглобина в метгемоглобин. Образующиеся при этом супероксид 
анион-радикал (02¯), пероксид водорода (Н2О2)  и гидроксил радикал (ОН¯) обладают мощным бактерицидным действи-
ем, который, по-видимому, реализуется при захвате и погружении грибных клеток в цитоплазму эритроцитов, или в 
замкнутой полости, образованной ими вокруг крупных грибных клеток. В условиях хронической инфекции крови ткане-
выми формами грибов рода Paecilomyces кислородзависимая цитотоксичность эритроцитов за счет активированных 
форм кислорода, образующихся при неферментативном окислении гемоглобина в метгемоглобин, является главным ме-
ханизмом санации крови от возбудителя инфекции при пециломикозе.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Paecilomyces variotii; фунгемия;  пециломикоз; эритроциты; кислородзависимая цитотоксич-
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Paecilomyces variotii is a commonly occurring species in air and food, and it is also associated with many types of human infections. 
Tissue forms of the fungus Paecilomyces variotii or their cytoskeletons were revealed in the cytoplasm of erythrocytes in patients with 
allergy and bronchial asthma in paecilomycosis. Our study was aimed at investigating the role of red blood cells in the mechanisms 
of the nonspecific protection of the host in conditions of chronic persistent infection of the blood with the fungus of the genus 
Paecilomyces. We examined a total of eighty-four 16-to-72-year-old patients (39 men and 45 women) presenting with activation of 
paecilomyces infection in blood. We used laboratory, biochemical, allergic-and-immunological and microbiological methods of study. 
Fungal cultures were identified phenotypically and by means of phylogenetic analysis.Our findings are suggestive of a new type of 
the oxygen-dependent mechanism of cytotoxicity of erythrocytes, which is caused by permanent formation of reactive oxygen species 
as a result of non-enzymatic oxidation of haemoglobin to methaemoglobin. The resulting superoxide anion radical (O2

-), hydrogen 
peroxide (H2O2), and hydroxyl radical (OH-) exhibit a powerful bactericidal action which is, probably, activated when the fungal cells 
are captured and immersed in the erythrocyte cytoplasm or in a closed cavity formed by RBCs around large fungal cells. In conditions 
of chronic blood infection with tissue forms of fungi of the genus Paecilomyces oxygen-dependent cytotoxicity of erythrocytes is the 
main mechanism of readjustment of blood from the infectious agent of Paecilomycosis.

K e y w o r d s :  Paecilomyces variotii, fungemia;  paecilomycosis; erythrocytes; oxygen-dependent cytotoxicity of red blood cells; 
leukemia.
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Введение. Эритроциты – красные кровяные тельца – 
безъядерные форменные элементы крови, осуществля-
ют транспорт О2 и  CO2 ,который выполняют с участием 
гемоглобина. Помимо участия в тканевом дыхании, эри-
троциты поддерживают кислотно - щелочное равновесие 
в крови, выполняют питательную и защитную функции. 
С помощью рецепторов они адсорбируют на своей по-
верхности   и транспортируют аминокислоты, антитела, 
токсины и ряд лекарственных веществ [1]. В условиях 
паразитемии обнаружена способность эритроцитов раз-
рушать внутриклеточные формы Plasmodium и Babesia 
[ 2 ]. Кроме того, у больных с аллергией и бронхиаль-
ной астмой  в цитоплазме эритроцитов были выявлены 
тканевые формы Paecilomyces sp. или их цитоскелеты [3 
].  Эти наблюдения указывают на участие эритроцитов 
в цитотоксическом механизме неспецифической защиты 
крови при хронических инфекциях крови и, в том числе, 
при пециломикозе.         

Грибы рода Paecilomyces [4-11] и близкий к ним аско-
мицет Metarhizium viride (ранее известный как P. viridis) 
[12,13], обнаружены у человека и рептилий в форме но-
сительства или с признаками поражения кожи, слизи-
стых оболочек, бронхолегочной системы и системного 
висцерального микоза. 

P. variotii - возбудитель  врожденной хронической  
персистирующей инфекции крови, биологические 
свойства которого и ускоренный жизненный цикл раз-
вития не позволяют его активному выделению из био-
логического материала от пациентов при использовании 
методов стандартного обследования [14].  Обладает 
диморфизмом и условно-патогенными свойствами. Тка-
невые паразитические формы гриба полиморфны, пред-
ставлены сферулами и дрожжеподобными клетками. 
Размеры его зрелых тканевых паразитических форм в 
большинстве наблюдений варьируют от 5 до 29 мкм в 
диаметре, но встречаются и более крупные формы, до-
стигающие 130 мкм в диаметре. Главным резервуаром 
пециломикозной инфекции в природе является почва, а 
в организме человека – кровь. Главный путь передачи 
инфекции – трансплацентарный [15,16]. Резистентность 
к пециломикозной инфекции в организме хозяина осу-
ществляется механизмами неспецифической защиты и 
специфического иммунитета. Иммунитет при пециломи-
козе нестерильный [3,17]. 

Цель исследования: изучить роль эритроцитов в ме-
ханизмах неспецифической защиты организма хозяина 
в условиях хронической персистирующей инфекции 
крови грибом рода Paecilomyces.

 Материал и методы.  Обследованы 84 пациентов 
с активацией пециломикозной инфекции в крови в воз-
расте от 16 до 72 лет. Из них 39 – мужчин и 45 - жен-
щин. Поводом для их обращения к аллергологу были 

высыпания на кожных покровах, зуд кожи, кашель или 
приступы удушья. Развитию кожных или респиратор-
ных симптомов предшествовали кратковременное по-
вышение температуры тела до 38-40°С, озноб, слабость, 
потливость, головные и мышечные боли, увеличение 
отдельных групп лимфатических узлов; или небольшое 
недомогание, повышенная потливость, сонливость и 
приступы озноба в вечернее время.  

В данной группе пациентов, с выявленной активаци-
ей пециломикозной инфекцией в крови, находились:  39 
пациентов с  бронхолегочной астмой, 14 - с крапивни-
цей, 8 – с нейродермитом, 1 - с синдромом Лайелла, 2-е 
с листьевидной формой пузырчатки, 7 - с  сепсисом,  4 
– с атипичной пневмонией, 1 – с острым миелобласт-
ным лейкозом, 5 – с гиперэозинофильным синдромом, 2 
- лейкемоидной реакцией эозинофильного типа, 1 - хро-
ническим лимфолейкозом. 

В программу обследования пациентов входили кли-
нические, цитологические, лабораторные, биохимиче-
ские, аллерго-иммунологические и микробиологические 
исследования. Диагноз пециломикоз ставили на основа-
нии результатов экспресс-диагностики пециломикоза 
путем микроскопического выявления и прямого количе-
ственного определения зрелых сферул в образце крови 
[18], а также   культурального исследования. Выделение 
чистой культуры гриба осуществлялось по методу A.M. 
Ахуновой  [14]. Взятие образцов крови от пациента осу-
ществляют непосредственно в момент исследования.  
Идентификация культур грибов была осуществлена фе-
нотипически и методами молекулярного исследования 
[19,20].  Для аллерго-иммунологического обследования 
использовали наборы для диагностики аллергических за-
болеваний и установления спектра причинно-значимых 
аллергенов внешней среды и гриба Paecilomyces spp.   
фирмы Dr. Fook laboratorien GmbH  ( Германия). Маз-
ки крови фиксировались в спирт-формалиновой смеси и 
окрашивались по Гимза-Романовскому, гематоксилином 
и эозином, а также специфическими окрасками на ткане-
вые формы грибов [21]. Цитологический состав мазков 
периферической крови изучали в световом микроскопе. 

Результаты. Проведенный филогенетический ана-
лиз  клинических штаммов грибов, выделенных из крови 
пациентов с аллергическими симптомами и бронхиаль-
ной астмой на фоне активации пециломикозной инфек-
ции в крови, показал, что они имеют 100% сходство с 

Paecilomyces sp. Количественное содержание зрелых 
сферул ( округлые тельца с двухконтурной капсулой и 
заключенными в ней эндоспорами) в образцах крови па-
циентов колебалось от 16000 до 55000 ( в среднем 17580 
± 326 при норме 3417 ± 433;  р <0,001 ) в 1 мкл крови. 
Цитологический анализ мазков периферической крови 
во всех полях зрения выявлял обилие мелких тканевых 
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форм ( эндоспоры, молодые клетки), которые распола-
гались на клеточных  мембранах эритроцитов или в их 
цитоплазме, чаще всего в виде цитоскелетов  (рис.,1, а, 
б, см.обложку). Вокруг крупных грибных клеток обна-
ружено формирование замкнутой полости с оболочкой 
из склеенных между собой эритроцитов, в виде кольца, 
внутри которого первоначально, среди гемолизирован-
ных эритроцитов, обнаруживаются цитоскелеты тка-
невых форм гриба ( рис.1, в, см.обложку). Процесс за-
вершается полным лизисом внутреннего содержимого 
полости с гомогенизацией и уплотнением ее стенки из 
эритроцитов, по-видимому, за счет отложения продуктов 
отхода завершенного лизиса грибных клеток (рис.1, г, 
см.обложку). Подобные кольца цитолиза, образованные 
вокруг крупных грибных клеток, встречаются в крови 
у всех пациентов с активацией пециломикозной инфек-
ции в крови, но в разном количестве и степенью такого 
проявления. Так, например, в мазках периферической 
крови пациентов с аллергией и бронхиальной астмой 
лизис тканевых форм гриба был завершенным (рис.1, г), 
тогда как у больных с лейкемией ( рис. 2, a), преимуще-
ственно встречались двойные кольца цитолиза из эри-
троцитов с незавершенным лизисом грибных клеток (  
рис.2, б,в,,г, см.обложку).  Образование двойных колец 
цитолиза из эритроцитов у больных с лейкемией может 
свидетельствовать об ослаблении  кислородзависимой 
цитотоксичности эритроцитов при данном виде патоло-
гии, вследствие чего длительное воздействие высокого 
уровня грибных клеток в крови может инициировать 
развитие данного заболевания.   

В эксперименте при заражении 6 - 8-дневных разви-
вающихся куриных эмбрионов,  в область желточного 
мешка суспензией из клеток мицелия P. variotii в маз-
ках периферической крови погибших и живых эмбрио-
нов были обнаружены тканевые клетки гриба (рис.3, а, 
см.обложку) и кольца цитолиза эритроцитов с завершен-
ным лизисом грибных клеток или на разных этапах про-
явления этого процесса (рис.3, б, см.обложку). Следо-
вательно, кислородзависимый механизм цитотоксично-
сти эритроцитов с образованием замкнутой полости из 
склеенных между собой эритроцитов, представленных 
в мазках периферической крови в виде колец цитолиза, 
заложен и реализуется в онтогенезе у различных пред-
ставителей животного мира с периода эмбрионального 
развития.   

 Обсуждение. Гриб Paecilomyces variotii (anamorph 
Byssochlamys spectabilis) повсеместно распространен в 
почве различных географических зон. Встречается в воз-
духе жилых помещений, загрязняет корм для животных, 
а также, вследствие повышенной жароустойчивости, па-
стеризованные пищевые продукты, является причиной 
многих заболеваний, поражая различные органы и си-
стемы [4].   В последние годы P. variotii признан одним 
из новых возбудителей оппортунистического микоза [4, 
21 -23]. Иммунитет при пециломикозе нестерильный. 
Резистентность хозяина к инфекции грибом рода Paeci-
lomyces формируется за счет механизмов неспецифиче-
ской защиты и специфического иммунитета, в тесной 
взаимосвязи его клеточного и гуморального звеньев [3]. 

Нами установлен новый вид кислородзависимого ме-
ханизма цитотоксичности эритроцитов, который опре-
делен их специфическими биологическими свойствами: 
за счет содержащегося в них кислорода,  являющегося 
постоянным источником активных форм кислорода, 
возникающих при неферментативном окислении гемо-

глобина в метгемоглобин. Образующиеся при этом су-
пероксид анион-радикал (02¯), пероксид водорода (Н2О2) 
и гидроксил радикал (ОН¯) обладают мощным бактери-
цидным действием, который, по-видимому, реализуется 
при захвате и погружении грибных клеток в цитоплазму 
эритроцитов, а также в образованные ими замкнутые 
полости, состоящие из склеенных между собой эритро-
цитов.  

Жизненный цикл развития паразитической формы 
Р. variotii от эндоспоры до зрелой сферулы составляет 
6 часов, с быстрым накоплением возбудителя в крови 
и развитием симптомов инфекции и интоксикации. За-
щитная реакция организма  хозяина на данном этапе 
развития инфекции характеризуется умеренным или 
выраженным лейкоцитозом за счет палочкоядерной 
нейтрофилии и моноцитоза, с осуществлением фагоци-
тарных функций.  И только к 4-7 дню начала активации 
пециломикозной инфекции в крови возникает специфи-
ческий иммунный ответ  с реализацией антителоза-
висимой клеточно-опосредованной цитотоксичности 
крупных нефагоцитируемых размеров грибных клеток с 
участием  эозинофилов и /или лимфоцитов (NK) [3, 24]. 
Кроме того, выявлена повышенная активация CD3+/
CD16+56 (NKТ- клеток) и CD3+/CD8+ (цитотоксиче-
ских T-лимфоцитов), которые обладают механизмом ци-
тотоксического воздействия [25]. 

Заключение. Таким образом, основополагающая 
роль в санации крови от возбудителя пециломикозной 
инфекции, по-видимому, принадлежит механизмам 
неспецифической защиты и, главным образом, опо-
средованным кислородзависимой цитотоксичностью 
эритроцитов за счет активированных форм кислорода, 
образующихся в нем при неферментативном окислении 
гемоглобина в метгемоглобин. Именно кислородзависи-
мая цитотоксичность эритроцитов играет важную роль в 
цитолизе грибных клеток при пециломикозе.
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Харсеева Г.Г.1,  Алиева А.А.1,  Алексеева Л.П.2, Мангутов Э.О.1,  Шовкун Л.А.1

ЦИТОПАТИЧЕСКОЕ ДЕЙСТВИЕ ВОЗБУДИТЕЛЯ ДИФТЕРИИ В СОСТАВЕ БИОПЛЕНКИ

1ФГБОУ ВО «Ростовский государственный медицинский университет» Минздрава РФ,  344022, Ростов-на-Дону, Россия; 
2ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, 344002, Ростов-на-Дону, Россия

При колонизации носоглотки токсигенными штаммами возбудителя дифтерии происходит выделение токсина, 
способствующего гибели эпителиальных клеток. У бактерионосителей развития клинической картины заболевания не 
происходит. Это связано с особенностями состояния их иммунной системы, особенностями продукции дифтерийного 
экзотоксина коринебактериями в составе биоплёнки. Цель  - определение характера цитопатического действия C. diph-
theriae в составе биоплёнки на культуре клеток СНО-К1.  Исследованы планктонные и биоплёночные (120- и 720-час.) 
культуры штаммов: C. diphtheriae gravis tox+ № 665, C. diphtheriae gravis tox+ № 6765, C. diphtheriae mitis tox+ № 269, 
C. diphtheriae gravis tox+, выделенный от больного с диагнозом «дифтерия ротоглотки локализованная» C. diphtheriae 
gravis с «молчащим» tox-геном. Биоплёночные (120- и 720-ч) культуры штаммов возбудителя дифтерии получали по 
методике Watnik. ЦПД штаммов коринебактерий исследовали на культуре клеток СНО-К1 с учётом в инвертированном 
микроскопе.  При исследовании ЦПД планктонных культур токсигенных штаммов коринебактерий установлено, что 
количество живых клеток СНО-К1 уже через 24 ч было незначительным (25,3±1,2%) и резко уменьшилось (2,5±0,5%) 
через 72 ч культивирования. Под воздействием биоплёночных и, особенно, 720-ч культур обнаружена иная динамика ЦПД: 
количество живых клеток через 24 ч оставалось значительным (82,5±2,2%), при 72-часовом снижалось до 25,0±3,0%. 
При исследовании фильтратов планктонных и биоплёночных культур штамма C. diphtheriae с «молчащим» tox-геном 
выявлены аналогичные закономерности. Количество живых клеток СНО-К1 при воздействии фильтрата 720-час. 
биоплёночной культуры было значительно выше (р≤0,05), чем при исследовании токсигенных штаммов коринебактерий. 
Рассматривая характер ЦПД обнаружили, что для планктонных культур токсигенных штаммов коринебактерий 
свойственно изменение монослоя клеток, проявляющееся их истончением и удлинением. При исследовании 720-часовых  
биоплёночных культур при 72-ч экспозиции обнаружено появление большого количества округлённых клеток (63-
69%). Для ЦПД, формирующегося под воздействием фильтратов планктонных и биоплёночных культур C. diphtheriae 
с «молчащим» tox-геном, штаммов недифтерийных коринебактерий, характерно округление клеток и формирование 
симпластов. В составе биоплёнки интенсивность ЦПД токсигенных штаммов C. diphtheriae и штамма C. diphtheriae с 
«молчащим» tox-геном снижалась. ЦПД, проявляющееся истончением и удлинением клеток СНО-К1, связано с действием 
дифтерийного экзотоксина, округление - ферментов коринебактерий и, по всей видимости, фрагментов поверхностных 
структур – адгезинов. Пониженное выделение токсина и ферментов за пределы матрикса биоплёнки C. diphtheriae 
является важной причиной «бессимптомности» носительства при дифтерии.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Corynebacterium diphtheriae; цитопатическое действие; планктонные и биоплёночные культуры.
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возбудителя дифтерии в составе биопленки.  Клиническая лабораторная диагностика. 2019; 64 (11): 681-685.  
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2019-64-11-681-685
Kharseeva G. G.1, Alieva A. A.1, Alekseeva L. P.2, Mangutov Ye. O.1, Shovkun L.A.1

CYPOPATHIC EFFECT OF DIPHTHERIA PATHOGEN IN THE COMPOSITION OF BIOFILM
1Federal State Educational Institution of Higher Education «Rostov State Medical University» Ministry of Health of Russia, 
344022, Rostov-on-Don, Russian Federation;

2Rostov-on-Don Plague Control Research Institute; 344002, Rostov-on-Don, Russian Federation
When the nasopharynx is colonized with toxigenic strains of the diphtheria pathogen, toxin is released, which contributes to the 
death of epithelial cells. But in bacterial carriers, the development of the clinical picture of the disease does not occur. This is 
due to the peculiarities of the state of their immune system, as well as the peculiarities of the production of diphtheria exotoxin 
by corynebacteria in the biofilm. Goal. Determining the nature of the cytopathic effect of C. diphtheriae as part of a biofilm in 
CHO-K1 cell culture. The planktonic and biofilm (120- and 720-hour) cultures of the strains were studied: C. diphtheriae gravis 
tox+ № 665, C. diphtheriae gravis tox+ № 6765, C. diphtheriae mitis tox+ № 269, C. diphtheriae gravis tox+ isolated from a patient 
with a diagnosis Localized oropharyngeal diphtheria C. diphtheriae gravis with a silent tox-gene. Biofilm (120- and 720-hour) 
cultures of diphtheria pathogen strains were obtained according to the Watnik method. The cytopathic effect of corynebacterial 
strains was studied on a CHO-K1 cell culture, taking into account in an inverted microscope.  When studying the cytopathic effect 
of planktonic cultures of toxigenic strains of corynebacteria, it was found that the number of living CHO-K1 cells after 24 hours 
was insignificant (25.3±1.2%) and sharply decreased (2.5±0.5%) after 72 hours of cultivation. Under the influence of biofilm and, 
especially, 720-hour cultures, a different cytopathic effect dynamics was found: the number of living cells after 24 hours remained 
significant (82.5±2.2%), while at 72-hour it decreased to 25.0±3.0%. In the study of filtrates of planktonic and biofilm cultures 
of C. diphtheriae strain with a «silent» tox-gene, similar patterns were revealed. However, the number of live CHO-K1 cells 
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when exposed to the filtrate of a 720-hour biofilm culture was significantly higher (p≤0.05) than when studying toxigenic strains 
of corynebacteria. Considering the nature of the cytopathic action, it was found that planktonic cultures of toxigenic strains of 
corynebacteria are characterized by a change in the cell monolayer, manifested by their thinning and elongation. The study of 720-
hour biofilm cultures at 72-hour exposure revealed the appearance of a large number of rounded cells (63-69%). The cytopathic 
effect, formed under the influence of filtrates of planktonic and biofilm cultures of C. diphtheriae with a «silent» tox-gene, as well 
as strains of non-diphtheria corynebacteria, is characterized by rounding of cells and the formation of symplasts. In the biofilm, 
the intensity of the cytopathic effect of toxigenic C. diphtheriae strains and C. diphtheriae strain with a silent tox-gene decreased. 
CPD, manifested by thinning and lengthening of CHO-K1 cells, is associated with the action of diphtheria exotoxin, and rounding 
is associated with corynebacterial enzymes and, apparently, fragments of surface structures - adhesins. Decreased release of toxin 
and enzymes beyond the C. bihfilm matrix is a significant cause of the «asymptomatic» carriage of diphtheria.
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Главным фактором патогенности C. diphtheriae явля-
ется дифтерийный экзотоксин, который играет ключевую 
роль в патогенезе дифтерии и развитии осложнений. По-
падая в организм человека, возбудитель дифтерии может 
вызывать развитие, как манифестированных форм инфек-
ции, так и бессимптомных. В межэпидемический период, 
когда клинически выраженные формы дифтерии не реги-
стрируются, эпидемический процесс поддерживается за 
счёт бактерионосителей [1]. При бактерионосительстве 
процесс колонизации эпителия верхних дыхательных 
путей ведёт к формированию биоплёнки. В составе био-
плёнки адгезивность коринебактерий увеличивается, а 
инвазивность уменьшается [2]. При колонизации носо-
глотки токсигенными штаммами возбудителя дифтерии 
происходит выделение дифтерийного токсина, способ-
ствующего гибели эпителиальных клеток [3]. Развития 
клинической картины заболевания у бактерионосителей 
не происходит. Это связано с особенностями состояния 
их иммунной системы (высокий уровень антитоксиче-
ского иммунитета и низкий – антибактериального, пони-
женный местный иммунитет) [3; 4]. С другой стороны, 
существенную роль в этом процессе могут играть и осо-
бенности продукции дифтерийного экзотоксина корине-
бактериями в составе биоплёнки.

Цель исследования - определение характера цитопа-
тического действия C. diphtheriae в составе биоплёнки 
на культуре клеток

Материал и методы. Исследованы планктонные и 
биоплёночные (120- и 720-часовые) культуры штаммов: 
C. diphtheriae gravis tox+ № 665, C. diphtheriae gravis 
tox+№ 6765, C. diphtheriae mitis tox+ № 269, получен-
ные из ГИСК им. Л. А. Тарасевича; C. diphtheriae gravis 
tox+, выделенный от больного с диагнозом «дифтерия 
ротоглотки локализованная» бактериологической лабо-
раторией ФГКУ «1002 ЦГСЭН» Минобороны России 
г. Ростова-на-Дону; C. diphtheriae gravis с «молчащим» 
tox-геном (отрицательный в тесте Элека и положитель-
ный при определении гена дифтерийного токсина в 
ПЦР), предоставленный МБУЗ «ГБ № 1 им. Н. А. Се-
машко Ростова-на-Дону». Исследованы планктонные 
культуры штаммов недифтерийных коринебактерий (С. 
рseudodiphtheriticum – 2 шт., C. tuberculostearicum - 1 

шт., С. propinquum – 5 шт., C. xerosis – 1 шт., C. accolens 
– 1 шт., C. amycolatum – 1 шт.), выделенные от практиче-
ски здоровых лиц.

Биоплёночные (120- и 720-часовые) культуры штам-
мов возбудителя дифтерии получали по методике Watnik 
[5]. Определение токсигенности в тесте Элека (реакция 
преципитации в агаре) проводили в соответствии с ука-
заниями [6]. Для тестирования гена дифтерийного токси-
на использовали ПЦР со специфическими праймерами, 
комплементарными двум участкам гена дифтерийного 
токсина, с помощью программы Vector NTI. Праймеры 
синтезированы в НПО «Литех» ( Москва).

Исследованы фильтраты планктонных и биоплёноч-
ных (120 и 720 ч) культур штаммов коринебактерий (ис-
пользовали мембранные фильтры фирмы «Millipore» 
(США) с размером пор 0,45 мкм), которые титровали в 
96-луночном планшете в среде RPMI-1640 без добавле-
ния сыворотки и вносили в лунки с клетками СНО-К1 
по 0,05 мл, предварительно удалив питательную среду. 
Каждый образец фильтрата культур коринебактерий 
исследовали в 7-8 повторах. Планшет инкубировали в 
СО2-инкубаторе в течение 72 ч при температуре +37° С, 
влажности - 90% и концентрации СО2 - 5%. Учёт произ-
водили через 24, 48, 72 часа.

Цитопатическое действие (ЦПД) исследованных 
культур штаммов коринебактерий на культуру клеток 
СНО-К1 учитывали в инвертированном микроскопе. 
Определяли количество жизнеспособных и изменённых 
клеток в инвертированном микроскопе по морфологиче-
ским и деструктивным изменениям в виде истончения, 
удлинения, округления, образования симпластов. Реги-
страцию результатов проводили с использованием циф-
рового фотоаппарата и инвертированного микроскопа. 
Для этого лунки с интактной культурой клеток СНО-К1 
(контроль) и лунки с клетками, подвергшимися воздей-
ствию фильтратов исследованных культур коринебакте-
рий (опыт) фиксировали на предметном столике. Клетки 
фотографировали через прозрачное дно панели с общим 
увеличением на фотоснимке в 100 раз без дополнитель-
ного окрашивания.

Концентрацию токсина (Lf/мл) в исследованных филь-
тратах планктонных и биоплёночных культур штаммов 
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кономерности ЦПД. Количество живых клеток СНО-К1 
при воздействии фильтрата 720-часовой биоплёночной 
культуры значительно выше (р≤0,05), чем при иссле-
довании таких же культур токсигенных штаммов ко-
ринебактерий. Фильтраты планктонных культур штам-
мов недифтерийных коринебактерий, выделенных от 
практически здоровых обследованных, по сравнению 
с аналогичными культурами возбудителя дифтерии, 
оказывали менее выраженное ЦПД на клетки СНО-К1. 
Способность недифтерийных коринебактерий, не про-
дуцирующих токсин, оказывать ЦПД на клетки СНО-
К1 свидетельствует о том, что этот эффект может быть 
вызван не только токсином, но и другими имеющимися 
у них субстанциями.

При рассмотрении характера ЦПД обнаружено, что 
для планктонных культур токсигенных штаммов кори-
небактерий свойственно изменение монослоя клеток, 
проявляющееся их истончением и удлинением (рис. 2). 
При исследовании 720-часовых биоплёночных культур 
при 72-ч экспозиции (см. рис. 1, 2) обнаружено появле-
ние большого количества округлённых клеток (63-69%). 
Для ЦПД, формирующегося под воздействием фильтра-
тов планктонных и биоплёночных культур C. diphtheriae 
с «молчащим» tox-геном, штаммов недифтерийных ко-
ринебактерий, характерно округление клеток и форми-
рование симпластов.

Обсуждение. ЦПД на клетки СНО-К1 оказывали 
как токсигенные штаммы C. diphtheriae, так и штамм C. 
diphtheriae с «молчащим» tox-геном и недифтерийные 
коринебактерии, выделенные от практически здоровых 
лиц. ЦПД штаммов C. diphtheriae более выражено, чем 
недифтерийных коринебактерий. При исследовании 
биоплёночных культур коринебактерий и, особенно, 
720-часовой, интенсивность ЦПД (р≤0,05) значительно 
снижалась.

Обнаружены существенные различия характера ЦПД 
различных культур и штаммов коринебактерий. ЦПД 
планктонных и биоплёночных культур токсигенных 
штаммов C. diphtheriae проявлялось истончением и уд-
линением клеток СНО-К1, что, по всей видимости, обу-
словлено действием дифтерийного экзотоксина. У 720-
часовых биоплёночных культур токсигенных штаммов C. 
diphtheriaе при некотором снижении уровня выделения 
токсина, что показали результаты реакции флоккуляции, 
помимо истончения и удлинения клеток наблюдалось и 
округление. Это свидетельствует о снижении интенсив-

ности выделения дифтерий-
ного токсина штаммами C. 
diphtheriae в составе био-
плёнки по сравнению с план-
ктонными культурами. Это 
может быть связано, с одной 
стороны, с формированием 
межмикробного матрикса, 
препятствующего выделе-
нию токсина за его пределы. 
С другой, - со снижением ин-
тенсивности процессов мета-
болизма и синтеза факторов 
патогенности бактериями в 
составе биоплёнки. При раз-
рушении биоплёнки с после-
дующим пересевом культуры 
возбудителя на сывороточный 
агар, интенсивность выделе-

коринебактерий определяли в соответствии с рекоменда-
циями, изложенными в общей фармакопейной статье [7].

Статистический анализ результатов исследования 
проводили с помощью программы STATISTICA 12.0 
(StatSoftInc, США) и MedCalc (версия 9.3.5.0).

Результаты. Все исследованные культуры кори-
небактерий предварительно протестированы в ПЦР 
и тесте Элека. Положительными в ПЦР оказались все 
планктонные и биоплёночные культуры штаммов C. 
diphtheriae, отрицательными – штаммов недифтерийных 
коринебактерий. В тесте Элека токсигенность проявили 
все планктонные и биоплёночные культуры штаммов 
C. diphtheriae, за исключением C. diphtheriae gravis (с 
«молчащим tox-геном») и штаммов недифтерийных ко-
ринебактерий.

Исследование динамики ЦПД планктонных культур 
токсигенных штаммов коринебактерий показало (см.
таблицу), что количество живых клеток СНО-К1 уже через 
24 ч было незначительным (25,3±1,2%), уменьшилось 
до 10,0±3,2% через 48 ч, до 2,5±0,5% - через 72 часа. 
При исследовании фильтратов биоплёночных культур 
динамика ЦПД иная: количество живых клеток при 24-
часовом воздействии оставалось значительным, при 72 
ч - резко снижалось. При 72 ч экспозиции наибольшее 
количество живых клеток (р≤0,05) обнаружено при 
исследовании фильтратов 720-часовых биоплёночных 
культур коринебактерий (25,0±3,0%). При рассмотрении 
ЦПД каждого из исследованных токсигенных штаммов 
коринебактерий (рис. 1) обнаружено, что к 72-му ч 
воздействия количество живых клеток наименьшее у 
планктонных и биоплёночных культур штаммов C. diph-
theriae gravis tox+ (циркулирующий) и С. diphtheriae mi-
tis tox+ № 269.

Результаты реакции флоккуляции показали, что со-
держание дифтерийного экзотоксина в фильтратах план-
ктонных культур токсигенных штаммов C. diphtheriae 
(50,0±0,2 Lf/мл) не отличалось от такового по сравне-
нию с 120-час. биоплёночными культурами, но выше 
(р≤0,05), чем у 720-часовых биоплёночных (36,9±0,2 Lf/
мл). В фильтратах культур штаммов C. diphtheriae gravis 
(с «молчащим tox-геном») и штаммов недифтерийных 
коринебактерий дифтерийный экзотоксин в реакции 
флоккуляции не обнаружен.

При исследовании фильтратов планктонных и био-
плёночных культур штамма C. diphtheriae с «молча-
щим» tox-геном (см.табл.1) выявлены аналогичные за-

Динамика ЦПД фильтратов планктонных и биоплёночных культур коринебактерий

Исследованные штаммы Культура
Количество живых клеток СНО-К1 

(%) 
24 ч 48 ч 72 ч

Токсигенные штаммы
(C. diphtheriae gravis tox+ (циркулирующий),
C. diphtheriae gravis tox+ № 665,
C. diphtheriae gravis tox+ № 6765,
C. diphtheriae mitis tox+ № 269)

Планктонная 25,3±1,2 10,0±3,2 2,5±1,0
120-часовая 
биоплёночная 86,6±2,2* 17,5±5,0 2,5±1,2

720-часовая 
биоплёночная 82,5±2,2* 52,5±2,6* 25,0±3,0*

C. diphtheriae gravis
 (с «молчащим» tox-геном)

Планктонная 7,5±1,2 0 0
120-часовая 
биопленочная 85,0±5,3* 91,7±5,0* 0

720-часовая 
биоплёночная 82,1±3,4* 79,3±4,5* 83,2±4,3*

Недифтерийные коринебактерии (n=11) Планктонная 57,3±3,3 32,2±2,1 23,6±2,3
П р и м е ч а н и е .*- показана достоверность различий (р≤0,05) между планктонными и биопленоч-

ными культурами штаммов коринебактерий при каждой экспозиции культивирования
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Рис. 1. Характер ЦПД планктонных и биопленочных культур токсигенных штаммов 
С. diphtheriae (экспозиция - 72 часа).

Рис.2. Характер ЦПД планктонных культур штаммов C. diphtheriaе gravis tox+ (циркулирующий) (А), C. diphtheriaе gravis (с 
молчащим tox- геном) (В) и недифтерийных коринебактерий (С).

ния токсина восстанавливалась. Обнаруженные законо-
мерности имеют и патогенетическое значение: небольшое 
количество токсина, выделяемое за пределы биоплёнки у 
бактерионосителей, успешно блокируется антитоксиче-
скими антителами и развития клинических проявлений 
дифтерии не происходит [1]. Причина «бессимптомно-
сти» носительства при дифтерии состоит не только в том, 
что у бактерионосителей, как правило, имеется высокий 
уровень антитоксических антител, что позволяет полно-
стью нейтрализовать токсин. Важное значение имеет и 
тот факт, что в их организме формируется биоплёнка и, 
как следствие этого, количество выделяемого токсина 
возбудителем за пределы матрикса снижается.

Для планктонных и биоплёночных культур штам-
мов, не продуцирующих дифтерийный экзотоксин  

(C. diphtheriae с «молча-
щим» tox-геном и недифте-
рийных коринебактерий) 
характерно ЦПД в виде 
округления клеток СНО-
К1 и образования симпла-
стов. Наблюдавшееся нами 
изменение клеток СНО-К1 
в виде округления у био-
плёночных культур не свя-
зано с действием токсина, 
а может быть обусловлено 
ферментами коринебакте-
рий (протеаза, нейрамини-
даза и др.), фрагментами 
поверхностных структур 
– адгезинов, проникших 
через поры бактериаль-
ных фильтров. На спо-
собность поверхностных 
структур коринебактерий 

оказывать повреждающий эффект указывают и дру-
гие авторы [8]. Учитывая, что адгезивная активность 
C. diphtheriae в составе биоплёнки увеличивается, из-
менение характера ЦПД в виде округления у 720-час. 
биоплёночных культур токсигенных штаммов корине-
бактерий может происходить под влиянием их адге-
зии на клетках СНО-К1, что и способствует их окру-
глению. При исследовании биоплёночных и, особенно 
720-час. культур штамма C. diphtheriae с «молчащим» 
tox-геном количество изменённых в виде округления 
клеток СНО-К1 значительно меньше (р≤0,05), чем у 
планктонных культур коринебактерий. Округление 
клеток СНО-К1 с последующим образованием сим-
пластов могло быть результатом как патогенного дей-
ствия коринебактерий, так и метаболических процес-
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сов, интенсивность которых у них резко снижается в 
составе биоплёнки.

Заключение. В составе биоплёнки интенсивность 
ЦПД токсигенных штаммов C. diphtheriae и штамма C. 
diphtheriae с «молчащим» tox-геном снижалась, что свиде-
тельствует о малой интенсивности выделения факторов па-
тогенности и замедлении метаболических процессов. ЦПД 
в виде истончения и удлинения клеток СНО-К1, связано 
с действием дифтерийного экзотоксина, округление – с 
действием ферментов коринебактерий, и, возможно, фраг-
ментов поверхностных структур – адгезинов. Пониженное 
выделение токсина и ферментов за пределы матрикса био-
плёнки C. diphtheriae является важной причиной «бессим-
птомности» носительства при дифтерии.
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Рис. 3. Характер ЦПД 720-часовых биопленочных культур штаммов C. diphtheriaе gravis tox+ (циркулирующий) (А) и C. 
diphtheriaе gravis (с молчащим tox-геном) (В). 
Ув.х 100 раз без дополнительного окрашивания.
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ЭФФЕКТИВНОСТИ МЕТОДОВ ВЕРИФИКАЦИИ ВИРУСА 
КЛЕЩЕВОГО ЭНЦЕФАЛИТА

ФГБНУ «НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Г.П. Сомова», 690087, Владивосток, Россия

На основании экспериментальных исследований при 10-кратных разведениях двух разных по молекулярно-генетической 
характеристике штаммов вируса КЭ дальневосточного субтипа получены комплексные данные одновременного учета 
трех показателей их верификации (титра вируса, ИФА и ПЦР-РВ). Эффективность выявления генетического маркера 
в ПЦР по сравнению с ИФА для слабопатогенного штамма, имеющего дефекты в генетической структуре, была выше 
в 10 раз, а для высокопатогенного штамма – в 5000 раз. Одновременно положительные результаты в обеих реакциях 
относительно двух штаммов выявляли при титре вируса не менее, чем 1-1,5 log TCID50, т.е. этот уровень вируса в пробе 
определен как эпидемически значимый. Предложен алгоритм проведения исследований по верификации ВКЭ: 1. Клещи, 
собранные с растительности, могут быть исследованы в ИФА или в ПЦР. Все положительные результаты можно 
суммировать и считать вирусофорностью иксодовых клещей; 2. Все пробы с положительными результатами только 
в ПЦР или ИФА необходимо исследовать в двух реакциях, чтобы получить подтверждение возможной инфекциозности 
возбудителя; 3. Для получения быстрого комплексного результата зараженности снятых клещей с пациентов или крови 
после укуса клеща исследования необходимо проводить сразу одновременно в двух реакциях в ИФА и ПЦР; 4. Выделение 
вируса проводить в биологических пробах (клещи, собранные с растительности, клещи, снятые с пациентов, кровь боль-
ных и с подозрением на КЭ, млекопитающие) только при совпадающих результатах в ПЦР и ИФА. 
Таким образом, такой подход к верификации вируса КЭ в клеще или в крови пациентов позволит улучшить достовер-
ность лабораторной диагностики, выявляя не только маркеры ВКЭ, но и предопределяя инфекционность возбудителя, 
что может явиться основанием для назначения ранней интенсивной противовирусной терапии. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  ИФА; ПЦР-РВ; концентрация (титр) высоко- и низко- патогенных штаммов вируса КЭ.
Для цитирования: Леонова Г.Н. Сравнительный анализ эффективности методов верификации вируса клещевого 
энцефалита. Клиническая лабораторная диагностика. 2019;64 (11): 686-689.  DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-
2019-64-11-686-689
Leonova G.N.
COMPARATIVE ANALYSIS OF METHODS EFFICIENCY OF VIRIFICATION OF THE TICK-BORNE ENCEPHA-
LITE VIRUS
Somov Institute of Epidemiology and Microbiology, 690087, Vladivostok, Russia
Based on experimental studies with 10-fold dilutions of two the strains TBEV of the Far Eastern subtype, different in molecular-
genetic characteristic complex data of simultaneously taking into account three indicators of their verification (virus titer, ELISA 
and PCR-RT) were obtained. The efficiency of detecting a genetic marker in PCR compared with ELISA for a weakly pathogenic 
strain with defects in the genetic structure was higher by a factor of 10, and for a highly pathogenic strain by a factor of 5,000. At 
the same time, positive results in both reactions with respect to two strains were detected with a virus titer of not less than 1-1.5 log 
TCID50, i.e. this level of virus in the sample is defined as epidemically significant. An algorithm for conducting research on the 
verification of TBEV is proposed: 1) Ticks collected from vegetation can be examined by ELISA or by PCR. All positive results 
can be summarized and considered viral ticks; 2) All samples with positive results only in PCR or ELISA must be investigated 
in two reactions in order to obtain confirmation of the possible infectivity of the pathogen; 3) To obtain a fast complex result 
of infection of the removed ticks from patients or blood after a tick bite, studies should be carried out simultaneously in two 
reactions simultaneously in ELISA and PCR; 4) Isolation virus should be carried out in biological samples (ticks collected from 
vegetation, ticks removed from patients, the blood of patients with suspected TBE, mammals) only with the same results in PCR 
and ELISA.
Thus, such an approach to verifying TBEV in a tick or in the blood of patients will improve the reliability of laboratory diagnostics, 
identifying not only markers of TBEV, but also determining the infectivity of the pathogen, which may be the basis for the 
appointment of early intensive antiviral therapy.
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Введение. В последние годы отмечен значительный 
успех в диагностике клещевых инфекций на территории 
Российской Федерации. Если в 1990-2000-х годах основ-
ным методом диагностики клещевого энцефалита (КЭ) 
был иммуноферментный анализ (ИФА) [1,2], то в по-
следнее десятилетие прочно внедрились методы молеку-
лярной диагностики, которые повышают эффективность 
диагностических и профилактических мероприятий, со-
вершенствуют проведение эпидемиологического надзора 
за инфекционными заболеваниями [3,4]. Именно эти оба 
метода являются основными при изучении вирусофорно-
сти иксодовых клещей, а также диагностики КЭ. Однако 
в научно-практической работе при использовании этих 
методов исследователи зачастую сталкиваются с несо-
впадением полученных результатов [5]. Кроме того, по-
ложительные пробы клещей и крови пациентов, выявлен-
ные в ИФА или в ПЦР, зачастую не подтверждаются изо-
ляцией вируса КЭ. Однако на основании этих результатов 
пациентам назначают специфический иммуноглобулин, 
обосновывая эпидемиологическую и экономическую эф-
фективность профилактики КЭ [2,6].

Цель настоящего исследования: на основании экспе-
риментальных данных по верификации вируса КЭ про-
вести сравнительный анализ эффективности методов 
диагностики ПЦР, ИФА и определения концентрации 
(титра) возбудителя в исследуемой пробе.

Материал и методы. Для проведения эксперимен-
тальных исследований использовали два штамма ВКЭ. 
Штамм Dal’negorsk (Dal’) выделен из мозга пациента, 
умершего от КЭ. Штамм Primorye-437 выделен из крови 
здорового человека после присасывания клеща. По био-
логическим свойствам штамм Dal’ был охарактеризован 
как высоковирулентный, а штамм Р-437 – как слабови-
рулентный [7], по данным  полногеномного секвениро-
вания штамм Dal’ (FJ402886, GeneBank) – как типичный 
представитель Sofjin-подобных, а Р-437 (JQ825162, Gen-
eBank) – Oshima-подобных штаммов вируса КЭ дальне-
восточного субтипа [8]. 

Для исследования экспериментальных проб мето-
дом полимеразной цепной реакции в режиме реального 
времени (ПЦР-РВ) использовали набор реагентов «Ам-
плиСенс® TBEV-Fl» (ЦНИИ эпидемиологии, Москва) 
согласно инструкциям производителя на амплифика-
торе с флуоресцентной детекцией «ROTOR-GENE Q» 
(QIAGEN, Германия).

Выявление антигена ВКЭ в пробах проводили ме-
тодом иммуноферментного анализа (ИФА) с использо-
ванием диагностического набора «ВектоВКЭ-антиген» 
(Вектор-Бест, Новосибирск) согласно инструкции про-
изводителя тест-системы. Образец считали положи-
тельным при коэффициенте (К) оптической плотности 
≥1.0. Коэффициент позитивности определяли по фор-
муле: К=ОПобразца/ОПкритического значения, при ОПкритическое значение 
= ОПсредняяК

-+0,2 (ОП – оптическая плотность, К- – от-
рицательный контроль).

Титр вируса определяли путем 10-кратного титро-
вания его от 10-1 до 10-8 по цитопатическому действию 
клеток СПЭВ, зараженных каждым разведением обоих 
штаммов и выражали в log TCID50/ml.

Экспериментальные исследования проведены в трех 
повторах.  

Результаты. Для получения сравнительных данных 
в эксперименте использована одинаковая концентра-
ция исходного инфекционного вируса штаммов Dal’ и 

Р-437 ВКЭ, титр которых составлял 3,5 log TCID50/мл. 
При проведении комплексной диагностики на моде-
ли этих штаммов, различающихся по биологической и 
молекулярно-генетической характеристике, установле-
ны как сходства, так и различия в полученных резуль-
татах.

По данным ИФА, для слабовирулентного штамма 
Р-437 положительные результаты зарегистрированы на-
чиная с титра вируса 1,5 log TCID50/мл (при разведении 
10-3 и выше), по данным ПЦР – при титре вируса 0,5 log 
TCID50/мл  (при разведении 10-4 и выше). Показатели 
были отрицательными в обеих реакциях при разведении 
штамма 10-5, что свидетельствовало о полном отсут-
ствии вируса в этой пробе (см. рисунок).

Для высоковирулентного штамма Dal’ схожесть ре-
зультатов со штаммом Р-437 заключалась в том, что при 
титрах вируса ниже 0,5 log TCID50/мл результаты в ИФА 
были отрицательными. Причем, в ПЦР все показатели 
Ct у высоковирулентного штамма были значительно 
выше по сравнению с Ct-показателями штамма Р-437. 
Положительные ПЦР-результаты зарегистрированы не 
только в пробе с титром 0.5 log TCID50/мл (Ct=25±2), но 
и в дальнейших разведениях штамма при постепенном 
снижении показателей генетического маркера Ct (10-5 – 
28±3; 10-6 – 31±1,5; 10-7 – 34±1;   10-8 – 34,2±0,5).

Таким образом, на рисунке видно, что одновремен-
но положительные результаты в обеих реакциях у двух 
штаммов выявляли при титре вируса не менее, чем 1-1,5 
log TCID50, т.е. этот уровень вируса в пробе можно счи-
тать уже эпидемически значимым.

Обсуждение. В эксперименте при 10-кратных разведе-
ниях ВКЭ получены данные комплексных исследований 
с одновременным учетом трех показателей (титра вируса, 
ИФА и ПЦР-РВ). Важно было объяснить, почему резуль-
таты ИФА и ПЦР не совпадают, и какие действия следу-
ет предпринимать в таких случаях. Выявление положи-
тельных результатов в иксодовых клещах только в ИФА 
отражает присутствие антигена оболочечного Е-белка 
ВКЭ, который зачастую представлен неполноценными 
или дефектными вирусными частицами, формирующи-
мися в процессе сложного морфогенеза иксодовых кле-
щей, получивших вирус по наследству трансфазовым или 
трансмиссивным путем. Другие результаты получаются 
при использовании разработанного сотрудниками ЦНИИ 
эпидемиологии Роспотребнадзора РФ метода ПЦР-РВ с 
субтип-специфическими флуоресцентными зондами, при 
котором конкретной мишенью для праймеров и зондов 
являлся участок РНК гена NS1 [3].

Получены неоспоримые результаты высокой пер-
спективности ПЦР-РВ для индикации генетического 
маркера ВКЭ. Расхождение фактов выявления положи-
тельных показателей диагностических маркеров в ПЦР 
по сравнению с ИФА отмечено для слабопатогенного 
штамма Р-437 в диапазоне титра вируса, равного 1 log 
TCID50/мл, для высоко патогенного штамма Dal’negorsk 
– 5 log TCID50/мл. То есть эффективность выявления ге-
нетического маркера в ПЦР по сравнению с ИФА для 
слабопатогенного штамма, имеющего дефекты в генети-
ческой структуре, была выше в 10 раз, а для высокопато-
генного штамма – в 5000 и более раз.

Ранее нами было показано, что штамм P-437 имеет 24 
замены аминокислот относительно штамма Dal’negorsk: 
Q32R, K64N, K69R, D100N and L111Del в капсидном 
белке; I130V, V137A, A151V в prM; A431T, V463A в бел-
ке E; S141G в NS1; K52R, T168I в NS2A; F108V в NS2B; 
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число положительных маркеров в ИФА составило 3%, 
в ПЦР – 1,1%, в 2018 г. – 0,5% и 0,6%, соответствен-
но [10-12]. При этом средний показатель К оптической 
плотности проб в ИФА был равен 1.5, максимальный 
показатель – К=4.1. В ПЦР средний показатель Ct со-
ставил 30.9, максимальный – Ct=25.4. В то же время, в 
клещах, собранных с растительности, наряду с низким 
процентом инфицированности иксодовых клещей ВКЭ, 
средний показатель Ct=26.7, максимальный – Ct=20.4. 
Только по этим довольно высоким показателям Ct нель-
зя определить инфекциозность РНК-изолята, о чем сви-
детельствуют представленные выше  результаты экспе-
риментальных исследований (см.рисунок).

Такие результаты мы наблюдали при исследованиях 
одновременно в двух реакциях 8-ми иксодовых кле-
щей, ни одного совпадения положительных результа-
тов в обеих реакциях не было зарегистрировано. Боль-
ше того, эти пробы с положительными результатами в 
ИФА или в ПЦР были исследованы вирусологическим 
методом на модели 2-х сут белых мышей. Ни в одном 
случае выделить вирус КЭ не удалось, что могло сви-
детельствовать об отсутствии инфекционного возбу-
дителя в исследуемых образцах иксодовых клещах. 
Прямым дополнительным доказательством тому, что 
в последние годы в природных очагах на фоне низкой 
вирусофорности клещей резко снизилась эпидемиче-
ская напряженность в отношении КЭ, явился низкий 
уровень заболеваемости КЭ населения Приморского 
края (в 2015 г – 1,2; 2016 г – 1,37; 2017 г – 1,4; 2018 г – 
0,43 на 100 тыс. населения).

Заключение. На основании экспериментальных дан-
ных и данных изучения зараженности иксодовых кле-
щей алгоритм проведения исследований по верифика-
ции ВКЭ можно определить следующим образом:

1. Клещи, собранные с растительности, могут быть 
исследованы в ИФА или в ПЦР. Все положительные ре-

R16K, S45S, S261A в NS3; M95V,V179A, A213V в NS4B; 
S634T, R677K, I692V, A724S в NS5 [8]. Кроме того, уста-
новлено, что замены аминокислот в неструктурных 
вирусных белках таких, как протеаза (комплекс белков 
NS2B/NS3) и РНК полимераза могут влиять на актив-
ность ферментов и на скорость размножения вируса КЭ 
[9]. Эти данные свидетельствуют о том, что верифика-
ция штаммов ВКЭ с разной биологической характери-
стикой в ПЦР может происходить по-разному.

Выявление в ПЦР положительного результата в клеще 
обозначает только то, что обнаружен участок гена NS1 – 
маркера вируса КЭ. Чтобы знать произойдет ли зараже-
ние пациента вирусом, способным вызвать заболевание 
человека или лабораторных животных, считаем необхо-
димым иметь одновременно два положительных резуль-
тата: не только в ПЦР, но и в ИФА, при котором выявляет-
ся другой участок гена РНК – антиген Е-белка. Сочетание 
этих двух показателей указывает на выявление вируса, 
концентрация которого может обеспечить его активную 
репликацию. Становится понятным, почему зачастую 
невозможно выделить инфекционный вирус в случаях 
выявления  только одного фрагмента вирусного генома 
или в ПЦР, или в ИФА. Изучение вирусофорности иксо-
довых клещей в той или иной реакциях может показать, 
что иксодовый клещ содержит какой-то фрагмент вирус-
ного генома, отражающий участие этого членистоногого 
в циркуляции вирусной популяции на определенной тер-
ритории природного очага. Выделить полноценный ин-
фекционный вирус, реально представляющий опасность, 
возможно только при совпадении вышеуказанных пара-
метров (положительных результатов в ИФА и ПЦР при 
количестве вируса более чем 1 log TCID50/мл). 

Как правило, во всех лабораториях страны верифика-
ция ВКЭ в клещах или у пациентов проводится в одной 
реакции или в ИФА, или в ПЦР. Так, в 2017 г. в клещах, 
снятых с пациентов на территории Приморского края, 

Сравнительные данные комплексной диагностики разных по биологическим характеристикам штаммов Dal’negorsk и Primo-
rye-437 вируса клещевого энцефалита дальневосточного субтипа.
По оси абсцисс - титр вируса (lg TCID50 /мл) при разведениях штаммов от 10-1 до 10-8.

1 - штамм Dal’negorsk, 2 - штамм Primorye-437  (данные ИФА),
3 - штамм Dal’negorsk, 4 - штамм Primorye-437  (данные ПЦР).
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зультаты можно суммировать и считать вирусофорно-
стью иксодовых клещей;

2. Все пробы с положительными результатами только 
в ПЦР или ИФА необходимо исследовать в двух реакци-
ях, чтобы получить подтверждение возможной инфек-
циозности возбудителя; 

3. Для получения быстрого комплексного результа-
та зараженности снятых клещей с пациентов или крови 
после укуса клеща исследования необходимо проводить 
сразу одновременно в двух реакциях в ИФА и ПЦР;

4. Выделение вируса проводить в биологических 
пробах (клещи, собранные с растительности, клещи, 
снятые с пациентов,  кровь больных и с подозрением на 
КЭ, млекопитающие) только при совпадающих резуль-
татах в ПЦР и ИФА. 

Таким образом, предлагаемый экспериментально 
обоснованный подход к верификации вируса КЭ в кле-
ще или в крови пациентов позволит улучшить досто-
верность специфической лабораторной диагностики, 
выявляя не только маркеры ВКЭ, но и предопределяя 
инфекционность возбудителя. Это послужит бесспор-
ным основанием для назначения ранней интенсивной 
противовирусной терапии.   
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При изучении влияние продуктов метаболизма клинических изолятов энтерококков на жизнеспособность Candida al-
bicans установлено, что метаболиты всех исследуемых штаммов Enterococcus faecium, E. faecalis обладали фунгиста-
тическим действием. Выраженный фунгицидный эффект является штамм-специфичным признаком. Для оценки анти-
фунгального действия продуктов метаболизма энтерококков лучше использовать метод отсроченного антагонизма на 
двухслойном агаре.
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found that metabolites of all tested strains of Enterococcus faecium, E. faecalis had a fungistatic effect. At the same time  a reliable 
fungicidal effect is a strain-specific feature. It is better to use the method of delayed antagonism on double-layer agar to assess the 
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Введение. Вторичная антибиотикорезистентность 
кандид носит глобальный характер и имеет тенденцию к 
прогрессированию [1-4]. Постоянно ведется поиск аль-
тернативных средств, обладающих антифунгальной ак-
тивностью. Предполагают, что такими свойствами могут 
обладать продукты метаболизма нормальной микробио-
ты, включающие комплекс бактериоцинов и литических 

экзоферментов [5, 6]. Пробиотические препараты, скон-
струированные на основе компонентов клеток, метабо-
литов, сигнальных молекул пробиотических штаммов 
микроорганизмов принято обозначать как метабиотики 
[7, 8]. Получение и исследование метабиотиков являет-
ся одним из перспективных направлений современной 
медицины и биотехнологии [8]. Повышенный интерес 
к метабиотикам при лечении хронических форм канди-
дозов обусловлен их безопасностью и эффективностью 
[7].

Ранее проведённые нами исследования микробио-
ценоза влагалища женщин показали, что выраженный 
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антагонизм в отношении кандид проявляют энтерокок-
ки [9]. Отбор штаммов микроорганизмов пригодных 
для создания метабиотиков и оценка эффективности 
их метаболитов является сложной задачей, требующей 
комплексного подхода. В настоящей работе оценён ан-
тифунгальный потенциал Enterococcus spp. и сравнены 
лабораторные методы, позволяющие выявить антикан-
дидозную активность метаболитов, секретируемых эн-
терококками.

Материал и методы: Использованы чистые культу-
ры клинических изолятов Enterococcus faecalis (штаммы 
2482, 682, 651, 179-2, 671, 4276, 4304, 4306, 4314, 208), 
Enterococcus faecium (штаммы 173-5, 174-3), Candida 
albicans штамм 601. Видовую принадлежность штам-
мов определяли методом масс-спектрометрии MALDI-
ToF (MALDI ToF Autoflex speed, Bruker Daltonik GmbH, 
Germany).

Оценку антикандидозной активности энтерококков 
проводили двумя методами: совместного одновремен-
ного и совместного отсроченного культивирования на 
двухслойном агаре. Для проведения метода одновремен-
ного культивирования на первый слой МПА засевали эн-
терококки (0,1 мл, 109 кл/мл). Затем, наслаивали второй 
слой МПА, предварительно остудив до 400 С. На поверх-
ность второго слоя засевали кандиды (0,1 мл суспензии, 
103кл/мл), посевы инкубировали (37º C, 24 ч).

Для исследования зависимости антикандидозного 
эффекта от концентрации продуктов метаболизма ис-
пользован метод совместного отсроченного культивиро-
вания.

Энтерококки засевали на слой МПА, инкубировали 
(37º C, 24 ч). Затем формировали второй слой агара, пу-
тём наслаивания агара Сабуро (0,8 см) поверх выросшей 
культуры Enterococcus spp. На поверхность второго слоя 
агара газоном засевали микромицеты (0,1 мл, 104 кл/мл). 
Инкубировали посев при 37º C, 24 часа. Для контроля 
роста энтерококков использован двухслойный агар без 
посева грибов рода Candida. Для контроля роста кандид 
использовали двухслойный агар без посева энтерокок-
ков. Подсчитывали количество выросших на чашках Пе-
три колоний микромицетов (КОЕ) при помощи счётчика 
колоний микроорганизмов СКМ-2 (Stegler, Россия).

Результаты. При одновременном совместном куль-
тивировании кандид с различными штаммами энтеро-
кокков всегда отмечалось уменьшение размера колоний 

C. albicans по сравнению с результатами в контрольных 
посевах (без Enterococcus spp.), в среднем, в 1,43 раза 
(р<0,05), что указывает на фунгистатическое действие 
продуктов метаболизма энтерококков, растворимых в 
среде. Во всех экспериментах, количество выросших 
колоний С. albicans на поверхности агара достоверно 
не отличалось от контроля - экспериментов без посева 
энтерококков (р>0,05).

При совместном отсроченном культивировании эн-
терококков с кандидами хорошо заметен фунгистатиче-
ский эффект метаболитов энтерококков, накопленных в 
среде. Это проявлялось в достоверном уменьшении раз-
мера колоний C. albicans (в среднем, в 1,55 раз; р<0,05), 
выросших на среде с суточной культурой энтерококка. 
Наиболее выраженным фунгистатическим действием 
обладал штамм E. faecium 174-3, при культивировании с 
которым размер колоний кандид уменьшался в 2,0±0,13 
раза (р<0,05) (см. таблицу).

При совместном отсроченном культивировании энте-
рококков с кандидами имел место выраженный штамм-
зависимый фунгицидный эффект. Это проявлялось в 
том, что при выращивании С. albicans на агаре с суточ-
ной культурой некоторых штаммов Enterococcus spp. 
наблюдалось существенное снижение количества коло-
ниеобразующих единиц (КОЕ) микромицетов. Наиболее 
выраженным фунгицидным эффектом обладали метабо-
литы E. faecalis 4314, E. faecium 174-3, E. faecium 173-5, 
вызывающие гибель популяции кандид и уменьшение 
количества КОЕ микромицетов на агаре в 2,87±0,26, 
2,63±0,17, 2,28±0,43 раз соответственно (р<0,05) (см.
таблицу).

Обсуждение. В ходе исследования особенностей анти-
фунгальной активности энтерококков в отношении C. albi-
cans установлено, что все штаммы Enterococcus spp. про-
являли фунгистатический эффект, и только часть исследо-
ванных штаммов обладали фунгицидным действием.

Метод совместного одновременного культивирова-
ния не давал полного представления об антифунгаль-
ном потенциале энтерококков. Отсутствие заметного 
фунгицидного эффекта у всех исследуемых штаммов 
Enterococcus spp. при их одновременном совместном 
культивировании с микромицетами могло быть связано 
с недостаточным количеством антифунгальных метабо-
литов энтерококков, накопленных в среде. При данном 
варианте совместного культивирования, кандиды мог-

Выраженность фунгистатического и фунгицидного эффекта метаболитов энтерококков

Штаммы энтерококков, культивируемых 
совместно с C. albicans 601

Фунгистатический эффект: кратность умень-
шения размера колоний (количество раз)

Фунгицидный эффект: кратность снижения количе-
ства КОЕ (количество раз)

E. faecium 173-5 1,73±0,17* 2,28±0,43*
E. faecium 174-3 2,00±0,13* 2,63±0,17*
E. faecalis 2482 1,40±0,08* 1,25±0,10*
E. faecalis 682 1,40±0,09* 1,20±0,11*
E. faecalis 651 1,40±0,15* 1,16±0,13
E. faecalis 179-2 1,66±0,10* 0,99±0,12
E. faecalis 4304 1,65±0,12* 1,17±0,22
E. faecalis 4276 1,30±0,13* 1,18±0,19
E. faecalis 4306 1,78±0,18* 1,01±0,13
E. faecalis 4314 1,53±0,07* 2,87±0,26*
E. faecalis 208 1,22±0,10* 1,13±0,21

П р и м е ч а н и е . *- статистически значимые отличия относительно культивирования C. albicans без энтерококков (р <0,05).
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ли подавлять рост энтерококков, что вело к снижению 
концентрации продуктов метаболизма бактерий в среде. 
В связи с вышеуказанными возможными недостатками 
метода одновременного совместного культивирования 
микроорганизмов, в дальнейшем использована другая 
схема исследования антагонистических взаимоотноше-
ний между энтерококками и кандидами – отсроченное 
культивирование. Метод отсроченного совместного 
культивирования позволил обнаружить не только фун-
гистатический, но и фунгицидный эффект энтерококков. 
Не все штаммы Enterococcus spp. обладали выраженной 
фунгицидной активностью, из чего следует, что выра-
женность антифунгального действия зависит не только 
от концентрации продуктов метаболизма бактерий в 
среде, но и от биологических свойств самого штамма 
энтерококка.

Установлено, что Enterococcus spp. обладают выра-
женной антагонистической активностью в отношении 
кандид. Для оценки фунгицидного действия продуктов 
метаболизма энтерококков, секретируемых во внеш-
нюю среду, лучше использовать метод отсроченного 
совместного культивирования. Данный способ даёт воз-
можность накопления в среде большего количества про-
дуктов метаболизма бактерий и минимизирует действие 
микромицетов на клетки бактерий. Метод отсроченного 
совместного культивирования позволяет с большей ве-
роятностью установить и отобрать штаммы бактерий 
– продуцентов метаболитов с максимальной антикан-
дидозной активностью, что важно при получении мета-
биотиков.

Выводы:
Энтерококки обладают выраженной антагонистиче-

ской активностью в отношении С. аlbicans. При этом, все 
выделенные клинические изоляты энтерококков проявля-
ют фунгистатический эффект в отношении кандид.

Фунгицидный эффект метаболитов энтерококков в 
отношении кандид носит штамм-специфичный харак-
тер.

Для оценки антифунгального действия экзогенных 
метаболитов бактерий предпочтительнее использовать 
метод отсроченного совместного культивирования.

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

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Л И Т Е РАТ У РА
Донгак Д.А., Карноухова О.Г., Коган Г.Ю., Распопина Л.А., 1.	
Ботвинкин А.Д. Частота выделения и лекарственная резистент-
ность грибов рода Candida от больных ВИЧ-инфекцией в Ир-
кутске. Сибирский медицинский журнал. 2013; 5: 57-9.
Иванова Л. В., Баранцевич Е.П., Шляхто Е.В. Резистентность 2.	
грибов-патогенов к антимикотикам (обзор). Проблемы меди-
цинской микологии. 2011;13(1):14-7.
Arendrup M. C. Update on antifungal resistance in Aspergillus and 3.	
Candida. Clin. Microbiol. Infect. 2014; 6: 42-8.

Kok E. T., Jong M. C., Gravendeel B., Van Leeuwen W. B., Baars 4.	
E. W. Resistance to Antibiotics and Antifungal Medicinal Prod-
ucts: Can Complementary and Alternative Medicine Help Solve 
the Problem in Common Infection Diseases? The Introduction of 
a Dutch Research Consortium. Evid Based Complement Alternat 
Med. 2015; 2015:521584. 
Ng S. M., Yap Y. Y., Cheong J. W., Ng F. M., Lau Q. Y., Barkham 5.	
T., Teo J. W., Hill J., Chia C. S. Antifungal peptides: a potential new 
class of antifungals for treating vulvovaginal candidiasis caused by 
fluconazole-resistant Candida albicans. J. Pept. Sci. 2017; 23(3): 
215 -21.
Hanson L., Vusse L.V., Jerme M.,  Abad C.L., Safdar N. Probiotics 6.	
for Treatment and 
Prevention of Urogenital Infections in Women: A Systematic 7.	
Review. J. Midwifery. Womens. Health. 2016; 61(3): 339-55.
Шендеров Б.А., Синица А.В., Захарченко М.М. Метабиотики: 8.	
вчера, сегодня, завтра: СПб.: ИнформМед; 2017.
Ардатская М. Д., Столярова Л.Г., Архипова Е.В., Филимонова 9.	
О.Ю. Метабиотики как естественное развитие пробиотической 
концепции. Трудный пациент. 2017; 15(6-7): 35-9.
Александрова Н.А., Заславская М.И.	 Взаимоотноше-10.	
ния Candida с энтерококками на уровне вагинального биотопа. 
Проблемы медицинской микологии. 2016; 18(4):53-5.

R E F E R E N C E S
1.	 Dongak D.A., Karnouhova O.G., Kogan G.Ju., Raspopina L.A., 

Botvinkin A.D. Chastota vydelenija i lekarstvennaja rezistentnost’ 
gribov roda Candida ot bol’nyh VICh-inficiej v Irkutske. Sibirskiy 
meditsinskiy zhurnal. 2013; 5: 57-9. (in Russian)

2.	 Ivanova L. V., Barancevich E.P., Shljahto E.V. Rezistentnost’ gri-
bov-patogenov k antimikotikam (obzor). Problemy meditsinskoy 
mikologii. 2011; 13(1):14-7. (in Russian)

3.	 Arendrup M. C. Update on antifungal resistance in Aspergillus and 
Candida. Clin. Microbiol. Infect. 2014; 6: 42-8.

4.	 Kok E. T., Jong M. C., Gravendeel B., Van Leeuwen W. B., Baars 
E. W. Resistance to Antibiotics and Antifungal Medicinal Products: 
Can Complementary and Alternative Medicine Help Solve the Prob-
lem in Common Infection Diseases? The Introduction of a Dutch 
Research Consortium. Evid Based Complement Alternat Med. 2015; 
2015:521584. d

5.	 Ng S. M., Yap Y. Y., Cheong J. W., Ng F. M., Lau Q. Y., Barkham T., 
Teo J. W., Hill J., Chia C. S. Antifungal peptides: a potential new 
class of antifungals for treating vulvovaginal candidiasis caused by 
fluconazole-resistant Candida albicans. J. Pept. Sci. 2017; 23(3): 
215-21.

6.	 Hanson L., Vusse L. V., Jerme M., C. L. Abad, Safdar N. Probiotics 
for Treatment and Prevention of Urogenital Infections in Women: 
A Systematic Review. J. Midwifery. Womens. Health. 2016; 61(3): 
339-55.

7.	 Shenderov B.A., Sinitsa A. V., Zakharchenko M. M.[Metabiotiki: 
vchera, segodnya, zavtra]. St. Petersburg: InformMed; 2017. (in 
Russian)

8.	 Ardatskaya M. D., Stolyarova L.G., Arkhipova E.V., Filimonova 
O.Yu. Metabiotiki kak estestvennoe razvitie probioticheskoj kon-
cepcii. Trudnyi patsient. 2017; 15(6-7): 35-9. (in Russian)

9.	 Alexandrova N.A., Zaslavskaya M.I.	Vzaimootnosheniya Candida 
s enterokokkami na urovne vaginal’nogo biotopa. Problemy med-
itsinskoy mikologii. 2016; 18(4): 53-5. (in Russian)

Поступила 11.10.19
Принята к печати 21.10.19



693

Russian Clinical Laboratory Diagnostics. 2019; 64(11)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2019-64-11-693-699

Microbiology

© Коллектив авторов, 2019

Мельников В.Г.1, Villena J.2, Комбарова С.Ю.1

ПРОБЛЕМА ДЕКОЛОНИЗАЦИИ НАЗАЛЬНЫХ НОСИТЕЛЕЙ STAPHYLOCOCCUS AUREUS 
С ТОЧКИ ЗРЕНИЯ МИКРОБИОЛОГА (ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ)

1ФБУН МНИИЭМ им. Г.Н. Габричевского Роспотребнадзора РФ, 125212, Москва, Россия;  
2Immunobiotics Research Group, Reference Centre for Lactobacilli (CERELA-CONICET), 980-0845 Tucuman, Argentina

Золотистый стафилококк бессимптомно персистирует на слизистой оболочке носа, а также способен вызывать у 
носителей (аутоинфекция) и у больных в стационаре (госпитальная инфекция) тяжелые заболевания. Деколонизация 
назальных носителей S. aureus является важной мерой, направленной на снижение заболеваемости стафилококковыми 
инфекциями. Носительство является формой проявления дисбиоза полости носа, поэтому эффективность антибиоти-
ков при санации носителей, по определению, невысока. В обзоре рассмотрены перспективы использования пробиотиков 
для восстановления микробиоты носа. Коммерческий выпуск назальных пробиотиков пока еще не налажен, однако раз-
работки в этом направлении ведутся в разных странах. Представлено экспериментальное обоснование возможности 
применения коринебактерий и других представителей микробиоты носа для санации стафилококковых носителей, а 
также изложены представления авторов о том, как усовершенствовать методы микробной терапии. В частности, 
предложено использовать пробиотики в виде биопленки, аутопробиотики, аутовакцины.
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Носительство патогенных и условно-патогенных бакте-
рий является актуальной проблемой здравоохранения. На 
слизистой оболочке верхних дыхательных путей у совер-
шенно здоровых людей обнаруживаются Streptococcus pneu-

moniae, Haemophilus influenzae, Streptococcus pyogenes, Mo-
raxella catarrhalis, Neisseria meningitidis, Bordetella pertussis, 
Corynebacterium diphtheriae, но наиболее часто выявляется 
золотистый стафилококк. Staphylococcus aureus способен 
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бессимптомно вегетировать на эпителиальных поверхно-
стях, с другой стороны, данный вид стафилококков является 
этиологическим агентом весьма распространённых заболе-
ваний – от сравнительно легко протекающих инфекций кожи 
и мягких тканей до тяжёлой патологии, такой как пневмония, 
остеомиелит, эндокардит, менингит, сепсис. Двойственность 
поведения S. aureus – комменсала и патогена – позволяет на-
звать его патобионтом [1].

Стафилококковая инфекция, как правило, является ау-
тоинфекцией, что подтверждается генетическим родством 
между «носительскими» штаммами S. aureus и штаммами, 
выделенными из гнойно-воспалительных очагов у одного 
и того же пациента [2]. Носительство стафилококка резко 
увеличивает риск развития инфекционных осложнений у 
больных диабетом, ВИЧ-инфекцией, ревматоидным артри-
том, онкологическими заболеваниями, инсультом, экземой, 
псориазом, у пациентов, подвергшихся хирургическому ле-
чению, диализу, у лиц, длительно пребывающих в стациона-
ре [3-10]. S. aureus способен колонизовать разные биотопы 
организма человека – рото- и носоглотку, кишечник, влага-
лище, промежность, подмышечную область, но наиболее 
часто он населяет преддверие и слизистую оболочку носа, 
и именно назальное носительство S. aureus является одним 
из наиболее существенных факторов риска в развитии эндо-
генной стафилококковой инфекции [2]. Удаление S. aureus 
из полости носа является важной мерой, направленной на 
снижение заболеваемости стафилококковыми инфекциями 
[11]. Прерывание процесса назального носительства обычно 
сопровождается элиминацией S. aureus из других биотопов 
организма [12].

Для санации назальных носителей S. aureus, в основном, 
используют антибиотик мупироцин в виде мази. Нередко по-
сле лечения состояние носительства восстанавливается. От-
сутствие эффекта от медикаментозной деколонизации у здо-
ровых носителей S. aureus и рецидивы инфекции у больных 
с хроническим риносинуситом могут объясняться недоступ-
ностью некоторых отделов носа для мазевой формы мупи-
роцина. Кроме того, стафилококки обладают способностью 
уклоняться от действия местных антимикробных препаратов, 
проникая в клетки эпителия слизистой оболочки носа [13]. 
Большинство препаратов, используемых для деколонизации 
стафилококковых носителей, включая мупироцин, обладают 
низкой активностью в отношении внутриклеточно располо-
женных S.  aureus [14]. Неэффективная антибиотикотерапия 
может быть также обусловлена наличием «покоящихся» и по-
тому не чувствительных к медикаментам форм стафилокок-
ков [15]. В последние годы наблюдается повсеместное рас-
пространение штаммов MRSA (methicillin-resistant S. aureus), 
устойчивых ко многим антибиотикам: метициллину, эритро-
мицину, клиндамицину, тетрациклину, ципрофлоксацину, 
мупироцину [16]. Ожидается, что при сохранении текущих 
темпов роста антибиотикорезистентности бактерий в скором 
времени санировать бактерионосителей и лечить больных 
стафилококковой инфекцией будет просто нечем [17]. Поэто-
му разработка новых, альтернативных антибиотикам, спосо-
бов деколонизации носителей S. aureus является актуальной 
задачей. Они должны разрабатываться с учетом механизмов 
формирования назального носительства стафилококков.

Стафилококковое носительство встречается примерно у 
половины человечества [18]. Изучение распространённости 
назального носительства чаще всего проводится культураль-
ным методом. Исследование, в котором наряду с бактерио-
логическим использовались молекулярные методы, демон-
стрирует, что отсутствие роста S. aureus может быть связано 
с низкой плотностью его популяции у носителя (менее 10 
тыс. микробных клеток в образце). Сделан вывод о том, что 
культуральный метод, из-за низкой чувствительности, не яв-

ляется объективным методом индикации S. aureus, а носи-
тельство стафилококка может оказаться значительно более 
распространённым, чем считалось ранее [19].

Различают стойкое назальное носительство S. aureus и 
временную, транзиторную колонизацию. Необходимость та-
кого разграничения объясняется тем, что стойкие носители, 
а они составляют примерно 20% населения, являются эпиде-
миологически более значимым источником стафилококковой 
инфекции, чем транзиторные. Для них характерны высокое 
количественное содержание стафилококка, существенный 
риск развития аутоинфекции, высокая скорость распростра-
нения возбудителя [20]. Что же способствует формированию 
длительного носительства S. aureus? Особенности самого 
микроорганизма? Скорее всего, нет, поскольку генетиче-
ских различий между штаммами, выделенными от стойких 
и транзиторных носителей, не наблюдается [21]. Установле-
но, что у стойких бактерионосителей суперинфицирование 
госпитальными штаммами S. aureus наступает гораздо чаще, 
чем у пациентов, которые до госпитализации носителями не 
являлись [22]. Эксперименты по искусственной колонизации 
слизистой оболочки носа стафилококками показали, что во-
лонтеры, которые прежде не являлись бактерионосителями, 
быстро освобождались от имплантированных им штаммов  
S. aureus. Стойкие же носители, санированные антибиотика-
ми, акцептировали и длительно сохраняли на слизистой носа 
свой собственный штамм, который входил в состав микроб-
ного коктейля, использовавшегося для имплантации [23]. 
Всё это свидетельствует о том, что длительная и стойкая пер-
систенция S. aureus  обусловлена изменениями со стороны 
организма носителя, и, в частности, нарушением его колони-
зационной резистентности [24].

Не найдено геномных различий между штаммами S. au-
reus клинического происхождения и штаммами, выделенны-
ми от носителей [25]. Любой штамм может быть либо «но-
сительским» либо «клиническим». И хотя одни клональные 
комплексы стафилококков имеют более широкое распростра-
нение, чем другие, они встречаются с равной частотой у но-
сителей и при инвазивной инфекции [26]. Насколько далеко 
стафилококк зайдет в реализации своего болезнетворного 
потенциала будет зависеть, как и в ситуации со стойким и 
транзиторным носительством, от способности организма че-
ловека противодействовать патогену. Некоторые авторы [27] 
даже рекомендуют трактовать термин «вирулентность» не 
как свойство, присущее патогену, а как результат его взаимо-
действия с организмом хозяина.

Нами было изучено влияние антибиотиков на состояние 
микробиоценоза носа и ротоглотки при санации бессим-
птомных дифтерийных носителей [28]. На фоне применения 
эритромицина у них наблюдалось уменьшение количества C. 
diphtheriae, снижение общей обсемененности слизистых обо-
лочек и истощение микробного разнообразия. После завер-
шения курса лечения численность популяции C. diphtheriae 
нередко восстанавливалась до исходного уровня, и в составе 
микробиоты данного биотопа появлялся золотистый стафи-
лококк, отсутствовавший до антибиотикотерапии. Повтор-
ные курсы лечения антибиотиками, как правило, не приво-
дили к ликвидации ни дифтерийного, ни стафилококкового 
носительства, хотя штаммы C. diphtheriae и S. aureus, выде-
ленные от таких носителей, оставались чувствительными к 
используемым антибиотикам. После повторных курсов анти-
биотикотерапии у пациентов начинали высеваться бактерии 
кишечной группы и грибы рода Candida, что свидетельство-
вало об усугублении дисбиоза. Как видим, действие антибио-
тиков приводит к дисбалансу микробиоценоза, при этом не 
защищенную индигенной микробиотой нишу с готовностью 
занимают патобионты, и формируется стойкое бактерионо-
сительство. Наряду с прямым противомикробным действием, 
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антибиотики способны оказывать опосредованное негатив-
ное влияние на резидентную микробиоту. Они угнетают им-
мунологическую реактивность слизистой носа и ротоглотки, 
что не может не отражаться на составе микробиома [29]. По 
данным K. Korpela и соавт. [30], длительность дисбиоза, воз-
никшего в результате действия антибиотиков (в особенности, 
макролидов), исчисляется годами. Учитывая частоту и мас-
совость применения антибиотиков, можно предполагать, что 
данные препараты являются одной из основных причин на-
рушения колонизационной резистентности. Уместен вопрос, 
поддаётся ли восстановлению подавленная антибиотиками 
противомикробная защита слизистой оболочки носа?

Люди имеют разную чувствительность к колонизации 
золотистым стафилококком [24]. При этом известно, что со-
став микробиоты человека не контролируется генетическими 
факторами [31]. Учитывая этот факт, а также то, что назаль-
ный микробиоценоз подвержен изменениям, возрастным и 
сезонным [32, 33], высказано предположение о возможности 
искусственной коррекции микробиоты человека   [19, 34].

Микробиота играет важнейшую роль в  жизнедеятель-
ности организма человека. Микробные сообщества, насе-
ляющие эпителиальные поверхности, являются ключевым 
фактором в поддержании здоровья, обеспечивая иммуноло-
гический гомеостаз и противодействуя колонизации и инва-
зии патогенных микроорганизмов. Большое значение имеет 
микробное разнообразие, способствующее формированию 
стабильного микробиоценоза [35]. Под влиянием антибиоти-
ков, других лекарственных препаратов, некоторых заболева-
ний в составе резидентной микробиоты могут происходить 
глубокие сдвиги. Дисбаланс микробиоты, дисбиоз, является 
важным звеном патогенеза ряда заболеваний микробного ге-
неза, а также – «соматической», неинфекционной патологии  
– воспалительных болезней кишечника, аллергии, астмы, 
диабета, ожирения, неопластических и нейродегенератив-
ных процессов [36]. Восстановить нарушенную микробиоту 
призваны живые бактерии, обладающие полезными для ор-
ганизма функциями, т. н. пробиотики. Пробиотики на осно-
ве молочнокислых бактерий, в норме населяющих организм 
человека (лактобациллы, лактококки, энтерококки, бифидо-
бактерии), часто используются при лечении дисбиоза кишеч-
ника и урогенитального тракта [37]. Назальное бактерионо-
сительство и сопутствующее ему снижение биоразнообразия 
являются одной из форм проявления микробного дисбалан-
са. Дисбиоз верхних дыхательных путей изучен ещё недо-
статочно подробно, пробиотики для коррекции микробиоты 
носа нигде в мире официально не зарегистрированы, однако 
исследования в этой области привлекают внимание многих 
специалистов.

Какие же микроорганизмы могут быть использованы в 
роли назальных пробиотиков? Очевидно те, которые в нор-
ме вегетируют на слизистой оболочке носа, обладают низкой 
патогенностью и, главное, способностью поддерживать ко-
лонизационную резистентность – систему защиты от инфи-
цирования болезнетворными микроорганизмами. Последняя 
складывается из способности пробиотиков конкурировать с 
патобионтами за адгезию на клетках эпителия, синтезировать 
бактериоцины, трансформировать поведение патобионтов в 
сторону комменсализма, стимулировать иммунные реакции 
организма [38].

Предприняты попытки использования стрептококков и 
нейссерий в качестве назальных пробиотиков. Импланта-
ция на слизистую оболочку носа штаммов Str. salivarius и 
Str. oralis, в норме обитающих в ротоглотке, способствовала 
снижению у детей частоты колонизации Str. pneumoniae, Str. 
pyogenes, H. influenzae и эпизодов рецидивирования вызы-
ваемых ими заболеваний – отита, фарингита, тонзиллита и 
риносинусита [39]. Бактериотерапия хорошо переносилась, 

и никаких негативных побочных эффектов не возникало. Ин-
траназальное введение добровольцам резидентных бактерий 
Neisseria lactamica приводило к достоверному снижению у 
них уровня носительства N. meningitidis [40]. Эти исследо-
вания демонстрируют, что живые комменсальные бактерии 
способны оказывать ингибирующее действие на колониза-
цию респираторных патогенов, а также свидетельствуют о 
простоте и безопасности использования бактериотерапии 
для контроля инфекционной патологии и носительства. 

Для предотвращения формирования носительства S. au-
reus, в качестве альтернативы антибиотикам, еще в 1960-х го-
дах с успехом использовалось интраназальное введение сла-
бовирулентного штамма S. aureus 502А [41]. Но затем при-
менение штамма 502А было прекращено из-за появившейся 
информации о вызываемых им инфекционных осложнениях 
[42]. Несколько лет назад M.S. Barbagelata et al. [43] верну-
лись к этой идее. Они сконструировали мутантный штамм S. 
aureus NK41 с низкой вирулентностью, который предотвра-
щал колонизацию высоковирулентных штаммов стафилокок-
ка у мышей, однако дальнейшего развития эти исследования 
не получили. 

В процессе поиска антагонистов золотистого стафило-
кокка для использования в качестве назальных пробиотиков 
внимание на себя обратили коагулазоотрицательные стафи-
лококки (КОС). Среди КОС наибольший интерес представ-
ляет эпидермальный стафилококк. В образцах микрофлоры 
носа, в которых доминирует этот вид стафилококков, S. au-
reus обнаруживается редко [44]. S.  epidermidis обладает ан-
тимикробной активностью в отношении S. aureus in vitro, а 
также – способностью элиминировать S. aureus со слизистой 
оболочки носа в опытах на мышах и с пораженных участков 
кожи у больных атопическим дерматитом [45, 46]. Раскрыт 
механизм, лежащий в основе интерференции между S. epi-
dermidis и S. aureus: эпидермальный стафилококк выделяет 
сериновую протеазу Esp, способную ингибировать формиро-
вание биопленки и адгезию S. aureus на клетках назального 
эпителия. Также установлена обратная корреляция между 
присутствием на слизистой оболочке носа человека S. epi-
dermidis, обладающего Esp, и золотистого стафилококка [47], 
а назальная имплантация мышам Esp-позитивного штамма 
S. epidermidis предотвращает колонизацию штаммов MRSA 
[48]. Другой назальный КОС, S. lugdunensis, оказался спо-
собным подавлять рост S. aureus с помощью циклического 
антимикробного пептида, названного лугдунином. Лугду-
нин обладает бактерицидностью in vitro в отношении всех 
исследованных штаммов золотистого стафилококка, а также 
– иммуномодулирующей активностью [49]. Населенность 
слизистой носа человека S. lugdunensis сочетается с низкой 
частотой носительства S. aureus, а на модели лабораторных 
животных S. lugdunensis конкурентно вытесняет S. aureus со 
слизистой оболочки носа [50]. Все эти данные, по мнению 
вышеуказанных авторов, свидетельствуют о возможности 
использования Esp- и лугдунин-образующих КОС в качестве 
назальных пробиотиков для профилактики  и лечения стафи-
лококкового носительства. 

Помимо КОС, в составе назальной микробиоты в зна-
чительном количестве встречаются микроорганизмы рода 
Corynebacterium (C. pseudodiphtheriticum, C. propinquum, C. 
accolens и др.), которые конкурируют за сайты адгезии с зо-
лотистым стафилококком [51-53]. При этом установлена не 
только обратная корреляция между присутствием C. pseudo-
diphtheriticum и золотистого стафилококка, но и прямое ин-
гибирующее действие C. pseudodiphtheriticum в отношении 
S. aureus in vitro [54]. Изучение микрофлоры ротоглотки и 
носа у дифтерийных бактерионосителей позволило устано-
вить эпизоды конкурентного вытеснения возбудителя диф-
терии комменсальными коринебактериями: популяция C. 
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diphtheriae сокращалась пропорционально самопроизволь-
ному нарастанию численности C. pseudodiphtheriticum [55]. 
На эти наблюдения мы ориентировались при выборе штамма 
коринебактерий для проведения экспериментов по деколони-
зации носителей S. aureus. Выбор остановили на штамме C. 
pseudodiphtheriticum ‘Соколов’, выделенном из носовой по-
лости здорового человека. Среди участников эксперимента 
был один стойкий носитель MRSA и трое других, которые 
ранее не были носителями S. aureus, однако инфицировались 
от стойкого носителя во время пребывания вместе с ним в 
гермообъекте. Назальная имплантация штамма ‘Соколов’ 
стойкому носителю привела лишь к временному снижению 
уровня обсемененности золотистым стафилококком, зато у 
остальных трёх участников удалось достичь эффекта полной 
и стойкой деколонизации [56]. Нанесение живого штамма 
Corynebacterium spp. Co304 на слизистую носа также было 
успешно использовано для элиминации S. aureus у здоровых 
бактерионосителей: стойкая санации достигнута у 12 из 17 
носителей стафилококка [57].

У бактерионосителей S. aureus практически всегда встре-
чается в ассоциации с резидентной микрофлорой, которая 
может влиять на его патогенные свойства и, соответственно, 
на степень вероятности возникновения у носителя стафи-
лококковой инфекции. Исследования нормобиоты, способ-
ствующей снижению вирулентности S. aureus, представляют 
большой интерес. B.L. Hardy и соавт. [58] установили, что 
C. pseudodiphtheriticum выделяет вещества, обладающие 
специфическим бактерицидным действием в отношении ви-
рулентных штаммов S. aureus, в том числе, MRSA. Мишенью 
для этих веществ является система “чувства кворума» Agr 
QS, которая регулирует экспрессию факторов вирулентности 
у золотистого стафилококка. Штаммы S. aureus с нефунк-
ционирующей системой Agr QS оказались авирулентными 
и устойчивыми к противомикробному фактору коринебак-
терий.  Таким образом, у C. pseudodiphtheriticum была вы-
явлена способность селективно элиминировать вирулентные 
штаммы и мирно сосуществовать с авирулентными предста-
вителями стафилококковой популяции.

При совместном культивировании S. aureus с коммен-
сальными коринебактериями (C. striatum, C. amycolatum, C. 
glutamicum, C. accolens и C. pseudodiphtheriticum) in vitro 
наблюдалось изменение спектра экспрессируемых генов 
стафилококка. Отмечено усиление экспрессии генов, коор-
динирующих назальную колонизацию, и снижение экспрес-
сии генов вирулентности. В ассоциации с коринебактерия-
ми S. aureus был значительно менее вирулентным в опытах 
in vivo, чем в отсутствие коринебактерий [59]. Эти данные 
демонстрируют переход S. aureus от патогенного к коммен-
сальному состоянию при взаимодействии с резидентными 
коринебактериями полости носа человека, что подтверждает 
перспективность использования коринебактерий в качестве 
назальных пробиотиков, с позиции присущих им антивиру-
лентных свойств. В отличие от антибиотиков, антисептиков 
или бактериофагов, пробиотики с антивирулентным действи-
ем не угрожают жизнеспособности популяции патогена и не 
придают, тем самым, селективных преимуществ резистент-
ным штаммам [60].

По мнению C.Y. Leung и J.S. Weitz [61], эффектив-
ное восстановление нарушенной микробиоты человека 
и элиминация патобионтов с помощью комменсальных 
бактерий-пробиотиков возможны только в комбинации с 
проведением иммунокоррекции. Это сочетание получи-
ло название иммунокомменсальной терапии. Заметим, что 
сама микробиота является иммуноактивным компонентом, 
она заметно понижает частоту развития аберрантного 
иммунного ответа [62]. Такие наблюдения были положены 
в основу «гигиенической теории», суть которой заключается 

в следующем. Дефицит внешней микробной нагрузки, 
особенно в раннем периоде жизни, из-за урбанизации 
населения, высоких гигиенических и санитарных стандартов, 
принятых в развитых странах мира, приводит к нарушению 
процесса созревания иммунной системы и предрасполагает 
к развитию аллергических и аутоиммунных процессов 
[63, 64]. Применение пробиотиков, в этой связи, является 
патогенетически обоснованной стратегией снижения риска 
возникновения данной патологии, а также носительства 
S. aureus, которое часто её сопровождает. Срабатывает 
механизм антигенной конкуренции: иммунный ответ 
на полученные извне микроорганизмы конкурирует с 
аллергическим и аутоиммунным ответом [65]. Интраназально 
имплантированные иммуноактивные пробиотики, или как 
их иначе называют, иммунобиотики, взаимодействуют с 
лимфоидными скоплениями в носо-, ротоглотке и кишечнике 
(mucosa-associated lymphoid tissue, MALT). Это вызывает 
антигенную стимуляцию В-лимфоцитов, которые мигрируют 
в слизистую оболочку верхних дыхательных путей и образуют 
IgA, способствующие элиминации патогенов [66]. Так, упо-
требление йогурта, приготовленного на основе бактерий-
иммунобиотиков, способствует снижению уровня назальной 
колонизации  S. aureus, Str. pneumoniae и Str. pyogenes [67].

Микроорганизмы рода Corynebacterium, наряду с 
Mycobacterium, Nocardia и Rhodococcus относятся к актино-
бактериям, в составе клеточной стенки которых содержатся 
миколовые кислоты и арабиногалактан, соединения, обла-
дающие выраженными иммуномодулирующими свойствами 
[68]. Нами установлено, что интраназально введенный живой 
штамм C. pseudodiphtheriticum ‘Соколов’ модулирует опо-
средованный Toll-like рецепторами (TLR3) врожденный им-
мунный ответ в дыхательных путях новорожденных мышей, 
повышая их сопротивляемость к первичной респираторно-
синцитиальной (RSV) инфекции и вторичной пневмококко-
вой пневмонии. На этом основании даже было высказано 
мнение о том, что назальный спрей, содержащий штамм 
‘Соколов’, может служить в качестве иммунобиотика, стиму-
лирующего врожденный противовирусный и антибактери-
альный иммунитет, и использоваться для неспецифической 
профилактики сезонных RSV- и пневмококковой инфекций 
[69]. Вполне вероятно, что упомянутая выше способность 
C. pseudodiphtheriticum элиминировать S. aureus может быть 
связана не только с антимикробными свойствами коринебак-
терий, но и с иммуномодулирующей активностью миколятов 
их клеточных стенок.

Таким образом, бактериотерапия пробиотиками гото-
ва послужить альтернативой антибиотикам в борьбе с но-
сительством S. aureus и, возможно, других патобионтов на 
слизистой оболочке носа. К кандидатам на роль назальных 
пробиотиков можно отнести представителей родов Staphylo-
coccus (S. epidermidis, S. lugdunensis) и Corynebacterium (C. 
pseudodiphtheriticum). Коринебактерии, по нашему мнению, 
более предпочтительны, поскольку помимо антимикробной 
активности они обладают антивирулентными и иммуномоду-
лирующими свойствами. Ниже приводим наши представле-
ния о том, как расширить возможности методов микробной 
терапии стафилококкового носительства.

Все коммерческие пробиотики на данный момент пред-
ставляют собой культуры бактерий и дрожжевых грибов, вы-
ращенные на жидких питательных средах в биореакторе  и 
состоящие из однотипных микробных клеток (планктонная 
форма). Для усиления терапевтического действия пробио-
тиков представляется целесообразным выращивать и при-
менять их в виде биопленки. Все микроорганизмы в есте-
ственной, природной среде образуют биопленку. Биопленка 
это хорошо защищенная от внешних воздействий структура, 
формирующаяся на поверхности объектов окружающей сре-
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ды и тканей живых организмов, состоящая из микробных 
клеток и образованного ими межклеточного слизистого ма-
трикса [70]. С помощью твердофазной технологии нами 
впервые была получена биопленка пробиотических бакте-
рий (лактобацилл), и в опытах на мышах продемонстрирова-
на ее способность эффективно восстанавливать микрофлору 
при дисбиозе кишечника, вызванном антибиотиками [71]. В 
сравнении с планктонной формой, биопленка пробиотиков 
обладает значительно более выраженными антимикробны-
ми, иммуномодулирующими и противовоспалительными 
свойствами [72]. Биопленка лактобацилл, выращенная на 
поверхности частиц сефадекса G-25, способна сохранять 
жизнеспособность в кислой среде желудка, колонизовать 
слизистую кишечника и снижать проницаемость кишечной 
стенки. Даже однократного применения биопленки пробио-
тика было достаточно, чтобы защитить новорожденных крыс 
от развития экспериментального некротизирующего энтеро-
колита и его осложнений. Планктонная форма пробиотика 
была значительно менее эффективной [73]. Биопленка даже 
по внешнему виду резко отличается от планктонной формы 
бактерий. В привычной для микробиологов одноклеточной 
планктонной культуре бактерии неотличимы друг от друга 
и располагаются в виде беспорядочных скоплений. В био-
пленке микробные клетки гетерогенны по размеру и форме, 
соединены между собой особыми перемычками и имеют вид 
трёхмерной пространственной структуры [60, 70]. A. Prindle  
и соавт. [74] установили, что бактерии, которые обычно рас-
сматриваются как примитивная форма жизни, в состоянии 
биопленки представляют собой единый многоклеточный 
комплекс, способный к саморегуляции посредством электро-
химических импульсов, наподобие тех, которые возникают в 
нейронах. Будучи весьма сложно устроенной саморегулиру-
ющейся системой, резистентной к воздействию окружающей 
среды (включая факторы иммунитета) и имеющей сходство 
с природным аналогами, биопленка пробиотика, по нашему 
предположению, окажется способной более эффективно, чем 
планктонная форма, реализовать свои полезные свойства.

Недостаточную клиническую эффективность пробиоти-
ков часто связывают с их «чужеродностью» для собственной 
микрофлоры организма. Колонизационная резистентность 
слизистых оболочек не позволяет экзогенным бактериям 
приживаться в организме. В ряде случаев применение ком-
мерческих пробиотиков даже оказывает негативное воздей-
ствие на процесс восстановления микробиоты после анти-
биотикотерапии  [75]. Альтернативой коммерческим про-
биотикам является подход, основанный на восстановлении 
микробиоты, в случае развития дисбиотического состояния, 
с помощью штаммов собственных бактерий человека. Этот 
подход, известный как технология аутопробиотиков или – 
персонифицированная симбионтная терапия (ПЕРСТ), пред-
полагает выделение отдельных представителей микробиоты 
в виде чистых культур, их генетический анализ и возвраще-
ние бактерий обратно в кишечник после накопления их вне 
организма [37]. Аутоштаммы легко колонизуют слизистые 
оболочки и не вызывают реакции отторжения со стороны ре-
зидентной микрофлоры и иммунной системы хозяина. Таким 
образом, вместо пробиотиков в их классическом понимании 
с целью деколонизации стафилококковых носителей может 
использоваться технология ПЕРСТ на основе аутоштаммов 
назальных коринебактерий.

Показано, что длительная персистенция S. aureus на сли-
зистой носа приводит к подавлению иммунного ответа в от-
ношении данного патобионта, а также вызывает развитие 
локального хронического воспаления [76, 77]. Это состояние 
сопровождается стойким комменсальным сдвигом, который 
не может быть купирован до тех пор, пока стафилококк ко-
лонизует данную нишу и доминирует в составе микробио-

ценоза. В таких случаях перед назначением пробиотиков 
может потребоваться удаление стафилококка со слизистой 
носа, например, с помощью антимикробных препаратов [78]. 
Учитывая выраженное побочное действие антибиотиков 
(усугубление дисбиоза, аллергизация организма, формирова-
ние антибиотикорезистентности), целесообразно использо-
вать альтернативный подход – вакцинотерапию. Разработка 
лечебных стафилококковых вакцин пока не увенчалась успе-
хом, что объясняется недостаточным объемом накопленных 
знаний в области патогенеза  носительства и разнородностью 
клональной структуры стафилококка [79]. В такой ситуации 
для санации носителей S. aureus можно попытаться вос-
пользоваться аутовакцинами. Для получения аутовакцины 
микробную культуру получают от пациента, накапливают на 
питательной среде, инактивируют и вводят в организм того 
же пациента. Данный метод стимуляции иммунного ответа 
против конкретного штамма возбудителя уже более ста лет 
применяется в медицине для лечения хронических стафило-
кокковых гнойно-воспалительных заболеваний [80]. Ожи-
дается, что такая иммунная реакция будет способствовать 
деколонизации носителей и снижению частоты развития у 
них эндогенной стафилококковой инфекции. Пероральная 
аутовакцинация с успехом была использована для борьбы с 
назальным носительством Str. pneumoniae и Str. pyogenes, а 
вот носители S. aureus оказались рефрактерными к такому 
способу деколонизации [81]. Можно предположить, что для 
санации этой категории носителей вакцинацию следовало 
проводить не перорально, а интраназально, поскольку ап-
пликация микробной культуры на слизистую оболочку носа 
приводит к формированию местной иммунной защиты [66]. 
Также необходимо подумать и о возможности наработки ау-
товакцин из биопленки S. aureus [82-84].

Следует иметь в виду, что деколонизация не всегда пред-
полагает полное освобождение от золотистого стафилококка. 
Присутствие небольшого количества «адаптированных» пато-
бионтов в составе микробного консорциума не представляет 
опасности для организма. Некоторые авторы отмечают даже 
определенную выгоду, которую приносит носительство  S. 
aureus, – оно позволяет поддерживать в организме определен-
ный уровень иммунного ответа к стафилококку. Так, смерт-
ность от стафилококкового сепсиса среди пациентов, кото-
рые не являлись носителями, была в четыре раза выше, чем 
среди тех, кто до заболевания был колонизован золотистым 
стафилококком [2]. Помимо этого показано, что высокие кон-
центрации S.  aureus  индуцируют синтез провоспалительных 
цитокинов TNFa и ингибируют образование противовоспали-
тельных IL-10, а небольшие количества S. aureus  – наоборот, 
способствуют подавлению воспалительной реакции  [85]. В 
целом, при деколонизации S. aureus усилия должны быть на-
правлены не на тотальное «искоренение» данного микроба, а 
на восстановление функции контроля организма хозяина над 
состоянием микробиоты. В результате формирования полно-
ценного микробиоценоза должен заработать естественный 
механизм саморегуляции, ограничивающий колонизацию, 
размножение и вирулентность патобионтов. В зависимости от 
состояния местной экосистемы и микроокружения патобион-
ты могут быть вредными, нейтральными или даже полезными 
для организма [86]. Решить задачу восстановления колониза-
ционной резистентности организма с помощью антибиотиков, 
по понятным причинам, не удастся.

Выводы:
1) Проблема носительства S. aureus и борьбы с ним оста-

ётся актуальной. Элиминация S. aureus может привести не 
только к предотвращению микробных осложнений у паци-
ентов, но и к самовосстановлению подавленной стафилокок-
ками резидентной микробиоты, оздоровлению носоглотки и 
организма в целом. 
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2) Назальная микробиота играет важную роль в защите 
организма от бактерионосительства, и ее восстановление яв-
ляется необходимым, а возможно и достаточным, условием 
достижения эффекта стойкой деколонизации.

3) Дальнейшие разработки в области микробиологии, мо-
лекулярной биологии и иммунологии микробных биопленок, 
аутопробиотиков и аутовакцин позволят создать эффектив-
ный способ лечения дисбиоза носа, проявлением которого 
является стафилокковое носительство.

4) Рассмотренные подходы к восстановлению нормаль-
ного микробиоценоза полости носа будут полезны при разра-
ботке новых, «экологичных» способов профилактики и дру-
гих заболеваний, для которых известен феномен бактерионо-
сительства, в том числе менингококковой, пневмококковой, 
стрептококковой, гемофильной, коклюшной и дифтерийной 
инфекций.
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Лемасова Л.В., Ткаченко Г.А., Прохватилова Е.В., Белицкая Л.И., Викторов Д.В., Топорков А.В.

ОЦЕНКА ВОЗМОЖНОСТИ ПРИМЕНЕНИЯ В ЛАБОРАТОРНОЙ ПРАКТИКЕ 
НАБОРА РЕАГЕНТОВ ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ САПА И МЕЛИОИДОЗА С ПОМОЩЬЮ 
ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ В РЕАЛЬНОМ ВРЕМЕНИ

ФКУЗ Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт Роспотребнадзора, 400131, Волгоград, 
Россия

Для диагностики in vitro разработан набор реагентов «AмплигенBurk-mallei/pseudomallei-РВ» для выявления и диффе-
ренциации ДНК возбудителей сапа и мелиоидоза методом мультиплексной ПЦР в режиме реального времени в био-
логическом (клиническом) материале и культурах микроорганизмов, объектах окружающей среды, твёрдых пищевых 
продуктах (рис). В клинических испытаниях изучена диагностическая ценность набора реагентов «AмплигенBurk-mallei/
pseudomallei-РВ». Установлена высокая аналитическая чувствительность (1×103 м.к./мл) и специфичность 100% ПЦР-
РВ с разработанным набором вне зависимости от вида исследуемого материала. Диагностическая чувствительность 
ПЦР-РВ при применении набора реагентов составила не менее 98,0% и специфичностью не менее 99%. Завершены 
этапы государственной экспертизы, получено регистрационное удостоверение в Росздравнадзоре, разрешены произ-
водство, реализация и применение МИ в медицинской лабораторной практике.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  набор реагентов; сап; мелиоидоз; полимеразная цепная реакция в реальном времени.
Для цитирования: Лемасова Л.В., Ткаченко Г.А., Прохватилова Е.В., Белицкая Л.И., Викторов Д.В., Топорков А.В. 
Оценка возможности применения в лабораторной практике набора реагентов для диагностики сапа и мелиоидоза с 
помощью полимеразной цепной реакции в реальном времени. Клиническая лабораторная диагностика. 2019; 64 (11): 
700-704. DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2019-64-11-700-704
Lemasova L.V., Tkachenko G.A., Prokhvatilova E.V., Belitskaya L.I., Viktorov D.V., Toporkov A.V.
ASSESSMENT OF THE POSSIBILITY OF APPLICATION IN LABORATORY PRACTICE OF reagent kit FOR 
DIAGNOSIS OF GLANDERS AND MELIOIDOSIS BY REAL-TIME POLYMERASE CHAIN REACTION
Federal Government Health Institution «Volgograd Research Institute for Plague Control» of the Federal Service for 
Surveillance on Consumer Rights Protection and Human Well-being, 400131, Volgograd, Russia
The reagent kit AmpligenBurk-mallei/pseudomallei-RT PCR is designed for detecting in vitro diagnostics and differentiate 
the DNA of glanders and melioidosis pathogens by real-time multiplex PCR in biological (clinical) material and cultures of 
microorganisms, as well as environmental objects and solid food products (rice). During clinical testing diagnostic value of 
reagent kit AmpligenBurk-mallei/pseudomallei-RT PCR has been studied. Based on the results obtained, a high analytical 
sensitivity (1×103 microbe cells/ml) and specificity (100%) of PCR-RT with the developed reagent kit were established, regardless 
of the type of material being studied. The diagnostic sensitivity of PCR-RT using a set of reagents was at least 98.0% and specificity 
at least 99%. The stages of state examination have been completed, a registration certificate has been obtained at Roszdravnadzor, 
production, sale and use of reagent kit in medical laboratory practice have been permitted.
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Clinical molecular studies

Введение. Высокопатогенные для человека и различ-
ных видов животных возбудители Burkholderia mallei и 
Burkholderia pseudomallei вызывают особо опасные инфек-
ционные заболевания – сап и мелиоидоз. В связи с тяжёлым 
течением заболеваний, сложностью постановки диагноза на 
основании клинических симптомов, высокой летальностью, 
отсутствием специфических препаратов для профилактики 
остается актуальной проблема совершенствования средств 
диагностики B. mallei и B. pseudomallei. Возбудители об-
ладают близким антигенным родством и высокой степенью 
сходства геномов B mallei и B. pseudomallei. Вследствие это-
го возникают сложности конструирования диагностических 
препаратов, позволяющих дифференцировать патогенные 
буркхольдерии [1, 2].

К середине XX века сап ликвидирован на территориях 
многих стран мира, в том числе России и США, но в настоя-
щее время его относят к «возвращающимся» инфекциям, по-
скольку отмечается тенденция к увеличению частоты возник-
новения эпизоотий и расширение его ареала. Эндемичными 
территориями считают Иран, Бразилию, Индию, Монголию, 
в ряде стран (Турция, Германия, Объединенные Арабские 
Эмираты) регистрируют единичные случаи сапа у сельско-
хозяйственных и диких животных. В естественных условиях 
резервуаром и источником инфекции являются больные жи-
вотные (лошади, ослы, верблюды, мулы) [2-5].

Мелиоидоз распространён в тропических и субтропиче-
ских областях Западной и Центральной Африки, Южной и 
Юго-Восточной Азии, Центральной и Южной Америки, в 
Северо-Восточной Австралии, где возбудитель входит в со-
став микробиоты почвы и воды стоячих водоёмов. Заболе-
ваемость мелиоидозом в мире составляет порядка 165 тыс. 
случаев ежегодно, уровень смертности, достигает 58%, что 
сопоставимо со смертностью от кори. Многообразие клини-
ческих проявлений, бессимптомное течение или внутрикле-
точная персистенция возбудителя, в дополнение с высокой 
резистентностью его к широкому спектру антибактериаль-
ных препаратов, существенно затрудняет адекватную диа-
гностику и своевременное лечение мелиоидоза [6-8].

На территории Российской Федерации сап и мелиоидоз 
до настоящего времени не регистрировали, возможно, по 
причине, что данные заболевания не являются эндемичными 
и относятся к числу «экзотических инфекций». Продолжаю-
щееся расширение ареала сапа и мелиоидоза, как на энде-
мичных территориях, так и в странах, где заболевания носят 
завозной характер, может быть связано, с одной стороны, с 
развитием экономических и культурных связей между раз-
личными государствами, с другой – является результатом 
постоянного совершенствования лабораторной диагностики, 
включая разработку современных экспрессных генетических 
методов.

В России функционирует Референс-центр по мониторингу 
за возбудителями сапа и мелиоидоза (далее Референс-центр), 
на базе ФКУЗ Волгоградский научно-исследовательский про-
тивочумный институт Роспотребнадзора, деятельность кото-
рого координируется в соответствии с приказом Роспотреб-
надзора № 1116 от 01.12.2017 г. «О совершенствовании систе-
мы мониторинга, лабораторной диагностики инфекционных и 
паразитарных болезней и индикации ПБА в Российской Фе-
дерации». Важными направлениями деятельности Референс-
центра являются проведение научно-исследовательских работ 
по изучению биологических свойств патогенных буркхольде-
рий и разработка диагностических наборов реагентов, обеспе-
чивающих с высокой чувствительностью и специфичностью 
выявление возбудителей сапа и мелиоидоза в окружающей 
среде и различных пробах клинического материала.

Цель работы – испытание и оценка диагностических ха-
рактеристик нового набора реагентов для выявления и диф-

ференциации ДНК возбудителей сапа и мелиоидоза методом 
мультиплексной ПЦР в режиме реального времени.

Материал и методы. Использовано медицинского из-
делие для диагностики in vitro сапа и мелиоидоза «Набор 
реагентов для выявления и дифференциации ДНК возбуди-
телей сапа (Burkholderia mallei) и мелиоидоза (Burkholderia 
pseudomallei) методом мультиплексной полимеразной цепной 
реакции с флуоресцентной детекцией «AмплигенBurk-mallei/
pseudomallei-РВ» по ТУ 21.20.23-013-01898084-2016». В со-
став набора реагентов «AмплигенBurk-mallei/pseudomallei-
РВ» входят следующие компоненты: ПЦР-смесь-1 B.mallei/
pseudomallei – 1 пробирка по 0,3мл; ПЦР-буфер-2 – 1 пробир-
ка по 0,3 мл; Taq-ДНК-полимераза –1 пробирка по 0,03 мл; 
МgСl2- 1 пробирка по 0,15 мл; ПКО ДНК B. mallei (положи-
тельный контрольный образец) – 1 пробирка по 0,1 мл; ПКО 
ДНК B. pseudomallei (положительный контрольный образец) 
– 1 пробирка по 0,1 мл; ВКО (внутренний контрольный обра-
зец) – 1 пробирка по 0,08мл; ТЕ-буфер – 1 пробирка по 1 мл.

Клинические испытания МИ проводили с использова-
нием 14 штаммов B. mallei, 16 штаммов B. pseudomallei, 20 
штаммов гетерологичных микроорганизмов, из них 5 штам-
мов B. thailandensis, 7 штаммов B. cepacia, 1 штамм Vibrio 
choleraе, 1 штамм Francisella tularensis, 1 штамм Yersinia pes-
tis, 1 штамм Bacillus anthracis, 1 штамм Pseudomonas putida, 1 
штамм Pseudomonas aeroginosa, 1 штамм Staphylococcus au-
reus, 1 штамм Escherichia coli, полученных из коллекции жи-
вых культур ФКУЗ Волгоградский научно-исследовательский 
противочумный институт Роспотребнадзора.

Оценка диагностической чувствительности набора реа-
гентов «AмплигенBurk-mallei/pseudomallei-РВ» проведена на 
образцах клинического материала (кровь, моча, спинномоз-
говая жидкость, содержимое абсцессов, мокрота, рвотные 
массы, отделяемое язв, экссудаты, пунктаты из лимфатиче-
ских узлов, мазок из носоглотки, испражнения), секционного 
материала от человека (биоптаты печени, селезёнки, лёгкого, 
почки, головной мозг), биологического материала от живот-
ных (сердце, печень, лёгкое, селезёнка, почки, головной мозг, 
костный мозг, кровь), объектов окружающей среды (вода, по-
чва), твёрдых пищевых продуктов (рис), искусственно конта-
минированных B. mallei Ц 4, B. pseudomallei 100 в конечной 
концентрации 1×103 м.к./мл. Для определения диагностиче-
ской специфичности использованы бактериальные суспен-
зии гетерологичных микроорганизмов в концентрации 1×107 
м.к./мл и образцы клинического и биологического материа-
ла, искусственно контаминированные B. thailandensis Е 299 в 
конечной концентрации 1×107 м.к./мл.

Работу проведена в соответствии с СП 1.3.3118-13 «Без-
опасность работы с микроорганизмами I-II групп патоген-
ности (опасности)», МУ 1.3. 2569-09 «Организация работы 
лабораторий, использующих методы амплификации нуклеи-
новых кислот при работе с материалом, содержащим микро-
организмы I-IV групп патогенности», МУ 4.2.2787-10 «Лабо-
раторная диагностика мелиоидоза» и МУ 4.2.2831-11 «Лабо-
раторная диагностика сапа».

Штаммы B. mallei и B. pseudomallei культивировали на 
агаре Хоттингера (ФСР 2009/05571), содержащим 5% гли-
церина, рН среды (7,0±0,2), инкубировали при температуре 
(37±1)° С в течение 24-48 ч. Выращивание близкородствен-
ных и гетерологичных видов микроорганизмов проводили с 
использованием общепринятых требований в соответствии 
с видом. Количество клеток в приготовленных разведениях 
проверяли путём высева из микробных взвесей в концен-
трации 1×103 м.к./мл по 0,1 мл микробной взвеси каждого 
тест-штамма на чашки Петри с агаром Хоттингера (ФСР 
2009/05571), содержащим 5% глицерина, рН среды (7,0±0,2). 
Через 24-48 ч инкубации подсчитывали количество колоний, 
выросших на поверхности агара.
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Выделение ДНК. Выделение ДНК из проб чистых культур 
возбудителей сапа и мелиоидоза, гетерологичных микроор-
ганизмов, спинномозговой жидкости, мазков из носоглотки 
осуществляли в присутствии гуанидинизотиоцианата мето-
дом осаждения изопропанолом с использованием коммерче-
ского набора «РИБО-преп» (ФБУН ЦНИИ эпидемиологии 
Роспотребнадзора, Россия). Выделение ДНК из проб крови, 
мочи, мокроты, содержимого абсцессов, рвотных масс, отде-
ляемое язв, экссудатов, пунктатов из лимфатических узлов, 
биоптатов, испражнений, воды, почвы, риса проводили с по-
мощью коммерческого набора «ДНК-сорб-В» (ФБУН ЦНИИ 
эпидемиологии Роспотребнадзора, Россия). Работу осущест-
вляли в соответствии с инструкциями к указанным наборам.

Для определения возможной контаминации на этапе вы-
деления ДНК наряду с исследуемыми пробами включали 
отрицательный контроль выделения (ОКВ), который анали-
зировали далее в ПЦР-РВ. Для этого в отдельную микроцен-
трифужную пробирку объёмом 1,5 мл вместо пробы ДНК 
вносили 100 мкл ТЕ-буфера.

Постановка и проведение ПЦР-РВ. В микропробирке 
объёмом 0,6 мл или 1,5 мл готовили реакционную смесь, ко-
торая состояла из ПЦР-смесь-1 B. mallei/pseudomallei, ПЦР-
буфер-2, МgСl2, ВКО, Taq-F-ДНК-полимеразы. Подготовлен-
ную смесь тщательно перемешивали на микроцентрифуге/
встряхивателе и вносили по 15 мкл микропробирки объёмом 
0,2 мл. Затем в пробирки вносили по 10 мкл ДНК из иссле-
дуемых проб и 4 контрольных (отрицательный контроль вы-
деления, отрицательный контроль ПЦР, положительный кон-
троль B. mallei положительный контроль B. pseudomallei).

Детекцию результатов осуществляли путём измерения 
интенсивности флуоресцентных сигналов непосредствен-
но в процессе ПЦР-РВ на приборе Rotor-Gene 6000 («Cor-
bett Research», Австралия): по каналу FAM/Green – ДНК  
B. mallei, по каналу TAMRA/Yellow – ДНК B. pseudomallei, 
по каналу Cy5/Red – ВКО (внутреннего контрольного образ-
ца). Результаты учитывали на основании наличия (или от-
сутствия) пересечения кривой накопления флуоресценции с 
установленной на соответствующем уровне пороговой лини-
ей (что соответствовало наличию или отсутствию значения 
порогового цикла «Ct» в соответствующей графе в таблице 
результатов).

Для определения внутрипостановочной воспроизводи-
мости одинаковые положительные пробы исследовали в пя-
ти повторах с использованием двух серий набора реагентов 
«AмплигенBurk-mallei/pseudomallei-РВ». Для определения 
межпостановочной и межсерийной воспроизводимости оди-
наковые положительные пробы исследовали повторно с ис-
пользованием двух серий набора реагентов «AмплигенBurk-
mallei/pseudomallei-РВ».

В качестве препарата сравнения использовали коммер-
ческий набор реагентов «Набор реагентов для выявления и 
идентификации ДНК возбудителей бруцеллёза, сапа и ме-
лиоидоза методом полимеразной цепной реакции в реальном 
времени (ОМ-Скрин-Бру/Сап/Мелиоидоз-РВ) по ТУ 939816-
017-46395995-2013», производства ЗАО «Синтол»,  г.  Мо-
сква. Учёт и интерпретацию результатов проводили в соот-
ветствии с инструкцией к медицинскому изделию.

Статистическую обработку полученных результатов про-
водили в соответствии с «Методическими рекомендациями 
по порядку проведения экспертизы качества, эффективности 
и безопасности медицинских изделий», утв. ФГБУ «ЦМи-
КЭЭ» и ФГБУ «ВНИИИМТ» 14.11.2013 г., ГОСТ Р 53022.3-
2008 «Технологии лабораторные клинические. Требования 
к качеству клинических лабораторных исследований. Часть 
3. Правила оценки клинической информативности лабора-
торных тестов». Статистическую достоверность результатов 
испытаний оценивали в зависимости от числа параллельных 

опытов при доверительной вероятности 90%, используя фор-
мулу биноминального распределения Бернулли.

Результаты и обсуждение. В диагностике особо опас-
ных инфекций мультиплексная ПЦР-РВ обладает рядом пре-
имуществ: высокой чувствительностью и специфичностью, 
возможностью одновременной идентификации двух и более 
патогенных микроорганизмов в любом исследуемом матери-
але за короткое время. Специалистами ФКУЗ Волгоградский 
научно-исследовательский противочумный институт Роспо-
требнадзора разработан набор реагентов «АмплигенBurk-
mallei/pseudomallei-РВ», предназначенный для обнаружения 
и дифференциации ДНК возбудителей сапа и мелиоидоза в 
пробах клинического материала (кровь, моча, спинномоз-
говая жидкость, содержимое абсцессов, мокрота, рвотные 
массы, отделяемое язв, экссудаты, пунктаты из лимфатиче-
ских узлов, мазок из носоглотки, испражнения), секционно-
го материала (биоптаты печени, селезёнки, лёгкого, сердца, 
почки, головной мозг), биологического материала от жи-
вотных (сердце, печень, лёгкое, селезёнка, почки, головной 
мозг, костный мозг, кровь), объектов окружающей среды (во-
да, почва), твёрдых пищевых продуктов (рис), выделенных 
культур микроорганизмов методом мультиплексной полиме-
разной цепной реакции с гибридизационно-флуоресцентной 
детекцией в режиме реального времени.

Набор реагентов «AмплигенBurk-mallei/pseudomallei-РВ» 
предлагается для применения в клинической лабораторной 
диагностике при исследовании материала, полученного от 
лиц с подозрением на сап и/или мелиоидоз вне зависимости 
от формы и наличия манифестации заболевания, в том числе 
находившихся на эндемичных территориях по сапу и мелио-
идозу, при проведении эпидемиологического мониторинга.

При разработке набора «AмплигенBurk-mallei/
pseudomallei-РВ» выбраны уникальные ДНК-мишени и скон-
струированы пары праймеров и флуоресцентно-меченые 
зонды для специфичной амплификации B. mallei на основе 
фрагментов гена fliP, кодирующего белок биосинтеза флагел-
лина (flagellar biosynthetic protein - fliP), имеющего вставку, 
фланкированную IS407A, для B. pseudomallei, комплемен-
тарные последовательности гена, кодирующего белок gp68, 
входящий в состав RimL региона (ацетилтрансферазы, вклю-
чающие N-ацетилазы рибосомальных белков) [9].

В ходе контрольных лабораторных испытаний медицин-
ского изделия определены аналитические характеристики 
набора «AмплигенBurk-mallei/pseudomallei-РВ». Получен-
ные результаты подтвердили заявленную аналитическую 
чувствительность ПЦР-РВ с использованием данного набо-
ра реагентов – 1×103 м.к./мл. С гетерологичными микроор-
ганизмами в концентрации 1×107 м.к./мл отсутствовали по-
ложительные результаты, что указывало на высокую анали-
тическую специфичность разработанного набора реагентов 
равную 100%.

Для проверки технических характеристик набора реа-
гентов и согласования нормативно-эксплуатационных доку-
ментов в 2016 г. проведены технические испытания МИ на 
базе Федерального казённого учреждения здравоохранения 
«Российский научно-исследовательский противочумный ин-
ститут «Микроб» Федеральной службы по надзору в сфере 
защиты прав потребителей и благополучия человека (ФКУЗ 
РосНИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора). В результате ис-
пытаний согласованы вид, класс потенциального риска при-
менения в соответствии с номенклатурной классификацией 
МИ, утверждённой приказом Минздрава России от 06.06.2012 
«Об утверждении номенклатурной классификации медицин-
ских изделий», проведена доработка технической и эксплуа-
тационной документации и оформлен акт испытаний.

В 2017 г. набор «AмплигенBurk-mallei/pseudomallei-РВ» 
представлен к государственной регистрации в Федеральную 
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службу по надзору в сфере здравоохранения в качестве меди-
цинского изделия. При проведении клинических испытаний с 
целью определения диагностической чувствительности МИ 
«AмплигенBurk-mallei/pseudomallei-РВ» при анализе 312 проб, 
из которых 160 проб суспензий микроорганизмов, 72 пробы 
клинического материала, 12 проб секционного материала, 44 
пробы биологического материала, 16 проб объектов окружаю-
щей среды, 8 проб твёрдых пищевых продуктов, искусственно 
контаминированных бактериальными агентами, содержащих 
возбудителей сапа (B. mallei) и мелиоидоза (B. pseudomallei) в 
концентрации 1×103 м.к./мл, получен положительный резуль-
тат в 309 случаях (99%).

При определении диагностической специфичности МИ 
«AмплигенBurk-mallei/pseudomallei-РВ» при анализе 184 
проб, из которых 108 проб суспензий микроорганизмов, 36 
проб клинического материала, 6 проб секционного материа-

ла, 22 пробы биологического материала, 8 проб объектов 
окружающей среды и 4 – твёрдых пищевых продуктов, ис-
кусственно контаминированных бактериальными агентами, 
содержащих близкородственные и гетерологичные микро-
организмы в концентрации 1×107 м.к./мл получен отрица-
тельный результат в 100% случаев. Внутрипостановочная и 
межсерийная воспроизводимость для всех положительных 
образцов составила 100%.

При проведении клинических испытаний доказана 
диагностическая эффективность медицинских изделий 
«AмплигенBurk-mallei/pseudomallei-РВ»: диагностическая 
чувствительность составила не менее 98% с доверительной 
вероятностью 90% при анализе 312 положительных проб, 
содержащих возбудителей сапа и мелиоидоза в концентра-
ции 1×103 м.к./мл, получен положительный результат в 309 
случаях; диагностическая специфичность - не менее 99,0% с 

Результаты исследований в ПЦР с использованием набора реагентов «AмплигенBurk-mallei/pseudomallei-РВ»  
для выявления и дифференциации ДНК B. mallei и B. pseudomallei методом ПЦР-РВ

Наименование проб Число 
проб

Положительный ответ в ПЦР 
«AмплигенBurk-mallei/

pseudomallei-РВ»
Образец сравнения
«ОМ-Скрин-Бру/

Сап/Мелиоидоз-РВ»Серия 4/18 Серия 5/18
1 2 3 4 5

Пробы чистых культур, содержащие B. mallei в концентрации 1×103м.к./мл 38 38 38 38
Пробы чистых культур, содержащие B pseudomallei в концентрации 1×103м.к./мл 42 42 40 40
Пробы клинического материала, содержащие B. mallei концентрации 1×103 м.к./мл 18 18 18 18
Пробы клинического материала, содержащие B pseudomallei в концентрации 
1×103 м.к./мл

18 18 17 12

Пробы секционного материала, содержащие B. mallei в концентрации 1×103 м.к./мл 3 3 3 2
Пробы секционного материала, содержащие B pseudomallei в концентрации 1×103 
м.к./мл

3 3 3 2

Пробы биологического материала, содержащие B. mallei в концентрации 1×103 
м.к./мл

11 11 11 10

Пробы биологического материала, содержащие B pseudomallei в концентрации 
1×103 м.к./мл

11 11 11 4

Пробы объектов окружающей среды, содержащие B. mallei в концентрации 
1×103м.к./мл

4 4 4 4

Пробы объектов окружающей среды, содержащие B. pseudomallei в концентра-
ции 1×103м.к./мл

4 4 4 4

Пробы пищевых продуктов, содержащие B. mallei в концентрации 1×103м.к./мл 2 2 2 2
Пробы пищевых продуктов, содержащие B. pseudomallei в концентрации 
1×103м.к./мл

2 2 2 2

Итого положительных проб, содержащих B. mallei, в концентрации 1×103 м.к./мл 76 76 76 74
Итого положительных проб, содержащих B. pseudomallei в концентрации 1×103 
м.к./мл

80 80 77 64

Итого положительных проб, содержащих B. mallei, B. pseudomallei в концентра-
ции 1×103 м.к./мл

156* 156 153 138*

Пробы чистых культур, содержащие близкородственные и гетерологичные 
микроорганизмы в концентрации 1×107 м.к./мл

54 0 0 0

Пробы клинического материала, содержащие близкородственные микроорганиз-
мы в концентрации 1×107 м.к./мл

18 0 0 0

Пробы секционного материала, содержащие близкородственные микроорганиз-
мы в концентрации 1×107 м.к./мл

3 0 0 0

Пробы биологического материала, содержащие близкородственные микроорга-
низмы в концентрации 1×107 м.к./мл

11 0 0 0

Пробы объектов окружающей среды, содержащие близкородственные микроор-
ганизмы в концентрации 1×107 м.к./мл

4 0 0 0

Пробы пищевых продуктов, содержащие близкородственные микроорганизмы в  
концентрации 1×107 м.к./мл

2 0 0 0

Итого отрицательных проб, содержащих близкородственные  и гетерологичные 
микроорганизмы в концентрации 1×107 м.к./мл

92* 0 0 0

П р и м е ч а н и е . * - образцы анализировали в 2 повторах.
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доверительной вероятностью 90% при исследовании 184 от-
рицательных проб, содержащих близкородственные и гете-
рологичные микроорганизмы в концентрации 1×107 м.к./мл, 
получен отрицательный ответ в 184 случаях.

В качестве препарата сравнения использован набор реа-
гентов «ОМ-Скрин-Бру/Сап/Мелиоидоз-РВ», зарегистриро-
ванный на территории Российской Федерации. Чувствитель-
ность ПЦР-РВ при исследовании проб с помощью набора 
«ОМ-Скрин-Бру/Сап/Мелиоидоз-РВ», содержащих возбуди-
телей B. mallei, B. pseudomallei в концентрации 1×103 м.к./мл  
составила – 89%. Специфичность ПЦР-РВ с препаратом 
сравнения при анализе проб, содержащих близкородствен-
ных и гетерологичных микроорганизмов в концентрации 
1×107 м.к./мл, составила 100%.

Результаты клинических испытаний, сводные данные по 
эффективности (чувствительности и специфичности) набо-
ров реагентов представлены в табл. 1.

На основании полученных данных набор реагентов 
«AмплигенBurk-mallei/pseudomallei-РВ» рекомендован к го-
сударственной регистрации в Российской Федерации в каче-
стве медицинского изделия. Проведена экспертиза докумен-
тов регистрационного досье на МИ, результатов технических 
и клинических испытаний, представляющих собой формы 
оценки соответствия МИ по классам в зависимости от по-
тенциального риска их применения, экспертизы качества, 
эффективности и безопасности МИ в соответствии с Прави-
лами государственной регистрации медицинских изделий, 
утверждёнными Постановлением Правительства Российской 
Федерации от 27.12.2012 № 1416.

В 2018 г. получено в Федеральной службе по надзору в 
сфере здравоохранения Регистрационное удостоверение № 
РЗН 2018/7999 от 29.12.2018 г. и разрешены производство, 
реализация и применение МИ в медицинской лабораторной 
практике.

Заключение. Внедрение новых диагностических препа-
ратов позволит расширить спектр средств для лабораторной 
диагностики патогенных буркхольдерий, что даст возмож-
ность избежать ложноотрицательных результатов и повы-
сить надёжность анализа. Мультиплексная ПЦР-РВ позволит 
проводить качественный анализ нескольких возбудителей в 
одной пробирке и дифференцировать близкородственные ви-
ды одновременно, такие как возбудители сапа и мелиоидоза, 
гибридизационно-флуоресцентная детекция поможет сокра-
тить продолжительность исследования, трудоёмкость анали-
за и снизить риск контаминации.

Разработанный специалистами ФКУЗ Волгоградский 
научно-исследовательский противочумный институт Ро-
спотребнадзора набор реагентов «AмплигенBurk-mallei/
pseudomallei-РВ» для диагностики in vitro сапа и мелиоидоза 
методом ПЦР-РВ даёт возможность выявлять возбудителей 
в пробах клинического и биологического материала, культу-
рах микроорганизмов, объектах окружающей среды, твёр-
дых пищевых продуктах (рис), что позволит в кратчайшие 
сроки обнаружить и дифференцировать ДНК патогенных 
буркхольдерий, что важно для установления своевременного 
и точного диагноза. Использование данного молекулярно-
генетического подхода значительно повысит эффективность 
диагностики заболеваний и выбор тактики лечения, обеспе-
чит своевременное проведение необходимых противоэпиде-
мических мероприятий.
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Рис.3. Цифровой цитопрепарат. а – асцитическая жидкость; б – промывные воды мочевого 
пузыря. Сканер Aperio CS2 (Leica, Германия), используемое ув. х200, окрашивание по Ро-
мановскому.

Рис. 4. Классическая микроскопия цитопрепарата. а – асцитическая жидкость; б – промыв-
ные воды мочевого пузыря. Микроскоп Zeiss Primo Star (Carl Zeiss, Германия), ув. х200, 
окрашивание по Романовскому.

а б

ба

Рис.1. Картина периферической крови больных бронхиальной астмой при пециломикозе в фазе активации пециломикозной 
инфекции в крови.   
а – в поле зрения палочкоядерный нейтрофил и эритроциты, с фиксированными на их клеточных мембранах эндоспорами. В цитоплазме отдельных 
эритроцитов определяются цитоскелеты грибных клеток. Окраска по Гимзе -Романовскому. х900. 
 б – в центре эритроцит, в цитоплазме которого определяется грибная клетка, а также эндоспоры, фиксированные к его клеточной мембране и  других 
эритроцитов.  Окраска толуидиновым синим. х900. 
в – начальная стадия цитолиза: cформирована замкнутая полость с оболочкой из склеенных между собой эритроцитов, внутри которой, среди гемоли-
зированных эритроцитов, наблюдается цитоскелет грибной клетки. Окраска по Гимзе – Романовскому. х400.  
г – стадия завершенного цитолиза. Наблюдается полный лизис грибной клетки, гомогенизация и уплотнение стенки полости. Окраска по  Гимзе – Ро-
мановскому. х400.  

Рис. 2 . Картина периферической крови больных с лейкемией. 
а – пациент К., 25 лет. Диагноз: Острый миелобластный лейкоз. В поле зрения тканевая форма плодового тела, вокруг которого идет формирование 
замкнутой полости в виде кольца цитолиза из эритроцитов. Окраска по Гимзе - Романовскому. х400. б – деталь этого же наблюдения:  в поле зрения 
двойное кольцо из склеенных между собой эритроцитов, вокруг незавершенного лизиса грибной клетки. х400.
в –  пациент Х., 30 лет. Диагноз: лейкемоидная реакция эозинофильного типа. В поле зрения кольцо цитолиза из эритроцитов, с заключенными в нем 
цитоскелетом тканевой формы P. variotii. Окраска по Гимзе- Романовскому.  х400. 
г – деталь этого же  наблюдения: вид двойного кольца из склеенных между собой эритроцитов при незавершенном лизисе грибной клетки. х400. 

Рис. 3. Картина периферической кро-
ви 8-дневного куриного эмбриона 
при экспериментальном заражении 
частицами мицелия Paecilomyces 
variotii. 
a – в поле зрения тканевые клетки Р. variotii 
среди эритроцитов. Окраска по Гимзе-
Романовскому. х900. 
б – кольца цитолиза эритроцитов на разных 
этапах проявления лизиса грибных клеток. 
Окраска по Грам-Вейгерту. х400.
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Рис.3. Цифровой цитопрепарат. а – асцитическая жидкость; б – промывные воды мочевого 
пузыря. Сканер Aperio CS2 (Leica, Германия), используемое ув. х200, окрашивание по Ро-
мановскому.

Рис. 4. Классическая микроскопия цитопрепарата. а – асцитическая жидкость; б – промыв-
ные воды мочевого пузыря. Микроскоп Zeiss Primo Star (Carl Zeiss, Германия), ув. х200, 
окрашивание по Романовскому.
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Рис.1. Картина периферической крови больных бронхиальной астмой при пециломикозе в фазе активации пециломикозной 
инфекции в крови.   
а – в поле зрения палочкоядерный нейтрофил и эритроциты, с фиксированными на их клеточных мембранах эндоспорами. В цитоплазме отдельных 
эритроцитов определяются цитоскелеты грибных клеток. Окраска по Гимзе -Романовскому. х900. 
 б – в центре эритроцит, в цитоплазме которого определяется грибная клетка, а также эндоспоры, фиксированные к его клеточной мембране и  других 
эритроцитов.  Окраска толуидиновым синим. х900. 
в – начальная стадия цитолиза: cформирована замкнутая полость с оболочкой из склеенных между собой эритроцитов, внутри которой, среди гемоли-
зированных эритроцитов, наблюдается цитоскелет грибной клетки. Окраска по Гимзе – Романовскому. х400.  
г – стадия завершенного цитолиза. Наблюдается полный лизис грибной клетки, гомогенизация и уплотнение стенки полости. Окраска по  Гимзе – Ро-
мановскому. х400.  

Рис. 2 . Картина периферической крови больных с лейкемией. 
а – пациент К., 25 лет. Диагноз: Острый миелобластный лейкоз. В поле зрения тканевая форма плодового тела, вокруг которого идет формирование 
замкнутой полости в виде кольца цитолиза из эритроцитов. Окраска по Гимзе - Романовскому. х400. б – деталь этого же наблюдения:  в поле зрения 
двойное кольцо из склеенных между собой эритроцитов, вокруг незавершенного лизиса грибной клетки. х400.
в –  пациент Х., 30 лет. Диагноз: лейкемоидная реакция эозинофильного типа. В поле зрения кольцо цитолиза из эритроцитов, с заключенными в нем 
цитоскелетом тканевой формы P. variotii. Окраска по Гимзе- Романовскому.  х400. 
г – деталь этого же  наблюдения: вид двойного кольца из склеенных между собой эритроцитов при незавершенном лизисе грибной клетки. х400. 

Рис. 3. Картина периферической кро-
ви 8-дневного куриного эмбриона 
при экспериментальном заражении 
частицами мицелия Paecilomyces 
variotii. 
a – в поле зрения тканевые клетки Р. variotii 
среди эритроцитов. Окраска по Гимзе-
Романовскому. х900. 
б – кольца цитолиза эритроцитов на разных 
этапах проявления лизиса грибных клеток. 
Окраска по Грам-Вейгерту. х400.
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