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Захарова Н.О., Булгакова С.В., Тренева Е.В., Николаева А.В., Романчук П.И., Нестеренко С.А.

ОСОБЕННОСТИ ОПРЕДЕЛЕНИЯ И ПРОГНОСТИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ СКОРОСТИ 
КЛУБОЧКОВОЙ ФИЛЬТРАЦИИ У ЛИЦ СТАРШИХ ВОЗРАСТНЫХ ГРУПП  
С СЕРДЕЧНО-СОСУДИСТОЙ ПАТОЛОГИЕЙ 

ФГБОУ ВО «Самарский государственный медицинский университет» Минздрава РФ, 443099, Самара, Россия

Демографическая ситуация в последние десятилетия характеризуется прогрессирующим увеличением доли лиц старших 
возрастных групп как в развитых странах мира, так и в Российской Федерации. Основной вклад в заболеваемость и 
смертность людей старше 60 лет вносят болезни системы кровообращения (БСК). Раннему развитию и прогресси-
рованию сердечно-сосудистых заболеваний (ССЗ) способствует дисфункция почек, зачастую развивающаяся на фоне 
происходящих с возрастом морфологических изменений в почках, получивших название «старческой почки». Снижение 
скорости клубочковой фильтрации (СКФ) у пожилых пациентов не является обязательным и в большинстве случаев про-
исходит в результате существующего патологического процесса. Сочетанное влияние изменения СКФ и сердечно-сосу-
дистой патологии на прогноз пациентов старшего возраста остается малоизученным, что определяет актуальность 
исследования течения хронической болезни почек (ХБП) у гериатрических пациентов.
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Важнейшим демографическим феноменом на рубе-
же XX– ХХI веков явилось глобальное увеличение про-
должительности жизни населения и,                        как 
следствие, адекватный рост доли пожилых людей в об-
щей популяции населения стран всего мира. Так, в 1950 
г. лица в возрасте 60 лет и старше составляли 8% миро-
вого населения, в 2000 г. – уже 10%, а в 2050 г., по про-
гнозам ООН, их доля достигнет 21%. К 2020 г. впервые 
в истории численность людей в возрасте 60 лет и старше 
превысит численность детей младше 5 лет [1]. 

В России доля лиц старше 60 лет на 1 января 2016 г. 
составила 20,3%, к 2025 г. ожидается рост до 23,9 %, а к 
2050 г. – до 28,8%. Самарская область повторяет обще-
российские тенденции: на  начало 2018 г. все население 
составило 3 193 514 человек, из них пожилых людей – 
733 728 человек (мужчины  старше 60 лет  и  женщины  
старше 55 лет), что составляет 23 %  от  всего взрослого 
населения [2].

Однако если системы здравоохранения не вырабо-
тают эффективных стратегий решения проблем, встаю-
щих перед стареющим мировым населением, растущее 
бремя хронических заболеваний окажет глубокое воз-
действие на качество жизни пожилых людей [3]. В про-
цессе старения увеличивается вероятность возникно-
вения многих болезней, развивается полиморбидность. 
Наличие хронических заболеваний зачастую затрудняет 
диагностику, лечение и утяжеляют прогноз пациента.

Для старения характерны изменения, приводящие к 
формированию «старческой почки» [4]. К морфологиче-
ским изменениям почек относятся: уменьшение разме-
ров почек, снижение эффективного почечного кровотока 
в кортикальном слое, гиалиноз клубочков и склеротиче-
ские изменения в интерстиции, изменения  в канальцах 
атрофического характера. Это сопровождается сниже-
нием скорости клубочковой фильтрации (СКФ). В со-
ответствии с Национальными рекомендациями (2012 г.) 
СКФ в пределах 60-89 мл/мин/1,73 м² считается возраст-
ной нормой для лиц в возрасте 65 лет и старше [5, 6].

Часть исследователей считают возрастное снижение 
СКФ доброкачественным явлением, «возрастной нор-
мой», не имеющим  большого клинического значения. 
Другие  авторы  утверждают,  что  снижение  СКФ  у 
пожилых пациентов происходит в результате существу-
ющего  патологического процесса в почках. С возрастом 
почки подвергаются изменениям, которые обусловлены 
сдвигами в системе кровообращения. У 80-летнего че-
ловека от 30 до 40% нефронов склерозированы. У лиц 
старшего поколения  почти на 50% уменьшается объ-
ем гломеруллярной фильтрации, плазменный почечный 
кровоток, концентрационная способность почек. Обще-
признано, что пороговым значением для СКФ, свиде-
тельствующим  о  снижении функции почек для пожи-
лых пациентов является показатель 60 мл/мин/1,73м² 
[4]. 

Распространенность хронической болезни почек 
увеличивается по мере старения организма: дисфункция 
почек выявляется у 6-14 %  взрослого населения  и у 20 
% - 56 %  в популяции старших возрастных групп [7]. 
Поражение почек вносит свой «отрицательный вклад» в 
развитие и прогрессирование сердечно-сосудистой пато-
логии [8]. По данным многочисленных проспективных 
исследований даже незначительное снижение функции 
почек ассоциировано с увеличением риска сердечно-со-
судистой заболеваемости и смерти. Распространенность 
ХБП среди лиц пожилого возраста высока, но точных 

данных об истинной распространенности додиализных 
стадий ХБП недостаточно [9].

У пожилых людей существующие почечные забо-
левания и инволютивные процессы формируют «муль-
тиморбидную» почку старческого возраста,  которая 
склонна к быстрому прогрессирующему течению [10].

ХБП у пожилых часто развивается на фоне имею-
щихся болезней системы кровообращения. Повышение 
артериального давления играет ведущую роль в разви-
тии дисфункции почек. Доказано, что уже при высоком, 
нормальном артериальном давлении и  АГ 1 степени  
начинает формироваться гипертоническая нефропатия. 
Взаимосвязь дисфункции почек и изменений сердечно 
- сосудистой системы (ССС) получила название кардио-
ренального синдрома [8, 11].

Диагноз и степень тяжести ХБП определяется ве-
личиной СКФ и показателями альбуминурии/протеи-
нурии. В зависимости  от  уровня  СКФ  различают 5 
стадий ХБП: 5 стадия- менее 15 мл/мин/1,73м2, 4 ста-
дия-15-29 мл/мин/1,73 м2, 3А стадия – 45-59 мл/мин/1,73 
м2, 3Б  стадия - 30-44 мл/мин/1,73 м2, 2 стадия -60-89 мл/
мин/1,73 м2, 1 стадия - СКФ более 90 мл/мин/1,73 м2.  
Деление 3 стадии на две подстадии связано с различным 
прогнозом. Считается, что что при 3А стадии выше риск 
летальных сердечно-сосудистых осложнений, а при 3Б 
стадии более вероятно развитие терминальной почечной 
недостаточности [12].

«Золотым стандартом» расчета СКФ во всем мире 
является расчет  по уровню креатинина. Определение 
СКФ по разным расчетным формулам представляет 
определенный интерес у людей старших возрастных 
групп, так как понятие возрастной нормы до конца не 
сформулировано в гериатрической практике и требует 
дополнительных исследований [13].  

Таким образом, вопрос о «нормальности» снижения 
СКФ у пожилых людей до настоящего времени является 
спорным. Вопрос о разработке доступной и достовер-
ной расчетной методике определения СКФ, особенно у 
пациентов старших возрастных групп, является  весьма 
актуальным, так как оценка функции почек необходима 
не только для стратификации степени тяжести ХБП, но 
и для прогнозирования ее исходов.

Цель исследования - с помощью различных методик 
определения СКФ оценить  функциональное  состояние  
почек и его динамику у пациентов  старческого возрас-
та, страдающих  ишемической болезнью сердца, сте-
нокардией напряжения II функционального класса по  
классификации Канадской ассоциации кардиологов,  в 
сочетании с гипертонической болезнью III стадии, хро-
нической сердечной недостаточностью 2 функциональ-
ного класса по NYHA с додиализными стадиями ХБП. 

Материал и методы. Для решения поставленной 
цели на базе ГБУЗ «Самарский областной клиниче-
ский госпиталь для ветеранов войн» было проведено 
проспективное исследование 135  человек: 69 мужчин 
(51,1%) и 66 женщин (48,9%) в возрасте от 75 до 90 лет 
(средний возраст  83,2 ± 0,70  лет) с додиализной ста-
дией ХБП. Больные наблюдались в среднем 24,2 ± 0,93 
месяца. Период наблюдения состоял из трех этапов.  На 
первом этапе пациентам проводилось клиническое, ла-
бораторное и инструментальное обследование. Второй 
этап выполнялся через 12-14 мес после включения па-
циентов в  исследование, третий этап - через 24-36 мес 
после начала исследования. Данные этапы включали 
клинико-лабораторное обследование, выявление раз-
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вившихся за период наблюдения сердечно-сосудистых 
осложнений, оценку функции почек, эффективности ги-
потензивной терапии.

Критерием включения пациентов в исследование бы-
ло наличие ХБП, диагноз которой выставлялся согласно 
рекомендациям Научного общества нефрологов России 
(2012 г.) на основании данных визуализирующих мето-
дов исследования - ультразвукового исследования (УЗИ) 
и/или компьютерной томографии (КТ) почек, опреде-
ления альбуминурии/протеинурии, СКФ по формуле 
CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collabo-
ration) в пределах от 15 до 90 мл/мин/1,73м2 [14]. При 
ультразвуковом исследовании критериями повреждения 
почек являлись: уменьшение размеров почек, расшире-
ние чашечно-лоханочной системы, уменьшение корти-
ко-медуллярной дифференцировки, деформация чаше-
чек, наличие кист, конкрементов.    

К критериям исключения из исследования отно-
сились: системные заболевания с поражением почек; 
терминальная и острая и почечная недостаточность; 
единственная почка; стенокардия напряжения IV функ-
ционального класса по классификации Канадской ассо-
циации кардиологов; сахарный диабет, онкологические 
заболевания, инфаркт  миокарда; хроническая сердеч-
ная недостаточность III-IV ФК (по классификации Нью-
Йоркской кардиологической ассоциации – NYHA), все 
формы фибрилляции предсердий, бронхиальная астма и 
хроническая обструктивная болезнь легких.

Все пациенты получали терапию согласно Россий-
ским клиническим рекомендациям и протоколам.

Исследуемую группу (1) составили лица старческого 
возраста – 131 пациент  в возрасте  от 75 до 89 лет  и 4 
долгожителя в возрасте 90 лет. Пациенты были разде-
лены на 4 подгруппы по уровню СКФ, рассчитанному 
по уравнению CKD-EPI по креатинину сыворотки крови 
(2009 г.¸ модификация 2011 г.). Группу контроля (2) со-
ставили 33 пациента (СКФ - 60 мл/мин/1,73 м2и выше, 
средний уровень СКФ 69,82 ± 1,74 мл/мин/1,73 м2), т.е. 
с 1 и 2 стадиями ХБП, возраст пациентов 75-89 лет: 17  
мужчин (51,52 %) и 16 женщин (48,48%) (средний воз-
раст 81,82 ± 0,76 лет); 2 группу составили 33 пациента 
с 3А стадией ХБП: 17 мужчин (51,52%) и 16 женщин 
(48,48%) (СКФ 45-59  мл/мин/1,73 м2 (средний уровень 
52,58 ± 0,72 мл/мин/1,73м2), в  возрасте 75-89 лет (сред-
ний возраст 83,58 ± 0,72 лет).

В 3 группу были включены 35  пациентов с 3Б ста-
дией ХБП в возрасте 78-88 лет (средний возраст 83,69 ± 
0,46 лет). СКФ у них соответствовала 30-44  мл/мин/1,73 
м2 (средний уровень  40,20 ± 0,67 мл/мин/1,73м2),  из 
них 18  мужчин (51,43%) и 17 женщин (48,57%). 4 груп-
пу составили 34 пациента старческого возраста 75-90 
лет,средний возраст - 83,76 ± 0,81 лет, СКФ в данной 
группе - 15-29 мл/мин/1,73 м2 (средний уровень 24,44 ± 
0,79 мл/мин/1,73м2), что соответствует 4 стадии ХБП, 
из них 17 мужчин (50 %) и 17 женщин (50 %). Соотно-
шение мужчин и женщин во всех группах было 1:1 или 
1:1,06. Разница по  возрастному составу между группа-
ми не достоверны (р1-2 =  0,295, p 1-3 = 0,232, р 1-4 = 0,205, 
р 2-3= 0,999, р 2-4 = 0,998, р 3-4 =1,0). 

Всем обследуемым измеряли массу тела и рост с по-
мощью медицинских весов и медицинского ростомера с 
точностью до 0,1 кг. Индекс массы тела (ИМТ) рассчи-
тывали по формуле Кетле. Биохимические показатели 
крови изучались на анализаторе ChemWell (Awareness 
Technology, США), реактивы Human (Германия). Иссле-

дование креатинина крови выполняли по  методу Яф-
фе с щелочным пикратом (нормальные значения до 123 
мкмоль/л), мочевины - иммуноферментным методом. 
Определение цистатина С проводили с помощью реак-
тива BioVendor (Чешская Республика).

Статистическая обработка данных проводилась с по-
мощью  программного обеспечения: SPSS 21 (лицензия 
№ 20130626-3). В качестве описательных статистик пред-
ставлены среднее арифметическое и его ошибка (M±m) 
или стандартное отклонение (M±SD). Критическое значе-
ние уровня значимости принимали равным 0,05. 

 Для оптимальной оценки функционального состоя-
ния почек у пациентов старческого возраста в каждой 
группе обследованных больных был проведен сравни-
тельный анализ различных расчетных методик опреде-
ления СКФ по 2 формулам по креатинину крови (MDRD, 
CKD-EPIcr), по формуле для КК по К-G, по 3 формулам 
по цистатину С сыворотки крови (CKD-EPIcys, Hoek F.J. 
и соавт. [15] и 1 уравнению по двум  параметрам - креа-
тинину и цистатину С (CKD-EPIcr+cys). Были получены 
следующие показатели СКФ:

по формуле Hoek F.J. [15] по цистатину С - 55,33 ± 
23,08 мл/мин/1,73м²   

(22,7-129 мл/мин/ 1.73м²;
по уравнению MDRD - 51,25 ± 19,35 мл/мин/1,73м²  

(16-110  мл/мин/ 1,73м²);
по формуле Stevens L.A.  [16] по цистатину С – 54,79 

± 24,5  
мл/мин/1,73м² (17,4 - 125,8 мл/мин /1,73 м²;  
по формуле CKD-EPIcr – 46,50 ± 17,72 мл/мин/1,73м² 

(15-90 мл/мин/1,73м²);
по формуле CKD-EPIcys – 47,03 ± 22,37 мл/мин/1,73м² 

(17,1-104,8 мл/мин/1,73м²);
по формуле для  КК по K-G - 41,27 ± 15,82 мл/

мин/1,73м² (9,7-110 мл/мин/1,73м²);  
по формуле CKD-EPIcr+cys - 43,73 ± 20,38 мл/

мин/1,73 м² (14,8-96,4 
мл/мин/1,73м²).
Результаты. Показатели креатинина крови у об-

следованных имели средние значения 124,48 ± 49,37 
мкмоль/л (59-288 мкмоль/л, ДИ 95% 116,07-132,88 
мкмоль/л), показатели цистатина С - 1,54 ± 0,56 мг/л 
(0,66 - 2,78 мг/л, ДИ 95% 1,43-1,63 мг/л.

Полученные результаты СКФ у всех обследованных 
пациентов, рассчитанные с помощью семи уравнений, 
выявили, что максимальные значения СКФ для всей 
выборки пациентов старческого возраста получены по 
формулам Hoek F.J. и соавт. [15]  и Stevens L.A.  и соавт.
[16]. Наименьшие  показатели СКФ были выявлены при 
использовании формулы для КК по K-G, что привело в 
переклассификации стадии ХБП в сторону утяжеления 
у 33 (50%) пациентов с 2-3А стадиями ХБП. Показатель 
СКФ по уравнению MDRD был выше (51,25), чем по 
любой  формуле CKD-EPI. Оценивая результаты трех 
формул CKD-EPI наибольшие значения СКФ получены 
по формуле CKD-EPIcys,(47,03) а наименьшие результа-
ты - при использовании  двух параметров - креатинина и 
цистатина С(43,73), по формуле СКФ,СКD- EPIcr-46,51. 
Полученные нами  результаты определения СКФ у об-
следованных больных в каждой из групп сравнения по 
всем 7 уравнениям  представлены в  таблице, а по фор-
муле MDRD, 3 уравнениям CKD-EPI и КК К-G, приве-
денного к площади поверхности тела, на рис. 1. 

Из анализа таблицы и рис. 1 видно, что распределение  
показателей СКФ, полученное для  всей выборки, сохра-
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няется  только  в  первых  двух  группах  пациентов, т.е. 
при 1-3А стадиях ХБП, и изменяется при СКФ ниже 45 
мл/мин/1,73 м2. У пациентов с 3Б ст. ХБП распределение 
уравнений по убыванию СКФ представлено следующим 
образом: наибольшее значение СКФ получено по формуле 
Hoek F.J. и соавт. [15], СКФ по формуле MDRD больше, 
чем по формуле Stevens L.A. и соавт. [16], СКФ по CKD-
EPIcr ниже, чем по формуле MDRD, показатели СКФ по 
CKD-EPIcys и КК К-G близки между собой, самые низкие  
значения СКФ получены по формуле CKD-EPIcr+cys. 

Что касается пациентов с 4 ст. ХБП, максимальные 
показатели СКФ, рассчитанные по цистатину С по фор-
мулам Hoek F.J. и соавт. [15] и Stevens L.A. и соавт. [16], 
ниже показателей СКФ по формуле MDRD, КК по К-G, 
CKD-EPIcr, CKD-EPIcys, и наименьшие значения СКФ, 
также, как и в 3 группе, получены по формуле CKD-
EPIcr+cys. Показатели СКФ при 3Б-4 ст. ХБП по трем 
формулам CKD-EPI и формуле K-G сопоставимы между 

собой и не требуют реклассификации стадии ХБП у об-
следованных пациентов. Полученные результаты пред-
ставлены на рис. 2.

Дисперсионный анализ для всей выборки больных 
выявил зависимость от пола показателей креатини-
на (F=57,05, р=0,000), цистатина С (F=10,27, р=0,002), 
мочевины (F=8,33, р=0,005), СКФ по CKD-EPIcr+cys 
(F=23,26, р=0,000), причем эти показатели были  выше 
у мужчин. При оценке корреляционной зависимости по-
казателей СКФ у всех обследованных больных мы полу-
чили обратную зависимость от возраста, уровня СКФ, 

Показатели функции почек у пациентов по группам сравнения (M±m)

Параметры 1 группа
СКФ ≥ 60 мл/мин/1,73м2

(ХБП 1-2 ст.), n=33

2 группа
СКФ 45-59 мл/мин/1,73м2

(ХБП3А ст.), n=33

3 группа
СКФ 30-44 мл/мин/1,73м2

(ХБП3Б ст.), n=35

4 группа
СКФ 15-29 мл мин/1,73м2

(ХБП 4 ст.), n=34
Мочевина, ммоль/л 7,26±0,35 7,55±0,30 8,98±0,39 14,30±0,98
Креатинин, мкмоль/л
Мужчины
Женщины

79,45±2,59
86,41±2,77
72,06±2,02

99,58±2,23
109,57±2,17
88,94±1,39

125,54±3,36
141,17±3,23
109,00±2,14

191,24±7,6
212,94±8,0
169,5±10,6

Цистатин С , мг/л
Мужчины
Женщины

1,05 ± 0,06
1,13 ± 0,12
0,97 ± 0,06

1,19 ± 0,03
1,22 ± 0,05
1,15 ± 0,03

1,67 ± 0,05
1,81 ± 0,07
1,52 ± 0,06

2,27±0,07
2,35 ± 0,08
2,17 ± 0,11

СКФ по  цистатину С  
(Stevens L.A. et al. [16],  
мл/мин/1,73м2

80,11±4,38 64,44±2,50 43,36±1,59 29,43±1,14

СКФ по  цистатину С  
(Hoek F.J. et al. [15], 
мл/мин/1,73м2

78,89±4,00 64,83±2,22 45,28±1,53 31,36±1,11

СКФ MDRD, мл/мин/1,73м2 76,24±2,24 57,67±0,85 44,60±0,73 27,62±0,92
СКФ CKD-EPI по  цистатину 
С, мл/мин/1,73м2

70,61±3,83 56,15±2,31 35,99±1,36 23,70±0,93

СКФ CKD-EPI  по креатини-
ну, мл/мин/1,73м2

69,82±1,74 52,58±0,72 40,20±0,67 24,44±0,79

СКФ CKD-EPI по креатинину 
и цистатину С, мл/мин/ ,73м2

67,65±3,23 49,92±1,32 34,25±1,23 21,38±0,91

КК по K-G, мл/мин/1,73м2 60,28±2,38 45,44±1,55 35,65±0,84 24,53±0,94

Рис. 1. Показатели скорости клубочковой фильтрации у об-
следованных больных.
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Рис. 2. Показатели СКФ в группах сравнения.
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группе больных с исходно «нормальными» для старче-
ского возраста показателями СКФ. В  этой группе зареги-
стрировано снижение СКФ по трем формулам (MDRD, 
СКD-EPIcr, КК  по K-G) за первый год на 16,31 ± 2,40 
мл/мин/1,73м2, 11,45 ± 2,19 мл/мин/1,73м2,8,28 ± 14,33 
мл/мин/1,73м2, за весь период наблюдения - на 26,41 ± 
2,90 мл/мин/1,73м2, на 22,38 ± 2,36 мл/мин/1,73м2 и на 
18,06 ± 2,33 мл/мин/1,73м2 соответственно. Средняя ско-
рость снижения СКФ за год составила по формуле КК по 
K-G - 7,22 ± 0,8 мл/мин/1,73м2, по формуле СКD-EPIcr 
-8,95±0,94 мл/мин/1,73м2, , по формуле MDRD 10,56±2,1 
мл/мин/1,73м2.

Изменения показателей  СКФ в группе  больных со 
СКФ< 60 мл/мин/1,73м2 за период исследования отли-
чались от изменений СКФ в контрольной группе. Было 
выявлено незначительное снижение показателей СКФ 
по всем уравнениям (MDRD, СКD-EPIcr, KK K-G), 
а средняя скорость снижения СКФ соответствовала - 
1,83±1,56, 1,66±1,75 и 1,59±1,67 мл/мин/1,73м2 в год. Из-
менения СКФ на 2 и 3 этапах исследования   в  группах 
с 3А - 4 ст. ХБП происходили неодинаково.   

В течение всего наблюдения снижение СКФ при 3А и 
3Б ст. ХБП происходило  медленно, также как и в груп-
пе со СКФ< 60 мл/мин/1,73м2. У больных с 4 стадией 
ХБП мы выявили к концу первого года исследования не-
значительное увеличение СКФ  по  формулам MDRD и  
СКD-EPIcr,стабилизацию СКФ по формуле КК K-G, а к 
завершению исследования умеренное снижение СКФ по 
трем уравнениям.   

Рассчитанная скорость снижения СКФ за год для 
исходной 3А ст. ХБП (2 группа) составила по форму-
ле MDRD - 1,84±0,9 мл/мин/1,73м2,  по формуле CKD-
EPIcr– 1,96±0,7 мл/мин/1,73м2, по уравнению K-G – 
2,18±0,95 мл/мин/1,73м2, для исходной 3Б стадии -  2,45 
± 0,68 мл/мин/1,73 м2,  2,07 ± 0,61 мл/мин/1,73 м2,   1,75 
± 0,79  мл/мин/1,73 м2 в год,  для исходной 4 стадии ХБП 
- 0,82 ± 0,25 мл/мин/1,73 м2,  0,76 ± 0,48 мл/мин/1,73 м2,   
1,06 ± 0,43 мл/мин/1,73 м2, соответственно. Было уста-
новлено, что, несмотря на снижение средних значений 
СКФ, динамика ее показателей внутри каждой группы 

наиболее значимую для КК K-G  (r=-0,406, р=0,000), 
слабую для СКФ по Hoek F.J. и соавт.[15] (r = - 0,246, 
р=0,008) и по Stevens L.A. и соавт.[16] (r = - 0,247, 
р=0,008). Показатели возраста не входят в расчет двух 
последних формул .

Связь показателей СКФ по изученным 7 уравнениям 
с мочевиной сыворотки крови обратная и значимая (r от 
- 0,516 до  - 0,589  при р=0,000), наиболее сильная у СКФ 
по CKD-EPIcr (r = - 0,599, р=0,000 по CKD-EPIcr+cys 
(r= - 0,329, р=0,000). Как и предполагалось, показатели 
СКФ, рассчитанные по различным уравнениям, сильно 
коррелируют между собой: высокая зависимость выяв-
лена между СКФ по уравнению Hoek F.J. и соавт. [15] 
(r=0,849, р=0,000), по уравнению Stevens L.A. и соавт. 
[16] (r=0,845, р=0,000), по CKD-EPIcr и по формуле 
MDRD (r=0,995, р=0,000), по ККK-G (r= 0,895, р=0,000), 
по CKD-EPIcys (r=0,856, р=0,000).

Таким образом, по полученным нами результатам 
можно заключить, что применение простой формулы 
для КК К-G, приведенного к площади поверхности тела, 
у пациентов старческого возраста со СКФ менее 45 мл/
мин/1,73м2 дает показатели СКФ, сопоставимые с полу-
ченными по формуле CKD-EPIcr, а при 3Б стадии ХБП 
показывает наиболее близкие значения к показателям 
СКФ, полученные по формуле CKD-EPIcr+cys, которая 
по данным последних исследований считается наиболее 
точной формулой для расчета СКФ. При СКФ выше 45 
мл/мин/1,73м2 формула ККК-G приводит к реклассифи-
кации пациентов с утяжелением стадии ХБП.

На втором (через 12-14 мес) и третьем (через 24-36 
мес) этапах проводилась оценка функции почек при рас-
чете СКФ по 3 уравнениям по креатинину сыворотки 
крови: по уравнениям CKD-EPIcr, MDRD, по формуле 
для КК K-G. Первое уравнение рекомендовано для оцен-
ки функции почек Национальными рекомендациями На-
учного общества нефрологов России (2012), второе, как 
показало наше исследование на первом этапе, завышает 
показатели СКФ при  сравнении с уравнением CKD-EPI, 
третья формула продемонстрировала значения, близ-
кие к минимальным при СКФ< 45 мл/мин/1,73м2 и ми-
нимальные значения СКФ для больных с СКФ> 45 мл/
мин/1,73м2..

Ко второму этапу оценки функции почек дожили 129 
больных из 135 включенных в исследование, 6 пациен-
тов в течение 12 мес от начала исследования умерли. На 
третьем этапе функция почек оценивалась у 119 пациен-
тов. У 9 пациентов был зафиксирован летальный исход 
в период от 13 до 30 мес наблюдения и одна пациентка 
выбыла из исследования (в связи с переездом в другой 
регион). Креатинин сыворотки крови через 12-14 мес 
составил у всех обследованных пациентов 138,57±14,98 
мкмоль/л, через 24-36 мес - 153,91±19,75 мкмоль/л. К 
завершению исследования у всех обследованных паци-
ентов установлено снижение функции почек, одному из 
119 пациентов на 3 этапе начата гемодиализная терапия. 
Динамика показателей СКФ за период исследования 
представлена на рис. 3: средние показатели СКФ, рассчи-
танной по формулам СКD-EPIcr, MDR и К-G скорости 
клубочковой фильтрации снижаются почти параллель-
но на 3,5±0,41 мл/мин/1,73м2, 3,38±0,25 мл/мин/1,73м2, 
3,02±0,19 мл/мин/1,73м2за год соответственно.         

При распределении пациентов по двум группам: СКФ 
≥ 60 мл/мин/1,73м2и СКФ< 60 мл/мин/1,73м2, мы обна-
ружили, что более заметное снижение функции почек к 
окончанию периода наблюдения в первой (контрольной) 
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неоднородна. Положительная динамика СКФ через 12 
мес выявлена у 3 (9,1%) пациентов в контрольной группе 
и у 4 (12,1%) пациентов во 2 группе с нарастанием СКФ 
в среднем на 7,02 мл/мин/1,73м2и на 8,71 мл/мин/1,73м2.

Таким образом, полученные данные свидетельству-
ют о том, что более значимое ухудшение функции почек 
в течение периода исследования у пациентов старческо-
го возраста наблюдаются в группе с нормальной для их 
возраста функцией почек (СКФ ≥ 60 мл/мин/1,73 м2), 
которое можно расценивать как быстрое прогрессирова-
ние ХБП. Пациенты с исходными 1-2 стадиями ХБП пе-
решли в более тяжелую стадию ХБП за первый год на-
блюдения. Пациенты с 3А, 3Б и 4 стадиями ХБП, кроме 
умерших больных и  пациента, которому была начата ге-
модиализная терапия, остались в пределах своей стадии 
с понижением показателя СКФ за 24-36 месяцев наблю-
дения по формуле MDRD на 4,56 ± 1,00 мл/мин/1,73 м2,  
по формуле СКD-EPI на 4,15 ± 0,87 мл/мин/1,73 м2, по 
формуле K-G на 3,78 ± 0,93 мл/мин/1,73 м2.  

Обсуждение. В ходе нашего исследования мы по-
лучили результаты, свидетельствующие о том, что у 
пациентов старческого возраста СКФ по уравнению 
MDRD при любой стадии ХБП выше, чем по уравне-
нию СКD- EPI, что совпадает с  данными других ис-
следователей [12]. При использовании 2 уравнений с 
применением только одного показателя – цистатина С 
[15,16], мы получили у некоторых больных с ХБП 1-2 ст. 
завышенные показатели СКФ, вплоть до значений выше  
115 мл/мин/1,73 м2. Однако существует мнение, что у 
пациентов старших возрастных групп простая  форму-
ла с одной переменной – цистатином С (СКФ = 100 / 
цистатин С) сопоставима с формулой CKD – EPIcr. Опу-
бликованы данные исследований [17], которые при срав-
нении показателей СКФ у пациентов среднего возраста 
(44 года) по формулам с цистатином С, в том числе, по 
формулам Hoek F.J. и соавт. [15] и Stevens L.A. и соавт. 
[16],  с показателями СКФ по формуле  CKD – EPIcr , 
получили более низкие показатели СКФ при примене-
нии формул с цистатином С . Мы же получили противо-
положные результаты. В нашем исследовании формула 
Hoek F.J. и соавт. [15]: СКФ = 80,35/цистатин С (мг/л) 
–  4,32, завышает показатели СКФ  по уравнению CKD 
– EPIcr более чем на 12 %. Кроме того, мы получили 
данные, что при CКФ ≥ 45 мл/мин/1,73м2 применение  
формулы КК K-G, приведенной к площади поверхно-
сти тела, утяжеляет стадию ХБП.  При СКФ< 45 мл/
мин/1,73м2 достоверных различий при расчете СКФ с 
применением двух вариантов формул CKD-EPI (cr, cys) 
нет, а минимальные значения  СКФ  дает формула CKD-
EPIcr+cys.  Следует отметить, что из всех примененных 
в нашем исследовании уравнений, только формула для 
КК K-G, приведенная к площади поверхности тела, учи-
тывает массу тела больного. Следовательно, при поте-
ре мышечной массы больного в старческом возрасте и 
связанным с ней снижением уровня креатинина крови, 
эта формула не позволяет достоверно оценить функцию 
почек. Нами выявлена также высокая  корреляционная  
зависимость  между показателями СКФ  по  уравнению 
CKD-EPIcr  и по  формуле MDRD (r=0,995, р=0,000), по 
формуле CKD-EPIcr+cys (r=0,904, р=0,000),  по ККK-G 
(r= 0,895, р=0,000), по CKD-EPIcys (r=0,856, р=0,000). 

Средняя скорость снижения СКФ за год в нашем ис-
следовании для всей выборки больных составила по 
формуле MDRD 3,5±0,41 мл/мин/1,73м2 по CKD – EPIcr  
– 3,38±0,25 мл/мин/1,73м2, по КKK-G – 3,02±0,19 мл/

мин/1,73м2. Наши данные несколько превышают зна-
чения, которые получили другие исследователи при на-
блюдении за пожилыми пациентами – Δ СКФ за год со-
ставила 1,6 ± 0,3 мл/мин/1,73 м2 [18]. Неожиданно высо-
кие темпы снижения СКФ в течение года мы получили 
в контрольной группе больных (1-2 ст. ХБП), несмотря 
на достигнутую стабилизацию САД на уровне, близком 
к целевому, у большинства больных на фоне гипотен-
зивной терапии. Средняя скорость снижения  СКФ  за  
год составила в контрольной  группе по формуле MDRD 
10,56 ± 2,1 мл/мин/1,73м2, по CKD – EPIсr – 8,95±0,94 
мл/мин/1,73м2, по КК K-G-7,22 ± 0,8 мл/мин/1,73м2.  
Быстрым снижением СКФ одни авторы считают 5 мл/
мин/1,73м2 в год и более [19], другие – более 3 мл/
мин/1,73м2в год [20]. Наши данные значительно превы-
шают эти уровни снижения СКФ только в контрольной 
группе  пациентов, т.е. при 1-2 ст. ХБП. Мы сопоставили 
результаты нашего исследования с данными  G.R. Aitken 
и соавт. [21], которые наблюдали 474 пациента с 3 Б ст. 
ХБП в возрасте от 40 до 75 лет в течение более 20 мес и 
выявили снижение СКФ на 1,9 мл/мин/1,73 м2. У паци-
ентов с 3 Б ст. ХБП в нашем исследовании мы получили 
сходные данные, снижение СКФ за год у них составило 
по формуле CKD – EPIсr  2,07± 0,61 мл/мин/1,73м2.  

Следовательно, большему риску снижения функции 
почек подвергаются пациенты, страдающие сердечно-
сосудистыми заболеваниями именно с «нормальной» 
для своего возраста скоростью клубочковой фильтра-
ции. Своевременная  диагностика и профилактика  ХБП 
и ее осложнений в старческом возрасте на фоне сердеч-
но-сосудистой патологии имеет большое практическое 
значение. Особого внимания требуют пациенты с СКФ 
≥ 60 мл/мин/1,73 м2 в связи с наличием у них риска бы-
строго снижения функции почек.   
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Несмотря на то, что клиническая оценка всегда остается одним из основных компонентов контроля за состоянием па-
циента, на сегодняшний день становятся необходимыми более точные и объективные показатели. Анализ газов артери-
альной крови остается фундаментом, на котором базируется выбор оптимального режима искусственной вентиляции 
легких. Медицинская эвакуация пациентов, находящихся в критическом состоянии, часто требует коррекции параметров 
респираторной поддержки. Проведенные исследования показали, что прогностическим признаком неблагоприятного ис-
хода в первые трое суток от момента медицинской эвакуации являются гиперкапния, сохраняющаяся  в процессе транс-
портировки, не смотря на коррекцию параметров респираторной поддержки, снижение сатурации артериальной крови. 
Прогноз медицинской эвакуации также находится в прямой корреляционной связи с выраженностью ацидоза, а на момент 
завершения трансфера наибольшей прогностической значимостью обладают низкий уровень парциального напряжения 
кислорода в артерии. Применение портативного экспресс-анализатора газов крови позволяет осуществлять коррекцию 
параметров респираторной поддержки и повышать качество и безопасность медицинской эвакуации пациентов. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :   прикроватные методы лабораторной диагностики; point of care; газовый состав крови; искус-
ственная вентиляция легких; реанимация, интенсивная терапия;  медицина катастроф; транс-
портировка пациентов.
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The clinical estimation of the state of patient is one of the basic components of the checking of the state of patient, but more 
precise and more objective indices today become necessary. The arterial blood gases analysis helps to select the optimum 
regime of mechanical ventilation. The medical evacuation of the critically ill patients frequently requires the correction of the 
parameters of respiratory support. The conducted investigations showed that the prognostics of unfavorable outcome within the 
first three days from the moment of the medical evacuation are hypercapnia, which exists during the process of evacuation in 
spite of the correction of the parameters of mechanical ventilation, reduction in the saturation of the arterial blood. The forecast 
of the medical evacuation is located as well in the direct correlation with the manifestation of acidosis, and at the moment of 
the completion of the transfer of the patient the greatest prognostic significance they possess the low level of the partial tension 
of oxygen in the artery. The application of a portable express- analyzer of blood gases permits implementation of correction 
parameters of respiratory support and to increase quality and safety of the medical evacuation of patients.
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Введение. За последние несколько десятилетий коли-
чество отделений интенсивной терапии и реанимацион-
ных коек во всем мире имеет устойчивую тенденцию к 
росту, но также большое и постоянно растущее число 
критически больных пациентов требует перевода между 
отделениями интенсивной терапии как внутри одного 
стационара, так и на большие расстояния [10]. Призна-
ние того, что централизация специализированной по-
мощи связана со снижением уровня смертности, может 
привести к новому потоку трансферов [15, 26]. Недав-
нее исследование, проведенное в США, показало, что за 
1 год благодаря переводу в другую, более квалифициро-
ванную больницу, или специализированное отделение, 
могли бы быть спасены жизни 4000 больных [18].

Перевод тяжелобольных пациентов в отделение реа-
нимации и интенсивной терапии из одной медицинской 
организации в другую, безусловно, призван улучшить 
прогноз. Сам транспорт должен быть максимально без-
опасным и не должен представлять дополнительных 
рисков для пациента.  Проблемы с кровообращением 
или вентиляцией легких могут возникнуть как в маши-
не скорой помощи, так и при транспортировке внутри 
стационара [4, 6, 9, 21, 32]. Основной целью всех  меж-
госпитальных медицинских эвакуаций является сохра-
нение непрерывности оказания медицинской помощи и 
повышение ее качества. 

Транспортировка пациента в критическом состоянии 
является потенциально дестабилизирующим фактором 
с риском развития вторичных, в том числе, и ятрогенных 
осложнений. Поскольку транспортируются больные, 
находящиеся в отделении реанимации с нарушениями 
витальных функций, встает вопрос об интегративной 
оценке исходной тяжести состояния больного, более 
скрупулезного учета степени компенсации функции ви-
тальных систем, являющихся предикторами безопасной 
эвакуации. Процесс транспортировки, как правило, свя-
зан с риском развития нежелательных событий и кри-
тических инцидентов.  Как нередко указывают авторы 
обзоров, посвященных медицинской эвакуации, часто-
та нежелательных явлений и декомпенсации жизненно 
важных функций пропорциональна продолжительности 
транспортировки, тяжести заболевания или травмы пе-
ред трансфером, и неопытности медицинского сопрово-
ждения  [3, 19, 20, 29,30].

Ключевыми элементами безопасной транспортиров-
ки являются предварительная стабилизация и подготов-
ка к трансферу, выбор соответствующего способа транс-
портировки, т. е. наземного или воздушного транспорта, 
персонала, сопровождающего пациента, оборудования 
и мониторинга, необходимых во время трансфера. Эти 
ключевые элементы должны соблюдаться в каждом слу-
чае, чтобы предотвратить любые неблагоприятные со-
бытия, которые могут серьезно повлиять на прогноз.

Поскольку перевод пациента может вызвать раз-
личные физиологические изменения, которые способ-
ны отрицательно повлиять на прогноз заболевания или 
критического состояния, его следует инициировать в 
соответствии с научно обоснованными рекомендация-
ми. Для безопасного выполнения перевода пациента бы-
ли предложены различные руководства, разработанные 
профессиональными организациями (Американский 
колледж критической медицины, общество критической 
медицины, общество интенсивной терапии, Ассоциация 
анестезиологов Великобритании и Ирландии и педиа-
трическое общество интенсивной терапии). 

Все авторы указывают на необходимость монито-
рирования показателей витальных функций в процессе 
подготовки и проведения эвакуации. В частности, в ру-
ководстве по транспортировке пациентов штата Илли-
нойс (США) [31] указано, что в каждой больнице должен 
быть формализованный план внутри- и межбольнично-
го трансфера, в котором рассматриваются координация 
и вид транспорта;   сопровождающий персонал;  транс-
портное оборудование; мониторинг и документация. В 
Индийском руководстве по межбольничному трансферу 
также указывается, что ключевыми элементами безопас-
ной транспортировки являются своевременное решение 
о переводе, предварительная стабилизация и предтран-
спортная подготовка, выбор подходящего способа пере-
дачи, квалификация персонала, сопровождающего па-
циента, качество, состав и опции оборудования, а также 
адекватный контроль за состоянием пациента в пути, 
что важно для предотвращения любых нежелательных 
явлений, которые могут серьезно повлиять на прогноз 
[22]. 

В Российской Федерации на межрегиональном уров-
не экстренную консультативную медицинскую помощь 
и эвакуацию пациентов осуществляют федеральные 
специализированные медицинские организации, рас-
положенные на территории федерального округа. На 
региональном уровне эту помощь оказывают террито-
риальные центры медицины катастроф, региональные 
многопрофильные больницы (взрослые и детские) и 
перинатальные центры. В методических рекомендациях 
по организации оказания экстренной консультативной 
медицинской помощи и проведения медицинской эва-
куации [1] отмечается, что решение о транспортабель-
ности пациента принимает врач-консультант выездной 
консультативной бригады специализированной меди-
цинской помощи или борт-врач авиамедицинской бри-
гады при очной или телемедицинской консультации, а 
подготовку пациента к эвакуации проводит персонал 
медицинской организации, в которой он находится; ре-
зультат подготовки согласовывается с руководителем 
выездной бригады. Между тем, в прописанном в этом 
документе стандарте оснащения не содержится никако-
го мобильного лабораторного оборудования, кроме глю-
кометра. 

Во время транспортировки не должен прекращаться 
ни на минуту мониторинг пациента и поддержание его 
витальных функций. Наиболее тяжелые больные, для 
которых транспортировка представляет риск, это паци-
енты, находящиеся на искусственной вентиляции лег-
ких (ИВЛ), особенно те, кто нуждается в применении 
высоких уровней положительного давления конца выдо-
ха (PEEP) – более 5 см. Н2О и во введении вазоактивных 
препаратов, таких как добутамин, допамин, норадрена-
лин [6, 17, 28]. 

Постоянный мониторинг также позволяет пред-
упредить о проявлениях риска развития суб- и деком-
пенсации (гипоксемии и гипотензии) и своевременно 
их ликвидировать. Мониторинг также сигнализирует 
об угрожающих изменениях в состоянии больного и 
необходимости немедленно применять меры по ликви-
дации возникших нарушений (например, о дисконнек-
ции контура дыхательного аппарата). В руководстве по 
организации неотложных процедур M.S. Jastremski  и 
соавт. [16] подчеркивают необходимость соответствия 
объёма мониторинга в процессе транспортировки объ-
ёму, получаемому пациентом в отделении интенсивной 
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дыхания и состоянию газового состава крови, кото-
рый определялся на 3 этапах эвакуации: перед началом 
транспортировки, в ее процессе, и на момент окончания. 
Также оценивались показатели гемодинамики: систоли-
ческое, диастолическое и среднее артериальное давле-
ние, частота сердечных сокращений. На всех трех эта-
пах у пациентов выполнялась оценка жизненно важных 
функций организма по интегральным прогностическим 
шкалам. Высшая нервная деятельность оценивалась по 
шкале FOUR (предусмотренной для оценки уровня на-
рушения сознания у пациентов на ИВЛ), а также шкале 
седации RASS. Выраженность органной дисфункции – 
по шкалам SOFA, NEWS и MEWS, определялся индекс 
коморбидности Чарлсона.

ИВЛ в процессе проведения эвакуации осуществля-
лась транспортным аппаратом, у которого в качестве 
привода используется встроенная турбина как допол-
нительный источник сжатого газа, при этом не требу-
ется применение компрессора. Также был использован 
пневматический аппарат ИВЛ. В процессе проведения 
подготовки к эвакуации в состояние готовности к ра-
боте приводились оба аппарата и далее, в зависимости 
от состояния биомеханики дыхания и газового состава 
крови, выполнялся подбор аппарата и режима ИВЛ. При 
отсутствии высокой потребности в кислороде выбор ча-
ще делался в пользу турбинного аппарата, т.к. возмож-
ности пневматического предусматривали проведение 
ИВЛ с фракцией кислорода во вдыхаемой смеси (FiO2) 
не ниже 0,5 (0,5 или 1,0), что при длительной эвакуации 
могло вызывать гипокапнию и гипероксию. Также вы-
бор турбинного аппарата осуществлялся в случае необ-
ходимости измерения парциальной концентрация CO2 в 
конце  выдоха, комплайнса и резистентности легочной 
ткани. Следует также отметить, что аппараты разли-
чались чувствительностью триггерной системы и при 
неровной дороге более тонко настроенный триггер мог 
принять за попытку вдоха колебания автомобиля. С дру-
гой стороны, менее чувствительный триггер требовал 
применения миоплегии, так как при попытках вдоха не 
всегда позволял синхронизировать дыхание пациента и 
респиратора. 

Газовый состав крови оценивали с помощью порта-
тивного экспресс-анализатора газов крови, электроли-
тов, гематокрита, метаболитов технологией SmartCard 
(измерительные карты со встроенным чипом био-
сенсеров) и беспроводной передачей данных с помо-
щью Bluetooth и Wi-Fi.  Особенностью измерительных 
карт  одноразового использования (картриджей)  было 
то, что они не нуждаются в специальном температурном 
режиме, могут использоваться вместе с анализатором в 
любой момент и в любом месте, где требуется экстрен-
ная медицинская помощь, в том числе, в службе меди-
цине катастроф. Время получения данных от момента 
взятия крови до результата в распечатанном виде со-
ставляло в среднем 3 минуты.

Статистическая обработка данных проводилась с по-
мощью функций пакета анализа программы Microsoft 
excel, связь факторов между собой оценивалась с при-
менением коэффициента ранговой корреляции Спирме-
на, определение статистической значимости различий 
средних величин в двух выборках – в группе выжив-
ших и умерших пациентов – определялись с помощью 
t-критерия Стьюдента для независимых выборок. Ис-
ходные данные проверялись на нормальность, распре-
деление было признано нормальным.

терапии (при наличии технических возможностей). 
Авторы также рекомендуют выделять минимальный и 
максимальный объём мониторинга. Минимальный объ-
ём мониторинга должен осуществляться в процессе лю-
бого трансфера и включать в себя контроль АД, ЧСС и 
SpO2. Максимальный объём, имеющийся в распоряже-
нии транспортной бригады, должен быть использован у 
наиболее нестабильных пациентов [11, 23]. 

Чтобы оптимизировать проведение ИВЛ и свести к 
минимуму ее осложнения, врачу важно иметь инфор-
мацию, отражающую адекватность вентиляции и окси-
генации. Хотя клиническая оценка всегда остается од-
ним из основных компонентов контроля за состоянием 
пациента, на сегодняшний день становятся необходи-
мыми более точные и объективные показатели. Этим 
целям служат как инвазивные, так и неинвазивные ме-
тоды, каждый из которых имеет свои, присущие ему 
достоинства и недостатки, ограничения к применению 
и возможные осложнения, возникающие порой непо-
средственно в процессе получения информации. 

Анализ газов артериальной крови, рН, РСО2, РО2, и 
концентрация бикарбонатов остаются фундаментом, на 
котором базируется выбор режима ИВЛ [2, 25]. Пробы 
крови могут отбираться как путем периодической пунк-
ции периферических артерий, так и с помощью посто-
янных катетеров, позволяющих осуществлять постоян-
ный контроль артериального давления, а также транс-
кутанно [2, 12, 13]. Между тем, до настоящего времени 
единых методологических подходов к оценке тяжести 
витальных функций больных в критических состояниях 
в процессе медицинской эвакуации предложено не бы-
ло, а газоанализатор не включен в стандарты оснащения 
мобильных бригад. Таким образом, транспортировка 
критически больных пациентов, ее качество и резуль-
таты, тесно связаны с получением точных и надежных 
данных, какими, на наш взгляд, являются показатели га-
зового состава артериальной крови пациентов, находя-
щихся на ИВЛ в процессе медицинской эвакуации.

Цель исследования: оценить влияние газового со-
става крови и параметров искусственной вентиляции 
легких в процессе медицинской эвакуации пациентов на 
формирование неблагоприятного прогноза.

Материал и методы. Проведена медицинская эва-
куация 23 пациентов в возрасте 53,4±3,1 [33; 86] лет, 
15 (65,2%) из которых были мужского пола и 8 (34,8%) 
женского. Среднее расстояние между медицинскими 
организациями (МО) составило 101,6±8,6 [70; 251] км. 
В нозологической структуре группы больных не было 
доминирующей патологии и примерно в равной мере 
оказались представлены такие нозологии, как тяжелая 
сочетанная травма, острые отравления, абдоминальный 
сепсис и сепсис других локализаций, кома неясной этио-
логии и тяжелая термическая травма. Все пострадавшие 
были эвакуированы из МО I и II уровня на III уровень в 
связи с необходимостью дополнительной диагностики, 
проведения жизнеспасающих мероприятий и высоко-
технологичной медицинской помощи, не доступной в 
первичной МО. У всех пациентов было зарегистриро-
вано развитие синдрома полиорганной недостаточно-
сти (СПОН) по 2,7±0,28 [2, 6] системам. У 7 пациентов 
(30,4%) развился летальный исход в первые трое суток 
от момента эвакуации.

Всем больным на этапе первой МО была начата ИВЛ, 
которая продолжалась и в процессе эвакуации. Параме-
тры ИВЛ регулировались по показателям биомеханики 
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каждым этапом эта связь становилась все более тесной. 
Схожая тенденция прослеживалась и по уровню paO2, 
причем, если на первом и втором этапах корреляции с 
неблагоприятным исходом нет (первый этап r=0,03, вто-
рой этап r=-0,13; p>0,05), третий этап показал обратную 
связь: чем ниже уровень  paO2, тем выше вероятность 
летального исхода (третий этап r=-0,37; p<0,05).

В соответствии с paO2 находилась и SpaO2, которая 
также приобретала обратную корреляционную связь 
с неблагоприятным прогнозом к моменту окончания 
транспортировки (первый этап r=0,001, второй этап r=-
0,20, третий этап r=-0,43 (p<0,05)). Обращает на себя 
внимание, что в сплошной выборке такие показатели, 
как уровень paCO2, BE и HCO3 не показали связи с не-
благоприятным исходом. В то же время, оценка разли-
чий средних величин раздельно – в группе выживших 
и умерших пациентов выявила статистически значимое 
накопление СО2 в группе умерших пациентов, что сви-
детельствовало о неадекватном газообмене.

 В процессе транспортировки в 12 случаях из 18 вы-
полнялась коррекция параметров искусственной вен-
тиляции легких. Так, при снижении показателя paCO2 
снижали ЧД, при снижении SpaO2 увеличивали положи-
тельное давление конца выдоха (PEEP) и/или фракцию 
кислорода во вдыхаемой смеси (FiO2). По-видимому, в 
связи с этим не было выявлено отличий между группа-
ми как по ЧД, так и по уровню FiO2. Вместе с тем, на 
2 этапе уровень PEEP был статистически значимо вы-
ше в группе умерших пациентов (7,7±1,0 см H2O про-
тив 5,3±0,2 см H2O; p=0,02). Не смотря на повышение 
PEEP, дыхательный объем (Vt) в группе умерших паци-

Результаты. У всех пациентов в начале медицин-
ской эвакуации (1 этап исследования) отмечался ацидоз, 
который имел тенденцию к регрессу на 3 этапе. Между 
тем, на момент прибытия в МО III уровня в группе вы-
живших этот показатель становился нормальным, в то 
время как в группе умерших ацидоз купирован не был 
(pH 7,26±0,06). Статистически значимо нарастала к 3 
этапу в группе умерших пациентов гиперкапния (pa-
CO2 50,8±7,3 мм рт.ст. в сравнении с 33,4±3,5 мм рт.ст. 
в группе выживших, p=0,04) не смотря на коррекцию 
параметров респираторной поддержки, причем уровень 
парциального напряжения кислорода в артериальной 
крови (paO2) в обеих группах был нормальным и ста-
тистически не различался между группами на соответ-
ствующих этапах исследования.

С первого этапа у пациентов имел место дефицит 
бикарбонатов, который, впрочем, был умеренным и не 
имел статистически значимых отличий между группа-
ми. Важным критерием газообмена является показатель 
сатурации артериальной крови (SpaO2). Динамическое 
наблюдение показало, что в то время как в группе вы-
живших пациентов данный параметр оставался относи-
тельно стабильным, и даже имел тенденцию к росту к 
моменту прибытия пациента в МО III уровня, в груп-
пе умерших отмечалось снижение SpaO2. Сравнение 
между группами показало статистически значимые от-
личия в пользу выживших пациентов (97,9±0,7% против 
89,7±2,5%; p=0,006).

Образование лактата в организме является показа-
телем гипоперфузии тканей и анаэробного гликолиза. 
Представляют интерес данные о значении уровня лак-
тата в качестве прогностического признака неблагопри-
ятного исхода патологических процессов. Доказано, что 
повышение уровня лактата происходит раньше, чем из-
менения других показателей развивающегося неблаго-
получия в организме (гипотония, олигурия, снижение 
рН и др.) [14]. Этот показатель также оказался важен и 
для долгосрочного прогноза выживаемости пациентов 
после критического состояния. В нашем исследова-
нии, как в начале транспортировки, так и к моменту ее 
окончания уровень лактата был повышен, причем на 1 
этапе в группе умерших он был статистически значимо 
выше, чем в группе выживших (3,1±0,2 ммоль/л против 
2,14±0,4 ммоль/л; p=0,04). Отличия нивелировались к 
моменту прибытия.

Избыток оснований (BE) также подчеркивал выра-
женность ацидоза, что было характерно для обеих групп. 
Следует отметить, что, хотя по ряду позиций не было 
получено статистически значимых отличий (например, 
по уровню pH или paO2), в процессе транспортировки 
отчетливо прослеживалась положительная динамика 
показателей или, по крайней мере, их стабильное состо-
яние, что может являться свидетельством отсутствия не-
гативного влияния факторов эвакуации на метаболизм и 
газообмен пациентов (табл. 1).

Корреляционный анализ, проведенный в сплошной 
выборке, без деления на группы, показал, что ряд пока-
зателей газового состава крови ассоциируется с неблаго-
приятным исходом. Именно в сплошной выборке такую 
зависимость продемонстрировал показатель pH крови: 
на всех этапах транспортировки он находился в прямой 
корреляционной связи с неблагоприятным прогнозом, 
т.е. чем более выражен был ацидоз, тем выше была ве-
роятность летального исхода (первый этап r=0,32, вто-
рой этап r=0,44, третий этап r=0,51; (p<0,05)), причем с 

Т а б л и ц а  1
Показатели газового состава крови на этапах медицинской 

эвакуации у выживших и умерших пациентов 

Показатели  
на этапах  

исследования

Результаты измерений 
 в группах

Критерии  
значимости

Выжившие 
пациенты, 

n=13

Умершие 
пациенты, 

n=5

t p

pH      1 этап
           2 этап
           3 этап

7,28±0,06
7,24±0,06
7,37±0,05

7,12±0,1
7,29±0,1
7,26±0,06

1,37
0,43
1,41

0,19
0,6
0,06

paCO2 мм рт.ст.
            1 этап
            2 этап
            3 этап

36,3±6,1
38,1±8,1
33,4±3,5

38,5±8,7
44,5±6,0
50,8±7,3

0,22
0,64
2,15

0,82
0,5
0,04

paO2 мм рт.ст.
            1 этап
            2 этап
            3 этап

100,4±10
115,3±26
114,7±14

129,0±14,2
116,2±15,1
94,4±16,0

1,66
0,06
0,95

0,11
0,94
0,35

HCO3 ммоль/л
            1 этап
            2 этап
            3 этап

19,6±3,4
19,2±6,0
21,0±2,9

21,2±10,7
22,2±6,0
23,2±4,7

0,15
0,35
0,49

0,88
0,72
0,62

SpaO2, %
            1 этап
            2 этап
            3 этап

95,4±1,4
94,3±2,6
97,9±0,7

95,6±1,9
96,6±1,4
89,7±2,5

0,14
1,03
3,16

0,88
0,31
0,006

Лактат, ммоль/л
            1 этап
            3 этап

2,14±0,4
2,2±0,6

3,1±0,2
1,9±0,3

2,15
0,45

0,04
0,66

BE       1 этап
            2 этап
            3 этап

-8,94±4,9
-9,67±7,9
-5,78±3,7

-4,55±11,4
-6,6±6,1
-3,05±4,3

0,38
0,33
0,50

0,71
0,74
0,62
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ентов не рос, и к 3 этапу был статистически значимо ни-
же (473±26,2 мл/кг против 609±54,1 мл/кг; p=0,03), что 
свидетельствовало о ригидности альвеол и их неспособ-
ности к растяжению. Это подтверждалось и снижением 
минутной вентиляции легких (MV), которая была значи-
мо ниже также в группе умерших (7,6±0,4 л/мин против 
9,0±0,5 л/мин; p=0,04), табл. 2. 

 Корреляционный анализ, проведенный в сплошной 
выборке, также показал, что необходимость смены ре-
жима ИВЛ в процессе транспортировки должна ориен-
тировать специалистов на серьезность прогноза крити-
ческого состояния. Так, изменение соотношения вдоха к 
выдоху в сторону удлинения вдоха (инверсия), обычно 
применяемое при нарушениях транспорта кислорода че-
рез альвеоло-капиллярную мембрану, имело место имен-
но в группе пациентов с неблагоприятным прогнозом. 
Корреляция была обратной: чем меньше длительность 
выдоха, тем выше вероятность неблагоприятного про-
гноза (первый этап r=0,14; второй этап r=-0,11 (p>0,05); 
третий этап r=-0,51 (p<0,05), причем важен был именно 
динамический мониторинг, т.к. на первом этапе – в на-
чале транспортировки – корреляционной связи соотно-
шения I:E и прогноза эвакуации не прослеживалось.

Обсуждение. Медицинская эвакуация пациентов, 
как внутри- так и межбольничная, становится все более 
актуальной, как в России, так и во все мире. Данная тен-
денция связана с повышение доступности качественной 
медицинской помощи и развитием специализированных 
отделений реанимации. Чем более высока степень ри-

ска развития неблагоприятного исхода, тем чаще при-
ходится выполнять транспортировку пациентов, в том, 
числе и внутри стационара – с целью выполнения до-
полнительных методов визуализации, проведения за-
местительной почечной терапии и т.д. Вместе с тем, 
качественная транспортировка пациентов невозможна 
без подробного мониторинга жизненно важных функ-
ций – гемодинамического, респираторного, лаборатор-
ного. Проведенное исследование подчеркнуло важность 
оценки газового состава крови. В частности, тяжести 
гиперкапнии, ацидоза и гипоксемии. Несмотря на про-
гностическую значимость оценки данных параметров, в 
Российской Федерации до сих пор нет стандарта осна-
щения транспортной бригады, осуществляющей эваку-
ацию пациентов, портативным лабораторным оборудо-
ванием, что, безусловно, необходимо. Проведенные ис-
следования могут явиться веским аргументом в пользу 
пересмотра данной ситуации.

Выводы.  
Прогностическим признаком неблагоприятного ис-

хода в первые трое суток от момента медицинской эва-
куации являются гиперкапния, сохраняющаяся  в про-
цессе транспортировки не смотря на коррекцию пара-
метров респираторной поддержки и снижение SpaO2 
(89,7±2,5% против 97,9±0,7%; p=0,006).

Прогноз медицинской эвакуации находится в прямой 
корреляционной связи с выраженностью ацидоза; связь 
усиливается от начала трансфера к его окончанию (пер-
вый этап r=0,32, второй этап r=0,44, третий этап r=0,51; 
p<0,05).

На момент завершения трансфера наибольшей про-
гностической значимостью обладают низкий уровень 
paO2 (r=-0,37; p<0,05), SpaO2 (r=0,43; p<0,05) и умень-
шение Vt (473±26,2 мл/кг против 609±54,1 мл/кг; p=0,03) 
не смотря на повышение уровня PEEP, а также вынуж-
денная инверсия соотношения вдоха к выдоху.

Портативный экспресс-анализатор с технологией 
Smart Card является удобным и надежным инструмен-
том мониторинга показателей газового состава крови, 
обеспечивающим полный объем информации для кор-
рекции параметров ИВЛ и прогнозирования исхода ме-
дицинской эвакуации.

Безусловно, численность группы пациентов, вошед-
ших в исследование, не велика, что может явиться не-
которым ограничением. Вместе с тем, полученные ста-
тистически значимые отличия между группами могут 
явиться серьезным аргументом для продолжения изуче-
ния влияния газового состава крови, параметров биоме-
ханики дыхания и респираторной поддержки на прогноз 
медицинской эвакуации пациентов в критическом со-
стоянии. Не исключено, что некоторые тенденции, по-
лученные в малой популяции, усилятся, или напротив, 
будут нивелированы. Также хотелось бы отметить, что 
уровень PEEP, применяемый в процессе транспортиров-
ки, как правило, не превышал 10 см H2O. Дискуссии по 
поводу его оптимального уровня для обеспечения адек-
ватного раскрытия альвеол и газообмена продолжаются. 
Как слишком высокий уровень PEEP, так и низкий, не 
способствуют улучшению оксигенации. 

В практике выбора параметров ИВЛ при лечении 
острого респираторного дистресс-синдрома были пред-
ложены различные протоколы по установке уровня 
PEEP, с одной стороны, чтобы избежать альвеолярного 
коллапса, с другой – для предотвращения баротравмы 
[5, 27]. Некоторые из предложенных стратегий исполь-

 Т а б л и ц а  2
Параметры искусственной вентиляции легких на этапах  

медицинской эвакуации у выживших и умерших пациентов 

Показатели  
на этапах  

исследования

Результаты измерений  
в группах

Критерии  
значимости

Выжившие 
пациенты, 

n=13

Умершие 
пациенты, 

n=5

t p

ЧД, в 1 мин
            1 этап
           2 этап
           3 этап

14,5±0,6
14,3±0,7
15,0±0,8

15,6±0,6
15,2±0,8
14,8±1,0

1,3
0,85
0,16

0,21
0,41
0,87

FiO2    1 этап
            2 этап
            3 этап

39,1±3,8
45,2±5,2
40,8±3,5

26,0±6,0
27,0±1,5
27,0±1,6

0,78
0,40
0,24

0,44
0,69
0,81

PEEP, см H2O
            1 этап
            2 этап
            3 этап

4,8±0,4
5,3±0,2
6,1±0,7

7,2±1,4
7,7±1,0
8,2±1,2

1,68
2,40
1,55

0,11
0,02
0,14

I:E*     1 этап
            2 этап
            3 этап

1,85±0,1
1,80±0,1
1,87±0,5

1,90±0,1
1,90±0,07
1,67±0,19

0,35
0,82
0,37

0,72
0,42
0,71

Vt, мл/кг
            1 этап
            2 этап
            3 этап

543±54,8
538±14,8
609±54,1

550±43,5
512±12,5
473±26,2

0,10
1,41
2,27

0,92
0,17
0,03

PAP, см H2O
            1 этап
            2 этап
            3 этап

21,2±1,4
19,2±1,3
20,3±1,6

24,3±4,0
27,0±6,4
24,1±3,7

0,73
1,17
0,92

0,47
0,25
0,37

MV, л/мин
            1 этап
            2 этап
            3 этап

8,3±0,4
7,6±0,5
9,0±0,5

8,1±0,3
8,4±0,5
7,6±0,4

0,40
1,13
2,19

0,69
0,27
0,04

П р и м е ч а н и е . * – длительность выдоха, исходя из соотноше-
ния, что вдох = 1.



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2019; 65(2)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-2-84-89

БИОХИМИЯ

89

зуют таблицу значений PEEP, которые зависят от фрак-
ции кислорода во вдыхаемой смеси, в то время как дру-
гие основаны на индивидуальной оценке дыхательной 
механики.  Протокол Express, разработанный A. Mercat 
и соавт. [24], например, состоит из достижения давле-
ния плато дыхательных путей до 28–30 см H2O с фик-
сированным Vt, равным 6 мл/кг прогнозируемой массы 
тела.   Авторы сообщили о значительном снижении за-
болеваемости, но не смертности.  Поскольку давление 
в дыхательных путях является чрезмерно упрощенным 
эквивалентом повреждения легких у пациентов с ано-
мальной эластичностью грудной стенки, может быть 
целесообразным подбор уровня PEEP, вызывающего 
растяжение легких по транспульмональному давлению. 
Между тем, данная методика пока не воспроизводима в 
условиях транспортировки пациентов. 

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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ИЗУЧЕНИЕ ВОЗМОЖНОСТИ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ИММУНОФЕРМЕНТНОЙ ТЕСТ-
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Цель исследования – изучить возможность применения разработанной иммуноферментной тест-системы «ИФА 
Анти-К» для оценки противококлюшного иммунитета. Проведена сравнительная оценка содержания коклюшных анти-
тел в сыворотках крови взрослых, беременных и детей 6 лет в реакции агглютинации, в тест-системе «ИФА Анти-К» 
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Введение. Коклюш остается до настоящего времени 
одной из серьезных проблем здравоохранения не только 
для России, но и для всего мирового сообщества. В мире 
ежегодно регистрируется около 50 млн случаев коклю-
ша, около 300 тысяч завершается летальным исходом. В 
России заболеваемость коклюшем находится на спора-
дическом уровне, ежегодно регистрируется более 4000 
случаев, при этом следует заметить, что истинный уро-
вень заболеваемости значительно выше. В последние 
годы на ряде территорий РФ отмечается активизация 
эпидемического процесса коклюшной инфекции [1, 2]. 

Низкий уровень заболеваемости коклюшем, сфор-
мировавшийся в большинстве субъектах РФ, и несо-
ответствие его истинному распространению не позво-
ляют оценивать эффективность проводимой массовой 
иммунизации по такому объективному критерию как 
заболеваемость. Контроль качества проводимой вакци-
нопрофилактики по показателям документированной 
привитости субъективен и формален, так как не отра-
жает главного результата – фактической защищенности 
населения [3].

В свете вышеизложенного особую значимость в усло-
виях гетерогенности прививаемых популяций и единой 
для всех регионов России схемы иммунизации приоб-
ретает серологический контроль популяционного имму-
нитета, формируемого как в результате массовой вакци-
нопрофилактики, так и после перенесенной инфекции 
[3]. Серологический мониторинг состояния поствакци-
нального иммунитета регламентирован нормативны-
ми документами Роспотребнадзора и осуществляется 
органами и учреждениями здравоохранения и государ-
ственной санитарно-эпидемиологической службы с 
2003 года, являясь важной составной частью эпидеми-
ологического надзора за инфекциями. Основные задачи 
серологического мониторинга: контроль качества про-
водимой иммунизации, определение групп повышенно-
го риска инфицирования, оценка скрытой компоненты 
эпидемического процесса, активное выявление больных 
и обеспечение гибкости календаря профилактических 
прививок [4]. Следует отметить, что применительно к 
коклюшной инфекции надежный инструмент для осу-
ществления серологического мониторинга отсутствует. 

Согласно документам ВОЗ существуют только два 
утверждённых метода для оценки противококлюшно-
го иммунитета: нейтрализация коклюшного токсина на 
клетках Vero и реакция агглютинации [5]. С начала при-
менения вакцин против коклюша реакция агглютинации 
являлась и является по настоящее время классическим 
методом определения коклюшных антител и применя-
ется для определения эффективности иммунизации и 
оценки противококлюшного иммунитета [6]. 

Реакция агглютинации (РА) обладает целым рядом 
существенных недостатков: невозможность получения 
точного количественного результата, т.к. учет проводит-
ся визуально и поэтому достаточно субъективен; тест 
очень длителен по времени - учет результатов проводит-
ся только через сутки после постановки реакции. К тому 
же РА не применима в случае оценки иммунного стату-
са людей, иммунизированных вакцинами, содержащими 
бесклеточный коклюшный компонент [7]. 

Выгодно отличается в этом плане экспрессный, коли-
чественный и более чувствительный метод исследова-
ния - иммуноферментный анализ (ИФА) [8].

Существуют импортные иммуноферментные тест-
системы (ИФТС), в которых твердая фаза сенсибили-

зируется одним или несколькими индивидуально очи-
щенными антигенами Bordetella pertussis (токсином, 
филаментозным гемагглютинином и липополисахари-
дом - ИФТС фирмы MyBioSourse; токсином и фила-
ментозным гемагглютинином - ИФТС фирмы Savyon; в 
основном токсином - ИФТС фирм DRG), что является 
их существенным недостатком, поскольку до настояще-
го времени остается не ясна роль отдельных антигенов 
Bordetella pertussis в развитии заболевания, а также в от-
ношении их вклада в обеспечение протективной функ-
ции иммунопрофилактических препаратов [9, 10, 11]. 
Поэтому использование как можно большего количества 
коклюшных антигенов для фиксации их на твердой фазе 
позволяет более полно выявлять спектр специфических 
антител в сыворотках крови людей.   

Отечественных иммуноферментных тест-систем для 
оценки противококлюшного иммунитета нет.  

В связи с этим в Филиале АО «НПО «Микроген» в  
г. Пермь «Пермское НПО «Биомед» разработана иммуно-
ферментная тест-система для определения коклюшных ан-
тител («ИФА Анти-К»), получен патент (RU 2582959 C1). 

Цель работы – изучить возможность применения 
разработанной иммуноферментной тест-системы «ИФА 
Анти-К» для оценки противококлюшного иммунитета. 

Материал и методы. «ИФА Анти-К» - иммунофер-
ментная тест-система для выявления коклюшных анти-
тел в сыворотках крови человека (Филиал АО «НПО 
«Микроген» в г. Пермь «Пермское НПО «Биомед»). Ме-
тод определения основан на взаимодействии антигенов 
Bordetella pertussis, иммобилизованных на полистироло-
вом планшете, с антителами против Bordetella pertussis, 
содержащимися в сыворотке крови. Образовавшийся 
комплекс антиген-антитело выявляют с помощью конъ-
югата антител против IgG человека, меченных перок-
сидазой, которая обусловливает расщепление перекиси 
водорода, регистрируемое по изменению окраски инди-
катора тетраметилбензидина (ТМБ).

В качестве иммуносорбента использовали смесь 
обезвреженной формальдегидом и теплом (прогревание 
при 30-35 оС) антигенной фракции Bordetella pertussis, 
очищенной методом хроматографии и ультрафильтра-
ции без разделения компонентов, включающей антиге-
ны: токсин (КТ), пертактин (ПРН), фимбриальные аг-
глютиногены (2 и 3 типов), филаментозный гемагглюти-
нин (ФГА), и коклюшной суспензии инактивированной, 
субстанции (цельноклеточный антиген), сорбированных 
в лунках 96-луночного планшета для иммунологиче-
ских реакций.

Антигены Bordetella pertussis эквивалентны антиге-
нам, использующимся в составе комбинированных вак-
цин (содержащими коклюшный компонент (цельнокле-
точный и бесклеточный)).

Концентрацию антител класса IgG против Bordetella 
pertussis в иммуноферментных единицах (ИЕ/мл) опре-
деляли по калибровочной кривой. Положительный кон-
трольный образец, используемый для построения кривой, 
был аттестован в реакции иммуноферментного анализа 
по референс-образцу (стандартному образцу предпри-
ятия), откалиброванному в реакции агглютинации.

В качестве диагностических препаратов сравнения 
использовали:

коклюшный диагностикум для реакции агглютина-
ции (НПО «Биомед» им. И.И. Мечникова,  Москва);

иммуноферментные тест-системы зарубежного про-
изводства: Human Anti-Pertussis IgG ELISA Assay (Xpres-
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sBio, США); Enzyme Immunoassay for the detection of hu-
man IgG antibodies against Bordetella Pertussis in serum 
and plasma (MyBioSourse, Inc., США); Enzyme Linked 
Immunosorbent Assay (ELISA) for the semi-quantitative 
determination of specific IgG antibodies to Bordetella Per-
tussis in human serum (Savyon Diagnostics Ltd., Израиль). 

Оценка возможности использования разработанной 
иммуноферментной тест-системы «ИФА Анти-К» для 
оценки противококлюшного иммунитета проведена на 
основании сравнительной оценки содержания коклюш-
ных антител в сыворотках крови взрослых (n=318), бере-
менных (n=140) и детей 6 лет (n=135). Сыворотки были 
протестированы параллельно в реакции агглютинации 
(РА) и в тест-системе «ИФА Анти-К». Сыворотки крови 
взрослых (n=64), а также детей, иммунизированных вак-
циной Пентаксим, содержащей в своем составе бескле-
точный коклюшный компонент (коклюшный анатоксин 
и филаментозный гемагглютинин) (n=24), были проте-
стированы параллельно в РА и ИФА с помощью «ИФА 
Анти-К» и тест-систем зарубежного производства. 

Были рассчитаны средние геометрические титра 
(СГТ) и доверительные интервалы для каждой группы, 
рассчитан коэффициент корреляции (r) между результа-
тами, полученными в ИФА и РА. 

Согласно МУ 3.1.2.2160-07 [4] уровень антител при 
титре 1:160 в реакции агглютинации считается услов-
но-защитным, а 1:320 и выше – защитным. Поскольку 
защитный уровень коклюшных антител в реакции им-
муноферментного анализа не установлен, была проведе-
на оценка уровня защитных антител при параллельном 
титровании сывороток крови в РА и ИФА. Образцами 
служили сыворотки крови иммунизированных детей, 
участвовавших в клинических испытаниях новых отече-
ственных комбинированных вакцин АКДС-Геп В+ХИБ 
и аАКДС-Геп В+ХИБ (n=640), сыворотки крови взрос-

лых (n=458) и детей 6 лет (n=135). Всего протестирова-
но 1233 пробы.

Все сыворотки крови разделили на 4 группы по ре-
зультатам определения титров коклюшных антител в ре-
акции агглютинации: 1 группа - титр в РА менее 1:160; 2 
группа - 1:160; 3 группа –1:320; 4 группа – более 1:320. 
Затем определили содержание коклюшных антител во 
всех сыворотках в реакции иммуноферментного анализа 
с использованием разработанной тест-системы. Рассчи-
тали среднюю геометрическую титра и доверительные 
интервалы в каждой группе сывороток.

На следующем этапе исследования была проведе-
на оценка возможности использования разработанной 
тест-системы для контроля иммуногенности комби-
нированных вакцин по содержанию специфических 
антител в сыворотках крови иммунизированных детей, 
участвовавших в клинических испытаниях новых отече-
ственных комбинированных вакцин АКДС-Геп В+ХИБ 
и аАКДС-Геп В+ХИБ (n=640). 

Оценка иммуногенности комбинированных вакцин 
проводилась по уровню сероконверсии (%), фактору 
сероконверсии и СГТ антител. Уровень сероконверсии 
рассчитывался как процент детей, у которых титр анти-
тел после вакцинации увеличился не менее чем в 1,5 
раза, фактор сероконверсии – во сколько раз увеличился 
уровень коклюшных антител после вакцинации по срав-
нению с исходным уровнем. Кроме того, был рассчитан 
уровень серопротекции (т.е. процент добровольцев с ти-
трами антител выше установленного условно-защитно-
го уровня против коклюша).

Результаты и обсуждение. Сравнительная оценка 
определения уровня коклюшных антител в сыворотках 
крови человека с использованием «ИФА Анти-К» и ре-
акции агглютинации показала, что в среднем коэффи-
циент корреляции между результатами, полученными с 
помощью разработанной тест-системы и реакции агглю-
тинации, составил 0,7 (высокая степень связи по шкале 
Чеддока), что является хорошим показателем для столь 
различных методов (табл.1). 

Было установлено также, что результаты опреде-
ления уровня коклюшных антител с помощью «ИФА 
Анти-К» сопоставимы с данными, полученными в ре-
акции агглютинации, в отличие от результатов, получен-
ных с помощью зарубежных тест-систем (табл. 2). 

Результаты определения коклюшных антител в сы-
воротках крови детей, иммунизированных вакциной 
Пентаксим (коклюшный компонент вакцины включает в 
себя коклюшный анатоксин и филаментозный гемагглю-
тинин), показали, что реакция агглютинации не может 
быть использована для адекватной оценки противоко-
клюшного иммунитета в сыворотках крови людей, им-
мунизированных вакцинами, не содержащими агглюти-
ногены в своем составе. Разработанная ИФТС выявляет 

Т а б л и ц а  1
Сравнительная оценка определения уровня антител в сыворот-

ках крови человека с использованием «ИФА Анти-К»  
и реакции агглютинации

Обследованные
Кол-во 

сыворо-
ток, шт.

Показатели
СГТ

r«ИФА 
Анти-К»* РА**

Взрослые 318 87,4
[77,7-98,2]

51,8
[43,4-61,9]

0,7

Беременные 
женщины

140 45,5
[40,1-51,6]

38,1
[31,5-46,0]

0,7

Дети 6 лет 135 55,9
[44,8-67,9]

189,6
[148,2-243,0]

0,7

П р и м е ч а н и е . * – ИЕ/мл; ** – величина, обратная разведению.

Т а б л и ц а  2
Сравнительная оценка определения уровня антител в сыворотках крови взрослых (n=64) с использованием «ИФА Анти-К»  

и зарубежных иммуноферментных тест-систем

Показатели ИФА РА, величина, обратная 
разведению«ИФА Анти-К», ИЕ/мл XpressBio, U/ml MyBioSource, U/ml Savyon, BU/ml

СГТ 92,5
[67,0-127,8]

13,5
[10,7-17,0]

53,6
[44,4-64,8]

21,5
[16,4-28,1]

220,1
[139,7-346,8]

r с РА 0,8 0,2 0,4 0,5
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антитела ко всему комплексу коклюшных антигенов, 
что позволяет проводить серологический мониторинг 
после иммунизации всеми комбинированными вакци-
нами, содержащими как клеточный, так и бесклеточный 
коклюшный компонент. При этом данные, полученные с 
помощью «ИФА Анти-К» сопоставимы с данными, по-
лученными при использовании тест-системы зарубеж-
ного производства (р>0,05) (табл. 3). 

Таким образом, проведенные скрининговые иссле-
дования показали высокую степень корреляции данных, 

полученных с помощью разработанной тест-системы и 
реакции агглютинации, которая является классическим 
методом определения коклюшных антител в сыворотках 
крови людей, что позволило перейти к следующему эта-
пу работы - определению защитного уровня коклюшных 
антител в реакции иммуноферментного анализа (табл. 4). 

В результате параллельного титрования 1233 сыво-
роток крови в РА и ИФА было установлено, что титр от 
80 до 120 ИЕ/мл (т.е. 100 ИЕ/мл ± 20 %) можно считать 
условно-защитным, титр более 120 ИЕ/мл – защитным.

В результате проведенных исследований по оцен-
ке возможности использования разработанной тест-
системы для контроля иммуногенности комбинирован-
ных вакцин было установлено, что уровень серопротек-
ции, уровень сероконверсии и фактор сероконверсии 
в ИФА и РА существенно не отличались (р>0,05). Это 
свидетельствует о перспективности использования раз-
работанной ИФТС для оценки эффективности иммуни-
зации населения против коклюша (табл. 5 и 6). 

Заключение. В наблюдениях на людях была обо-
снована возможность использования разработанной 
иммуноферментной тест-системы «ИФА Анти-К»  для 
оценки эффективности иммунизации. Исследуемая 
тест-система дает возможность выявлять уровень ко-
клюшных антител на любой стадии цикла вакцинации, 
что может служить основанием для определения такти-
ки иммунизации. Поскольку данная тест-система позво-
ляет определять в сыворотке крови антитела не только 
к цельноклеточному коклюшному компоненту вакцин, 
но и к бесклеточному, она может быть рекомендована и 
для оценки популяционного противококлюшного имму-
нитета в условиях широкого использования на практике 
комбинированных вакцин.

Основными преимуществами разработанной ИФТС 
по сравнению с реакцией агглютинации являются эк-
прессность, автоматизация анализа, стандартизация ре-
зультатов, исключение субъективизма в интерпретации, 
определение специфических антител ко всему спектру 
коклюшных антигенов, легкость проведения анализа, 
возможность количественной оценки, а также низкая 
стоимость набора реагентов.

В заключение следует отметить, что разработанная 
ИФТС открывает широкие возможности для проведе-
ния эпидемиологических исследований по объективной 
оценке эффективности массовой иммунизации против 
коклюша, а также характеристики иммунной структуры 
населения.

Т а б л и ц а  3
Результаты определения коклюшных антител в сыворотках 

крови детей, иммунизированных вакциной Пентаксим

№ ИФА Анти-К, 
ИЕ/мл

Savyon, 
BU/ml

XpressBio, 
U/ml

РА, величина, 
обратная  

разведению
1 80,8 74,0 101,0 отр.
2 46,8 36,0 46,5 отр.
3 44,3 16,0 26,9 отр.
4 46,5 52,0 110,8 отр.
5 54,9 37,0 71,8 отр.
6 44,2 68,0 94,0 отр.
7 76,1 70,0 94,8 отр.
8 104,5 50,0 37,6 отр.
9 52,3 57,0 85,1 отр.
10 37,4 52,0 98,5 отр.
11 41,0 41,0 90,7 отр.
12 61,9 66,0 90,7 отр.
13 63,4 55,0 80,7 отр.
14 26,8 17,0 41,1 отр.
15 45,1 53,0 63,4 80
16 79,6 62,0 73,1 20
17 26,9 38,0 69,1 отр.
18 55,2 50,0 93,1 отр.
19 16,6 38,0 54,3 отр.
20 66,2 57,0 101,3 отр.
21 55,9 53,0 95,1 20
22 72,6 70,0 112,2 320
23 24,1 32,0 32,6 отр.
24 51,8 65,0 87,7 отр.

СГТ 49,1 [40,9-
58,8]

47,2 [39,9-
56,0]

72,1 [60,7-
85,6] 2,0 [1,0-3,9]

Т а б л и ц а  4
Определение защитного уровня коклюшных антител в ИФА 

Группа кол-во, 
шт.

Средняя геометрическая титра (СГТ)
1 группа 2 группа 3 группа 4 группа

РА* ИФА** РА ИФА РА ИФА РА ИФА
Дети 640 21,6

[19,6-23,8]
17,1

[14,7-19,9] 160,0 70,4
[60,4-82,0] 320,0 126,8

[110,8-145,0]
963,8

[888,8-1045,1]
254,4

[233,9-287,6]
Беременные 140 26,7

[23,0-31,0]
39,2

[34,6-44,4] 160,0 73,8
[57,8-94,3] 320,0 93,6

[39,3-222,7]
735,2

[500,0-1080,8]
185,6

[92,4-372,9]
Взрослые 318 21,5

[19,1-24,2]
61,4

[54,1-69,7] 160,0 119,3
[94,9-150,0] 320,0 198,2

[140,1-280,4]
1338,5

[1038,9-1724,6]
359,0

[282,5-456,3]
Дети 6 лет 135 36,2

[29,7-44,0]
16,3

[12,9-20,7] 160,0 35,7
[23,8-53,7] 320,0 125,0

[99,4-157,2]
822,4

[738,2-916,1]
151,4

[138,3-165,9]
Среднее значение 26,5 33,5 160,0 74,8 320,0 135,9 965,0 237,6

П р и м е ч а н и е . * - величина, обратная разведению; ** - ИЕ/мл.
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Т а б л и ц а  6
Результаты исследования иммуногенности вакцин по коклюшному компоненту

Группа детей Уровень серопротекции
до вакцинации, %

Уровень серопротекции
после вакцинации, %

Уровень  
сероконверсии, %

Фактор  
сероконверсии

ИФА РА ИФА РА ИФА РА ИФА РА
АКДС-Геп В +ХИБ 28,8 37,5 62,5 70,0 76,3 72,5 4,0 4,3
АКДС-Геп В+Хиберикс 21,3 33,8 68,8 73,8 77,5 80,0 5,3 4,3
Инфанрикс-Гекса 23,8 33,8 60,0 62,5 63,8 71,3 4,1 4,5
аАКДС-Геп В+ХИБ+Полиорикс 40,0 46,3 72,5 66,3 70,0 62,5 3,7 3,9
Итого 28,5 37,9 66,0 68,2 71,9 71,6 4,3 4,3

Т а б л и ц а  5
Определение уровня антител в сыворотках крови детей с использованием «ИФА Анти-К» и реакции агглютинации

Группа детей кол-во 
проб, шт. 

Средняя геометрическая титра (СГТ)
до иммунизации после иммунизации

ИФА* РА** ИФА РА
АКДС-Геп В +ХИБ  160 25,8

[17,7-37,6]
50,2

[34,4-73,3]
102,0

[77,1-135,0]
215,3

[155,3-298,6]
АКДС-Геп В+Хиберикс  160 24,0

[17,1-33,8]
49,7

[34,1-72,5]
126,2

[96,1-165,6]
215,3

[150,0-309,1]
Инфанрикс-Гекса   160 24,2

[16,9-34,7]
36,2

[25,4-51,8]
99,0

[82,0-119,5]
164,8

[121,0-224,6]
аАКДС-Геп В +ХИБ+
Полиорикс 

160 37,1
[25,5-54,1]

51,7
[34,6-77,4]

136,2
[105,9-175,3]

200,9
[143,5-281,3]

П р и м е ч а н и е . * - ИЕ/мл; ** - величина, обратная разведению.
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ВЫЯВЛЕНИЕ МАРКЕРОВ ИНФИЦИРОВАНИЯ ВИРУСАМИ  
ГЕПАТИТОВ В И D В БИОЛОГИЧЕСКИХ СРЕДАХ И СУХОЙ КАПЛЕ КРОВИ

1ФГБОУ ДПО Российская медицинская академия непрерывного профессионального образования, 125993, 
МоскваРоссия; 
2ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова», 105064, Москва, Россия; 
3 ГБУЗ РТ «Инфекционная больница»,667003, Кызыл, Республика Тыва, Россия; 
4 ФГАОУ ВО «Российский университет Дружбы народов», 117198, Москва, Россия

Целью данного исследования явилась оценка частоты выявления основных маркёров инфицирования вирусами гепати-
тов В и дельта (D) в сыворотке крови, слюне и сухой капле крови (СКК) как возможного варианта для серологических 
исследований среди населения эндемичного региона в условиях ограниченных лабораторных ресурсов. Для этого иссле-
дованы парные образцы сыворотки крови и СКК, сыворотки крови и слюны от больных хроническим гепатитом В с 
дельта-агентом, проживающих в Республике Тыва, которая является эндемичным по данному заболеванию регионом. 
В образцах сыворотки крови HBsAg выявлен у 289 (100%) больных, в образцах слюны – у 88/92 (95,7%), в образцах СКК, 
хранившихся при комнатной температуре 3 года – в 60/80 (75%), образцах СКК, хранившихся в тех же условиях 1 год 
– в 111/117 (94,9%). Анти-HBcore определили в 209 (100%) образцах сыворотки крови, в то время как в образцах слюны 
и СКК этот маркёр выявили только в 13,04% (12/92) и 19,7% (23/117), соответственно. Анти-ВГD в сыворотке крови 
присутствовали в 209 (100%) образцах, собранных от пациентов в 2017-2018 гг. В образцах слюны и СКК антитела 
к вирусу ГD не были выявлены ни в одном случае. По-видимому, такая разница в выявлении антител к HBсAg и анти-
ВГD обусловлена тем, что белок core является более сильным иммуногеном, приводящим к выработке анти-HBcore в 
высокой концентрации. Вероятно, концентрация антител к вирусу гепатита D значительно ниже, что объясняет их 
отсутствие в слюне и СКК у больных ХВГ В+D. Образцы биологических сред организма (слюна), а также сухая капля 
крови могут служить альтернативным материалом для выявления HBsAg не только при скрининге, но и в научных ла-
бораторных исследованиях. В то же время определение анти-ВГD не представляется возможным в связи с получением 
ложноотрицательных результатов. Ввиду высокой вероятности суперинфицирования вирусом ГD больных с ХГВ на 
эндемичных территориях, в случае выявлении HBsAg в альтернативных клинических материалах (слюна, СКК) маркеры 
инфицирования ВГD следует определять в сыворотке крови.  

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  гепатит В; гепатит D; HBsAg; анти-HBcore; анти-ВГD; выявление серологических маркеров; 
лабораторные исследования.
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DETECTION OF MARKERS OF HEPATITIS B AND D VIRUS INFECTION IN BIOLOGICAL MEDIA AND 
DRIED BLOOD SPOTS
1Russian Medical Academy of Continuous Professional Education, 125993, Moscow, Russia; 
2 Mechnikov Research Institute for Vaccines and Sera, 105064, Moscow, Russia; 
3 Infectious Hospital, 667003, Kyzyl, Republic Tyva, Russia; 
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The aim of this study was to assess the rates of detection of the major markers of infection with hepatitis B and Delta (D) viruses 
in serum, saliva and dry blood dots (DBS) as a possible option for serological studies among the population of the endemic region 
in conditions of limited laboratory resources. For this purpose, paired samples of blood serum and DBS, blood serum and saliva 
from patients with chronic hepatitis B with Delta agent living in the Republic of Tyva, which is endemic for this disease. HBsAg was 
detected in 289 (100%) serum samples, in 88/92 (95.7%) saliva samples, in 60/80 (75%) DBS samples, stored three years at room 
temperature, and in 111/117 (94.9%) DBS stored one year at the same conditions. Anti-HBcore was detected in 209 (100%) serum 
samples, while in saliva and DBS samples this marker was detected in only 13.04% (12/92) and 19.7% (23/117), respectively. 
Anti-HDV antibodies in serum were detected in 209 (100%) samples collected from patients in 2017-2018. In saliva and DBS 
anti-HDV were not detected in any sample. This difference in the detection rates of anti-HBcore and anti-HDV might be accounted 
for the fact that the HBV core protein is a very strong immunogen, indusing the production of anti-HBcore in high concentrations. 
Probably, the concentration of anti-HDV is much lower, which explains its absence in saliva and DBS in patients with hepatitis 
B+D. Samples of biological media (saliva), as well as DBS can serve as an alternative material for the detection of HBsAg in 
screening and research prevalence studies. Meanwhile, the definition of anti-HDV in such media is not possible due to the false 
negative results. Due to the high probability of superinfection with HDV in patients with HBV in endemic areas, the detection of 
HBsAg in alternative media (saliva or DBS) should be followed by testing for anti-HDV in serum samples.

K e y w o r d s :  hepatitis B; hepatitis D; HBsAg; anti-HBcore; anti-HDV; detection of serological markers; laboratory tests.
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Введение.  Хронический гепатит В с дельта агентом 
(ГВ+D) является тяжелым заболеванием  печени вирус-
ной этиологии, приводящим к быстрому прогрессирова-
нию в цирроз и гепатоцеллюлярную карциному [1]. Ме-
ханизмы патогенного действия ВГD, связанные с более 
тяжелым течением  заболевания печени и ускоренным 
развитием фиброза по сравнению с моноинфекцией 
ВГВ, остаются неясными [2]. Как и ВГВ, вирус гепатита 
D передается при контакте с кровью или другими физи-
ологическими жидкостями инфицированного человека 
[3]. Известно, что в инфицированном вирусом гепати-
та дельта организме больного хроническим гепатитом 
В одновременно циркулируют антитела к антигенам 
обоих возбудителей – анти-ВГD, анти-HBcore, а также 
обязательно наличие HBsAg. Можно предположить, что 
анти-ВГD, наряду с маркерами ГВ, присутствуют и в об-
разцах слюны и сухой капли крови СКК больных ГВ+D, 
однако исследования по выявлению анти-ВГD в таких 
образцах ранее не проводились. Очевидно, что биоло-
гический материал инфицированного человека (напри-
мер, образцы слюны или СКК) могут служить объектом 
исследования как в серологических, так и в молекуляр-
ных тестах. Такие альтернативные типы клинических 
образцов преимущественно используются для диагно-
стики и мониторинга терапии хронических вирусных 
заболеваний, таких как вирусные гепатиты В и С, ВИЧ в 
регионах, где дорогостоящая лабораторная медицинская 
инфраструктура на местах не может быть предоставлена 
по экономическим причинам, а также в силу удаленно-
сти от крупных лабораторий [4-8]. Тестирование с ис-
пользованием образцов сухой капли крови намного про-
ще и не требует удаления клеточных компонентов [5,6]. 
HBsAg и анти-HBcore успешно выявляются и в слюне, 
однако результаты могут различаться в зависимости от 
методики сбора ротовой жидкости и метода обнаруже-
ния маркера [9-12]. В РФ подобные исследования впер-
вые были проведены еще в 1997 году [13], их результаты 
продемонстрировали, что HBsAg и анти-HBcore ста-
бильно выявляются в парных образцах слюны и сыво-
ротки крови при хранении при температуре +4°С в тече-
ние одного месяца. Ранее было показано, что результаты 
выявления HBsAg и анти-HBcore в слюне и СКК могут 
зависеть от срока хранения образцов, однако опублико-
ванные данные по этому вопросу ограничены периодом 
хранения, не превышавшим 200 дней [14]. 

Целью данного исследования являлась оценка часто-
ты выявления маркеров ГВ+D в архивных образцах слю-
ны и СКК по сравнению с образцами сыворотки крови. 
Для этого исследованы пары образцов сыворотки крови 
и СКК, а также пары образцов сыворотки крови и слю-
ны от больных хроническим гепатитом В+D, проживаю-
щих в Республике Тыва, которая является эндемичным по 
данному заболеванию регионом [15 – 17]. Все материалы 
были собраны в 2016-2018 гг. и хранились 1-3 года в со-
ответствующих условиях – образцы СКК при комнатной 
температуре, образцы сыворотки и слюны – при -70°С.

Материал и методы. Исследованы 289 архивных пар-
ных образцов сыворотки крови, 92 образца слюны и 197 
образцов сухой капли крови (СКК), собранных в 2016, 
2017 и 2018 гг. от больных хроническим гепатитом В с D 
агентом (ХГ В+D), состоящих на учёте в консультативном 
кабинете (КК) ГБУЗ Инфекционной больницы Республики 
Тыва. Образцы сыворотки крови (2016-2018 гг.) и слюны 
(2017 г.) были доставлены в лабораторию с соблюдением 
холодовой цепи и хранились при температуре -70̊ С, а об-
разцы СКК, собранные в 2016 г. и 2018 г.  – при комнатной 
температуре (22-25°С) 3 года и 1 год, соответственно.

Во всех образцах сыворотки крови, слюны и СКК 
определяли HBsAg, анти-HBcore, анти-ВГD методом 
иммуноферментного анализа (ИФА) с использовани-
ем наборов реагентов АО «Вектор-Бест» («HBsAg-
ИФА-БЕСТ» «Вектор HBcAg-антитела» и «Вектогеп 
D-антитела») согласно инструкции производителя. Для 
образцов СКК при расчете оптической плотности в ка-
честве отрицательного контроля использовали образцы 
СКК, полученные от HBsAg-негативных лиц.

Для проведения исследования образцы слюны после 
оттаивания центрифугировали при 4 000 об/мин в тече-
ние 5 мин, супернатант переносили в чистую пробирку. 
Для работы с СКК вырезали из листа фильтровальной 
бумаги с сухой каплей крови участок площадью пример-
но 1 см². Помещали образец СКК в чистую пробирку с 1 
мл фосфатно-солевого буфера с твином. Затем проводили 
ночную инкубацию при комнатной температуре на шей-
кере. Центрифугировали при 10 000 об/мин в течение 2 
минут. Супернатант использовали для проведения ИФА.

Статистическую обработку данных проводили с по-
мощью стандартной программы EXCEL 2003 и про-
граммы статистической обработки данных GraphPad 
Prism 4. Для оценки достоверности различий значений 
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показателей в сравниваемых группах  использовали кри-
терий Хи-квадрат с поправкой Йетса (различия оценива-
лись как достоверные при вероятности 95% – p < 0,05).

Результаты. Результаты выявления HBsAg, анти-
HВcore, анти-ВГD в парных образцах сыворотки крови 
и слюны, собранных от пациентов с хроническим гепа-
титом B + D и хранившихся в течение 2-х лет при -70°С, 
представлены в табл. 1. В образцах сыворотки крови 
HBsAg выявлен у 92 (100%) больных, средняя величи-
на коэффициента позитивности – 35,27±8,69, в парных 
им образцах слюны – в 88/92 (95,7%), средняя величина 
коэффициента позитивности составила 26,7±14,87 и не 
отличалась достоверно от аналогичного показателя для 
образцов сыворотки крови (р > 0,05). При этом необхо-
димо отметить отсутствие корреляционной зависимости 
между показателями коэффициента позитивности при 
выявлении данного маркера инфицирования в парных 
образцах сыворотки крови и слюны (r² = 0,084). Частота 
выявления суммарных анти-HBcore в образцах слюны 
составила 13,04% от аналогичного в парных образцах 
сыворотки крови (100%), различия статистически до-
стоверны (р < 0,05). Средняя величина коэффициента 
позитивности для данного маркера в сыворотке крови 
составила 0,043±0,008, в образцах слюны – 0,48±0,035 
(р < 0,05). Корреляционная зависимость между показа-
телями коэффициента позитивности анти-HBcore в пар-
ных образцах сыворотки крови и слюны также отсут-
ствовала (r² = 0,084). Суммарные анти-ВГD определяли 
в парных образцах сыворотки крови и образцах слюны. 
Процент выявления составил 100% (92/92) в сыворотках 
против 0% (0/92) в образцах слюны (р < 0,05). 

Результаты серологических исследований по выявле-
нию маркеров ГВ+D в парных образцах сыворотки и су-
хой капли крови (СКК), собранных в 2016 и 2018 г. (сро-
ки хранения при комнатной температуре 3 и 1 год, соот-
ветственно) представлены в табл. 2. В сыворотке крови 
частота выявления HBsAg составила 100% и не зависела 
от срока хранения. При аналогичных исследованиях об-
разцов сухой капли крови, хранившихся 3 года, частота 
выявления была достоверно ниже (р < 0,05) и состави-
ла 75% (60/80),  в образцах, хранившихся 1 год, таких 
различий нет (94,9% против 100%,  р > 0,05). Среднее 
значение коэффициентов позитивности при выявлении 
HBsAg в образцах сыворотки и СКК (3 года хранения) 
достоверно отличаются (р < 0,05), в образцах после од-
ного года эти показатели для образцов сыворотки и СКК 
схожи (р < 0,05). Корреляционная зависимость между 
показателями коэффициента позитивности по HBsAg 
в парных образцах сыворотки и СКК не выявлена (r² = 
0,02). Результаты выявления анти-HВcore и антител к 
вирусу гепатита дельта в образцах СКК проведены толь-
ко для образцов, хранившихся 1 год. В сыворотке кро-
ви анти-HBcore выявлены в 100% случаев (117/117), а в 
образцах СКК только в 19,7% (23/117), различия стати-
стически достоверны (р< 0,05). Корреляционная зависи-
мость между показателями коэффициентов позитивно-
сти анти-HBcore в парных образцах сыворотки крови и 
СКК отсутствовала (r² = 0,028). Анти-ВГD были выявле-
ны во всех 117 образцах сыворотки крови после одного 
года хранения при -70°С, в то время как во всех парных 
им образцах СКК был получен отрицательный результат 
(0/117), различия статистически достоверны (р < 0,05).

Обсуждение. В последнее время образцы СКК ис-
пользуются для изучения распространенности ВГВ в 
эндемичных районах и в группах повышенного риска 

инфицирования [18 – 20]. Одна из задач нашего исследо-
вания заключалась в определении зависимости частоты 
выявления основных маркеров инфицирования вирусом 
гепатита В (HBsAg и анти-HBcore) в парных архивных 
образцах слюны, сухой капли крови и сыворотки крови 
в зависимости от длительности их хранения. Результаты 
выполненного исследования показали, что в образцах 
сыворотки крови, хранившихся при температуре -70°С, 
HBsAg выявляется в 100% случаев, независимо от сро-
ков хранения (3 года).

Ранее J.C.Forbi  и соавт. [19]  сообщали о низкой 
чувствительности обнаружения HBsAg в СКК по срав-
нению с образцами сыворотки (78,6%) . В нашем иссле-
довании не отмечена статистически значимая разница 
в частоте выявления HBsAg между парными образца-
ми сыворотки крови и СКК, хранившимися 1 год при 
комнатной температуре (100% против 94,9%). Данное 
наблюдение подтверждается исследованиями L.M. Vil-
lar   и соавт. [20], которые описывают применение ИФА 
для определения HBsAg в образцах СКК с клинической 
чувствительностью 97,62% . В нескольких исследовани-
ях было показано, что образцы СКК остаются стабиль-
ными с течением времени, без каких-либо изменений 
результатов выявления HBsAg до 63 дней после отбора 
проб при любых температурах хранения [21,22]. Одна-
ко, как показали наши исследования, при длительном, 
до 3 лет, хранении образцов СКК происходит деграда-
ция HBsAg, на что указывает снижение частоты выявле-
ния этого маркера до 75%. 

G. McAllister и соавт. [23] проводили исследования по 
оценке выявления HBsAg и анти-HBc в образцах СКК в 
зависимости от температуры (-70°C, -20°C, 4°C, 22-28°C 
и 37°C) и длительности хранения (200 дней). Было отме-
чено значительное снижение частоты обнаружения как 
HBsAg, так и анти-HBcore уже через 14 дней хранения 
при положительных температурах во всех условиях хра-

Т а б л и ц а  1
Частота выявления HBsAg, анти-HВcore, анти-ВГD в парных 
образцах сыворотки крови и слюны, от пациентов с хрониче-

ским гепатитом B + D (срок хранения 2 года)

Маркер  
инфицирования

Тип образца
Сыворотка крови Слюна

HBsAg (%),  
(Nпоз/Nобщ)

100% (92/92) 95,7% (88/92)

p* >0,05
r²** 0,084
КПсред 35,27±8,69 26,7±14,87
Анти-HВcore %, 
(Nпоз./Nобщ.)

100% (92/92) 13,04% (12/92)

Р* <0,05
R²** 0,084
КПсред 0,043±0,008 0,48±0,035
Анти-ВГD %  
(N поз./N общ.)

100% (92/92) 0% (0/92)

p* <0,05
r²** Не рассчитывали
КПсред Не рассчитывали Не рассчитывали

П р и м е ч а н и е . * - критерий Хи-квадрат с поправкой Йетса. 
Жирным шрифтом выделены статистически достоверные различия 
при сравнении между образцами сыворотки крови и слюны одного 
года сбора (р < 0,05). ** - коэффициент корреляции сравниваемых 
величин.
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использоваться образцы слюны, 
к сбору которых нет таких стро-
гих требований [13, 25-27]. По-
становка образцов слюны для вы-
явления HBsAg в тест-системах 
ИФА обычно проводится без из-
менений относительно стандарт-
ного протокола для образцов сы-
воротки крови, эксперименты по 
увеличению периода инкубации 
показали отсутствие преимуще-
ства данного подхода [25, 30]. В 
данной работе при исследовании 
образцов слюны методом ИФА 
на маркеры ГВ+D нами также 
применялись стандартные прото-
колы, рекомендованные произво-
дителем тест-систем для тестиро-
вания образцов сыворотки крови. 

По данным литературы, кли-
ническая чувствительность вы-
явления HBsAg методом ИФА в 
слюне серопозитивных пациен-
тов варьирует от 93,6% до 100%, 
а специфичность – от 92,6% до 
100% [25, 28, 29]. Нами также по-
казано выявление HBsAg в 95,7% 
образцов слюны по сравнению с 

образцами сыворотки крови этих пациентов при темпера-
туре хранения -70°C в течение года, что свидетельствует 
о возможности использования образцов слюны в качестве 
альтернативы образцам сыворотки крови при тестирова-
нии на данный маркер. В этих же образцах частота выявле-
ния анти-HBcore составила всего 13,04%, что значительно 
отличается от литературных данных – частота выявления 
этого маркера у серопозитивных лиц обычно составляет 
96-100% [14]. Интересно, что у больных, коинфицирован-
ных ВГВ/ВИЧ, наблюдается низкая частота выявления 
анти-HBcore в образцах альтернативных типов [30]. Воз-
можно, что отмеченная в нашем исследовании низкая ча-
стота выявления анти-HBcore в образцах слюны у больных 
хроническим гепатитом В с дельта агентом в также связана 
именно наличием двух вирусов в организме. 

В отличие от маркеров ГВ, определение анти-ВГD в об-
разцах СКК и слюны ранее не проводилось. Нами впервые 
описано отсутствие анти-ВГD в этих образцах, получен-
ных от больных хроническим гепатитом В и дельта. В то 
же время, анти-ВГD в сыворотке крови присутствовали в 
100% образцов, хранившихся 2-3 года при -70°С. Отсут-
ствие положительных случаев выявления анти-ВГD при 
успешном выявлении анти-HBcore у части серопозитив-
ных пациентов (13% в образцах слюны и 19,7% в образцах 
СКК), возможно, обусловлено тем, что белок core вируса 
гепатита В является более сильным иммуногеном, приво-
дящим к выработке анти-HBcore в высокой концентрации. 
Известно, что после перенесенной инфекции эти антитела 
остаются пожизненно [31]. Вероятно, концентрация анти-
ВГD значительно ниже, что объясняет отсутствие этих 
антител в слюне и СКК у больных ХГ В+D.

Заключение. Слюна и СКК могут служить альтерна-
тивным материалом для выявления HBsAg при скринин-
ге и в научных сероэпидемиологических исследованиях. 
Определение анти-HBcore в образцах этих типов у па-
циентов с хронической инфекцией В+D, на наш взгляд, 
является нецелесообразным ввиду высокой вероятности 

Т а б л и ц а  2
Частота выявления HBsAg, анти-HВcore, анти-ВГD в парных образцах сыворотки крови и 

сухой капле крови (СКК) от пациентов с хроническим гепатитом B + D  
(3 года и 1 год хранения)

Маркер инфици-
рования

Тип образца
Сыворотка крови 
(3 года хранения)

СКК
(3 года хранения)

Сыворотка крови 
(1 год хранения)

СКК
(1 год хранения)

HBsAg (%), 
(Nпоз/Nобщ)

100% (80/80) 75% (60/80) 100% (117/117) 94,9% 
(111/117)

p* <0,05 >0,05
r²** 0,02 0,02
КПсред 25,33±2,69 5,95±6,87 18,93±7,03 10,44±7,62
Анти-HВcore %, 
(Nпоз./Nобщ.)

Не исследовали Не исследовали 100% (117/117) 19,7% (23/117)

p* Не рассчитывали <0,05
r²** 0,028
КПсред 0,12±0,14 0,49±0,24
Анти-ВГD %  
(N поз./N общ.)

Не исследовали Не исследовали 100% (117/117) 0% (0/117)

p* Не рассчитывали <0,05
r²** Не рассчитывали
КПсред

П р и м е ч а н и е . *  - критерий Хи-квадрат с поправкой Йетса. Жирным шрифтом выделены 
статистически достоверные различия при сравнении между образцами сыворотки крови и СКК 
одного года сбора (p < 0,05). ** - коэффициент корреляции сравниваемых величин.

нения, за исключением образцов, хранящихся при поло-
жительных температурах. В то же время образцы, хра-
нившиеся при -20°C или -70°C показали минимальные 
изменения в выявлении HBsAg и анти-HBcore вплоть до 
конечной точки времени (200 дней) хранения [23]. Chee 
Eng Lee и соавт. [24] показали хорошую корреляцию при 
определении HBsAg в сыворотке крови и свежих образ-
цах СКК (r2 = 0,432; p < 0.001). В нашем исследовании, 
несмотря на высокие показатели совпадения выявления 
HBsAg в парных образцах СКК и сыворотки крови, бы-
ло показано отсутствие корреляционной зависимости 
между показателями коэффициента позитивности в 
парах образцов что, по всей вероятности, можно объяс-
нить длительностью хранения этих образцов (1-3 года). 

Чувствительность выявления анти-HBcore в образцах 
СКК также зависит от длительности хранения образцов. 
Так, по данным L.M. Villar  и соавт. [20], уже к 63 дню 
наблюдения образцов, хранившихся при температуре 22-
25°C, происходит значительный рост оптической плотно-
сти до значений, соответствующих отрицательным резуль-
татам. Нами впервые исследованы архивные образцы СКК, 
хранившиеся в течение года при комнатной температуре, 
на  наличие анти-HBcore. Полученные результаты показа-
ли низкую стабильность данного маркера при длительном 
хранении образцов СКК, так как только в 19,7% образцов 
был получен положительный результат при частоте выяв-
ления 100% в парных образцах сыворотки крови.

Ранее было показано, что метод элюции образцов 
СКК не оказывает влияния на результаты выявления 
маркеров ГВ [21]. Таким образом, именно длительность 
хранения при комнатной температуре является причи-
ной снижения клинической чувствительности выявле-
ния маркеров ГВ в образцах СКК.   

Для диагностики вирусного ГВ обычно используют 
образцы сыворотки крови, что требует венопункции, 
специального персонала и строгого соблюдения условий 
биологической безопасности. Как альтернатива могут 
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получения ложноотрицательных результатов. По той же 
причине серологическая диагностика ГD с использова-
нием альтернативных типов образцов не представляется 
возможной в связи с получением ложноотрицательных 
результатов в образцах СКК и слюны по сравнению с сы-
вороткой крови. Ввиду высокой вероятности суперинфи-
цирования вирусом ГD больных с ХГВ на эндемичных 
территориях, в случае выявлении HBsAg в альтернатив-
ных клинических материалах (слюна, СКК) маркеры ин-
фицирования ВГD следует определять в сыворотке крови.  

Конфликт интересов.  Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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КЛИНИКО-МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ИНДИКАТОРЫ ВОСПАЛИТЕЛЬНО-ДЕСТРУКТИВНЫХ 
ПОРАЖЕНИЙ ПОЛОСТИ РТА ПРИ ПАРОДОНТИТЕ У ЛИЦ С РАЗЛИЧНОЙ ГРУППОВОЙ 
ПРИНАДЛЕЖНОСТЬЮ КРОВИ

1ФГБОУ ВО Самарский государственный медицинский университет Минздрава РФ, 443099, Самара, Россия 
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 В целях поиска связи между альтерацией тканей полости рта и генетической предрасположенностью к воспалительно-
деструктивным процессам в оральных средах определён цитокиновый профиль ротовой жидкости клинически здоровых 
лиц при различной групповой принадлежности крови по системе АВ0. Выявлены группоспецифические особенности лиц с 
В(III) группой крови: увеличение на 32,5% содержания ИЛ-6 и на 63,1% содержания ИЛ-8 по сравнению с аналогичными 
данными лиц с 0(I), А(II), АВ(IV) групп крови, что может предрасполагать к наибольшей активности воспалительного 
процесса в полости рта у лиц с носительством антигена В. Подтверждением данного факта является увеличение со-
держания антител к глиадину класса IgА в крови среди пациентов с хроническим генерализованным пародонтитом, 
имеющих В(III) группу крови, до 5,00 Ед/мл (р<0,01), что свидетельствует о процессах острого воспаления, а наряду с 
ростом титра антител IgG к трансглутаминазе в крови по сравнению с группой клинически здоровых лиц служит пока-
зателем повреждения соединительной ткани организма на молекулярном уровне. При обследовании стоматологического 
статуса обнаружены выраженные клинические проявления хронического генерализованного пародонтита у пациентов с 
А(II) группой крови, молекулярным фундаментом которых является наиболее высокое содержание в ротовой жидкости 
антител классов IgА и IgG к трансглутаминазе (1,18±0,69 и 3,84±2,40 Ед/мл), что способствует активации разрушаю-
щих пародонт воспалительно-деструктивных процессов, очевидно, с тенденцией к хроническому течению заболевания. 
Проведённые исследования позволили проанализировать у клинически здоровых лиц предрасположенность к альтератив-
ным процессам в оральных средах при использовании градации по группповой принадлежности крови.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  группы крови; ротовая жидкость; интерлейкины; IgА антитела к трансглутаминазе и глиади-
ну; IgG-антитела к трансглутаминазе и глиадину; хронический генерализованный пародонтит.
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Клинико-молекулярные индикаторы воспалительно-деструктивных поражений полости рта при пародонтите у лиц с 
различной групповой принадлежностью крови. Клиническая лабораторная диагностика. 2020; 65 (2): 100-105.  
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CLINIC-MOLECULAR INDICATORS OF INFLAMMATORY DESTRUCTIVE DAMAGE OF THE ORAL CAVITY 
IN PERIODONTITIS IN PERSONS WITH VARIOUS GROUP ACCESSORIES OF BLOOD
1Samara State Medical University, 443099, Samara, Russia; 
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In order to find a connection between the alteration of oral tissues and genetic predisposition to inflammatory and destructive 
processes in oral media, the cytokine profile of the oral fluid of clinically healthy individuals was determined for various blood 
group affiliations according to the AB0 system. The group-specific features of individuals with B(III) blood group were revealed: 
an increase of 32,5% in the content of interleukin-6 and 63,1% in the content of interleukin-8 compared with similar data for 
people with 0(I), A(II), AB(IV) blood groups, which can predispose to the greatest activity of the inflammatory process in the 
oral cavity in individuals with antigen B. Confirmation of this fact is an increase of IgA antibodies to gliadin in the blood among 
patients with chronic generalized periodontitis with B(III) blood group, up to 5,00 U/ml (p<0,01), which indicates the processes 
of acute inflammation, and along with an increase in blood IgG antibodies to transglutaminase in comparison with a group of 
clinically healthy individuals, it serves as an indicator of damage to the body’s connective tissue at the molecular level. When 
examining the dental status, pronounced clinical manifestations of chronic generalized periodontitis were found in patients 
with A(II) blood group, the molecular foundation of which is the highest content of IgA and IgG antibodies to transglutaminase 
in the oral fluid (0,35 U/ml and 0,45 U/ml), which contributes to the activation of periodontal-destroying inflammatory and 
inflammatory processes, obviously, with a tendency to the chronic course of the disease. The studies performed allowed us to 
analyze in clinically healthy individuals a predisposition to alternative processes in oral environments, using gradation by 
group blood affiliation.

K e y w o r d s :  blood groups; oral fluid; interleukins; IgA antibodies to transglutaminase and gliadin, IgG antibodies to transglu-
taminase and gliadin, chronic generalized periodontitis.
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Введение. Воспалительно-деструктивные заболева-
ния полости рта являются актуальной проблемой сто-
матологии, поскольку являются причиной снижения 
качества жизни и здоровья населения. Их распростра-
нённость, рост заболеваемости, рецидивирующий ха-
рактер течения, ведущий к развитию вторичной аден-
тии, определяют необходимость углублённого изучения 
не только процессов, происходящих в тканях пародонта, 
но и в организме в целом [1]. Персистирующий анти-
генный инфекционный стимул неизбежно обусловлива-
ет аллергическую сенсибилизацию организма, что ещё 
более нарушает равновесие иммунной системы боль-
ных, оказывая на неё угнетающее и дезорганизующее 
влияние. Закономерным является вопрос о состоянии 
механизмов местной и общей резистентности организма 
при данной стоматологической патологии. Хронический 
генерализованный пародонтит (ХГП) – обратимый вос-
палительный процесс, развитие которого вызвано при-
сутствием микроорганизмов в биоплёнке вблизи края 
десны [2]. Присутствие бактериальных липополисаха-
ридов запускает воспалительный ответ хозяина, активи-
руя полиморфноядерные лейкоциты и секрецию медиа-
торов воспаления, таких как цитокины и хемокины [3], 
что сопровождается изменениями состояния иммунных 
механизмов защиты ротовой полости, проявляющиеся 
в местных изменениях не только состава клеток крови 
десны, но и содержания в слюне иммуноглобулинов. 
Из механизмов защиты полости рта, включающих гене-
рацию активных форм кислорода и других свободных 
радикалов, ферментативный гидролиз полисахаридных 
компонентов клеточных стенок микроорганизмов ли-
зоцимом, аутофлору слизистых оболочек, противосто-
ящую колонизации организма патогенными микроорга-
низмами, иммуноглобулинам принадлежит особая роль 
[4]. В условиях снижения способности лимфоцитов к 
пролиферации и уменьшения содержания связанных 
с ними иммуноглобулинов, защитные реакции в тка-
нях пародонта начинаются не с активации лимфоцитов 
антигенами микробов зубной бляшки [5], а с нейтро-
фильного хемотаксиса – увеличения числа нейтрофилов 
в зубодесневой борозде. В этом процессе особая роль 
принадлежит ИЛ-8, который является важным хемоки-
ном, контролирующим активацию и миграцию нейтро-
филов первой линии защиты от пародонтопатогенных 
бактерий из периферической крови в ткани десен [6]. 
Экспрессия ИЛ-8 указывает на наличие воспалитель-
ного процесса, сигнализирующего о прогрессировании 
заболевания пародонта [7]. В ответ на воспалительные 
и инфекционные стимулы высвобождаются провоспа-
лительные цитокины, в числе которых ИЛ-6, причём 
в более высоких концентрациях в слюне у людей с за-
болеваниями пародонта, в результате чего наблюдается 

дисбаланс цитокинового профиля ротовой жидкости. В 
литературе отсутствуют сведения о содержании провос-
палительных цитокинов в ротовой жидкости клиниче-
ски здоровых лиц в зависимости от групповой принад-
лежности их крови, что, несомненно, важно для опре-
деления наличия риска и фазы перехода между десной 
здоровой и поражённой воспалительным процессом [8]. 
Любые изменения медиаторов воспаления, присутству-
ющих в слюне, отражают изменения, происходящие в 
ткани десны. Интактный пародонт представляет эффек-
тивный барьер для бактерий, где инвазии пародонтопа-
тогенов препятствует не только сам эпителий полости 
рта, но и комплекс факторов иммунной защиты. По-
скольку ферменту тканевой трансглутаминазе и белку 
глиадину отводится роль маркёров состояния соедини-
тельнотканной линии защиты [9], то они представляют 
интерес для определения связанных с ними антител в 
качестве показателей состояния соединительнотканных 
структур пародонтального комплекса.

Цель работы – оценить содержание провоспалитель-
ных цитокинов и молекулярных маркёров воспалитель-
но-деструктивного повреждения слизистой оболочки 
полости рта при различной групповой принадлежности 
крови по системе АВ0 у клинически здоровых лиц и па-
циентов с ХГП.

Материал и методы. Исследование проводилось на 
базе кафедр фундаментальной и клинической биохимии 
с лабораторной диагностикой, терапевтической стома-
тологии  ФГБОУ ВО СамГМУ Минздрава России. В 
исследовании приняли участие 259 человек, из них 170 
человек – клинически здоровые лица (38% – мужчины 
и 62% – женщины, средний возраст 24±2,5 года), и 89 
человек больных ХГП. Диагноз подтвержден в ходе кли-
нического обследования, рентгенологических и функци-
ональных исследований (из них мужчин – 28%, женщин 
– 72%, средний возраст 39±2,8 лет).

Клиническое обследование пациентов включало сбор 
анамнеза и внешнего осмотра полости рта. Оценивались 
характер изменения цвета слизистой оболочки десны; 
степень кровоточивости десен Мюллемана (Muhlemaim, 
1971) в модификации Коуэлл (Cowell I., 1975), глуби-
на пародонтальных карманов, наличие патологической 
подвижности зубов (Fleszar T.J. et al., 1980). Оценива-
лось гигиеническое состояние полости рта с примене-
нием гигиенического индекса Green-Vermillion (1964), 
определение рецессии десны проводили по шкале Miller 
(1985) и пародонтальному индексу (Russel A., 1967). 
Рентгенологическое исследование пародонта включало 
внутриротовые контактные снимки отдельных групп зу-
бов и ортопантомографию, по которым оценивалось со-
стояние зубов, периапикальной области, нижнечелюст-
ного канала, структура и объём костной ткани.
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Материалом для исследования являлась венозная 
кровь, полученная с применением вакуумных систем 
взятия крови, ротовая жидкость, собранная в стериль-
ный пластиковый одноразовый контейнер путём спле-
вывания. Перед сбором ротовой жидкости все участни-
ки исследования ознакомлены с правилами подготовки и 
процедуре сбора ротовой жидкости. Ротовую жидкость 
собирали с утра, перед приёмом пищи, не ранее чем че-
рез 15 мин после чистки зубов. За один час перед взя-
тием ротовой жидкости ротовую полость прополаски-
вали кипяченой водой. Перед сбором ротовой жидкости 
исключались физические и эмоциональные нагрузки, 
курение. Образцы с примесью крови исключались из 
исследования. Определение группы крови проводили 
перекрестным методом на плоскости с использовани-
ем моноклональных антител эритротест-цоликлоны 
анти-А, анти-В, анти-D Супер ООО «Гематолог» и на-
бора стандартных эритроцитов 0(I), A(II), B(III) групп 
производства ГБУЗ «Самарская областная клиниче-
ская станция переливания крови». В крови и ротовой 
жидкости проводили определение ИЛ-6, ИЛ-8, анти-
тел к трансглутаминазе и глиадину классов IgА и IgG 
методом твёрдофазного иммуноферментного анализа с 
использованием тест-систем ЗАО «Вектор-Бест» (Рос-
сия): «Интерлейкин-6-ИФА-Бест», «Интерлейкин-8-
ИФА-Бест», «IgА-трансглутаминаза-ИФА-Бест», «IgG-
трансглутаминаза-ИФА-Бест», «IgА-Глиадин-ИФА-
Бест», «IgG-Глиадин-ИФА-Бест».

Статистическую обработку результатов проводили 
с помощью статистического пакета SPSS Statistics 21. 
Использованы стандартные методы описательной ста-
тистики. Изучены формы распределения исследуемых 
показателей. Нормальность распределения оценивали 
с помощью критерия Колмогорова-Смирнова. Исполь-
зовался непараметрический U критерий Манна-Уит-
ни с поправкой Бонферони в качестве альтернативы 
t-критерию Стьюдента.

Результаты и обсуждение. На первом этапе ис-
следования в ротовой жидкости клинически здоровых 
лиц определяли содержание цитокинов, в частности, 
ИЛ-6 – провоспалительного цитокина, потенциально 
полезного для понимания патогенеза, прогнозирования 
и диагностики инфекционного, травматического, ауто-
иммунного повреждения тканей, оценки эффективности 
терапии [10]. Продуцентами ИЛ-6 являются иммуно-
компетентные клетки, эндотелиоциты, эпителиоциты, 
фибробласты. Локальные альтеративные процессы мо-

гут сопровождаться повышением уровня ИЛ-6 в крови 
и в биологических субстратах зоны поражения, в том 
числе в полости рта. Имеются немногочисленные раз-
норечивые оценки концентрации ИЛ-6 в крови, слюне, 
десневой жидкости при патологии периодонта и слизи-
стой оболочки полости рта; приводятся данные о росте 
содержания ИЛ-6 в слюне при генерализованном пери-
одонтите, красном плоском лишае слизистой оболочки 
полости рта, и его отсутствие при гингивите и афтозном 
стоматите [11].

В ротовой жидкости клинически здоровых обследо-
ванных содержание ИЛ-6 находится в пределах 0-6,53 пг/
мл, составляя в среднем 0,41 (1,14±0,24) пг/мл (табл. 1).

Наибольшее содержание ИЛ-6 определено у лиц с 
В(III) группой крови: 0,64 (1,51±0,5) пг/мл. ИЛ-6 явля-
ется цитокином с широким спектром функций, произ-
водство которого стимулируется инородными телами, 
включая бактерии, эндотоксин, частицы пыли. Экспрес-
сия ИЛ-6 повышается при воспалительных реакциях, 
вызванных травмой, стрессом, инфекцией, при таких 
воспалительных заболеваниях, как ревматоидный ар-
трит и болезнь Крона [12].

ИЛ-6 побуждает организм вырабатывать С-реак- 
тивный белок и фибриноген во время воспаления, что 
может способствовать тромбозу и в связи с этим игра-
ет важную роль в возникновении и развитии клеточной 
дифференцировки. ИЛ-6 оказывает эффект хемотаксиса 
на другие клетки воспаления при воспалительных реак-
циях, включая лимфоциты и мононуклеарные макрофа-
ги [13]. По-видимому, лица с В(III) группой крови в силу 
генетических особенностей предрасположены к более 
выраженному воспалительному процессу в слизистой 
оболочке ротовой полости. Наименьшее значение ИЛ-
6 выявлено у лиц 0(I) группы – 0,21 (1,19±0,49) пг/мл), 
что, возможно, предрасполагает к минимальным вос-
палительным реакциям при заболеваниях полости рта и 
адекватному ответу на проводимую при этом противо-
воспалительную терапию.

Диапазон содержания в ротовой жидкости клини-
чески здоровых лиц ИЛ-8 находился в пределах 7,04-
424,32 пг/мл, и в среднем составлял 127,57 (158,12±20,4) 
пг/мл (табл. 2).

Наибольшее содержание ИЛ-8 (р<0,05) определено у 
представителей В(III) группы крови: 218,51 пг/мл. Экс-
прессия ИЛ-8 указывает на наличие воспалительного 
процесса, сигнализирующего о прогрессировании забо-
левания пародонта [14]. ИЛ-8 способствует привлечению 
иммуннокомпетентных клеток к тканям, особенно ней-
трофилов, можно предположить, что у носителей анти-
гена В нейтрофильный хемотаксис позволяет быстрее до-
стигать заражённой или поврежденной области по срав-
нению с представителями других групп крови, вызывая 
фагоцитоз и разрушение микроорганизмов, повышая при 
этом продукцию активных форм кислорода и протеоли-
тических ферментов [15]. Наименьшее содержание ИЛ-8 
в ротовой жидкости наблюдалось лиц с 0(I) группой кро-
ви. Уменьшение экспрессии ИЛ-8 в слюне может свиде-
тельствовать о снижении рекрутирования нейтрофилов и 
последующем разрешении воспалительного процесса за 
счёт других механизмов иммунного ответа.

Содержание провоспалительных цитокинов в рото-
вой жидкости клинически здоровых лиц неоднородно, 
имеется связь между их количеством и эндогенным ге-
нетическим маркёром – групповой принадлежностью 
крови по системе АВ0.

Т а б л и ц а  1
Содержание ИЛ-6 в ротовой жидкости клинически здоровых 
лиц при различной групповой принадлежности крови, пг/мл

Группы крови М±m Ме Min Maх 95% CI

0(I) 1,19±0,49 0,21 0 6,53 0-0,65
А(II) 0,99±0,37 0,46 0 4,67 0,23-1,77
В(III) 1,51±0,5 0,64 0,08 5,14 0,19-2,63
АВ(IV) 0,43±0,19 0,49 0 0,76 0,18-1,04
Генеральная 
совокупность

1,14±0,24 0,41 0 6,53 0,19-0,70

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2-6: М±m – среднее значение 
и стандартная ошибка среднего; Ме – медиана; Min- минимальное 
значение в выборке; Maх - максимальное значение в выборке; 95% 
CI – 95% доверительный интервал; Q1-Q3 - значения 25% нижнего 
и 75% верхнего квартилей; * – р<0,05; ** - р<0,01.
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Чтобы установить наличие взаимосвязи между при-
надлежностью группы крови с такими маркёрами де-
структивных поражений полости рта как антитела к 
трансглутаминазе и глиадину исследована ротовая жид-
кость клинически здоровых лиц и больных ХГП сред-
ней степени тяжести. Предварительно оценили стомато-
логический статус обследуемых: кровоточивость дёсен 
регистрировалась в 93% случаев, подвижность зубов 1 
и 2 степени в 53% и 47% соответственно; глубина паро-
донтальных карманов составляла от 4,0±0,2 до 6,0±0,3 
мм, рецессия десны наблюдалась у 69%, расширение 
периодонтальной щели; снижение высоты межальвео-
лярных перегородок – у 50%. На ортопантомограммах 
визуализировались остеопороз, деструкция костной тка-
ни, атрофия, остеосклероз. Изучена зависимость клини-
ческих проявлений ХГП в зависимости от групповой 
принадлежности крови по системе АВ0 (табл. 3).

Групповое распределение пациентов с пародонти-
том оказалось следующим: 0(I) группа крови – 25,8%, 
А(II) группа крови – 43,8%, В(III) группа крови – 22,4%, 
АВ(IV) группа крови – 8,0%. ХГП характерен для об-
ладателей А(II) группы крови. Клинические проявления 
ХГП отмечаются у больных с A(II) группой крови: ин-
декс кровоточивости по Мюллеману – 3 степени; под-
вижность зубов по шкале Флезар – 2 степени; рецес-
сия десны – 33%; глубина пародонтальных карманов 
5,46±0,08мм; пародонтальный индекс Рассела 3,56±0,06.

Проведен сравнительный анализ уровня молекуляр-
ных индикаторов воспалительно-деструктивных про-
цессов (антител, специфичных к глиадину и трансглута-
миназе) в ротовой жидкости клинически здоровых лиц и 
пациентов с ХГП (табл. 4).

При ХГП в ротовой жидкости появляются IgA и IgG, 
что можно расценить как ответную реакцию на воспали-
тельно-деструктивный процесс. Cамый высокий уровень 
IgG к глиадину отмечен у пациентов 0(I) и А(II) групп 
крови (4,57±1,23 и 4,86±1,57Ед/мл соответственно), что 
отражает активацию вторичного иммунного ответа. IgG 
способны проникать через гематосаливарный барьер в 
ротовую жидкость, тем самым обеспечивая иммунную 
защиту. Наиболее низкий уровень IgG к глиадину отме-
чен у пациентов с АВ(IV) группой крови и составляет 

1,33±1,08Ед/мл. В(III) группа занимает промежуточное 
положение. У всех пациентов 0(I)-АВ(IV) групп в рото-
вой жидкости определяются IgA к глиадину, превышаю-
щие по содержанию уровень в контроле в 3-8 раз.

Антитела к трансглутаминазе класса IgA у больных с 
ХГП обнаруживаются в ротовой жидкости в сопостави-
мых уровнях у представителей всех групп крови, кроме 
В(III): в данном случае IgA к трансглутаминазе прак-
тически отсутствуют. Наиболее высокое содержание 
антител классов IgА и IgG к трансглутаминазе выявле-
но у пациентов с А(II) группой крови (3,84±2,40 Ед/м 
и 1,18±0,69Ед/м соответственно). Вероятно, данная за-
кономерность отражает наибольшую выраженность по-
вреждения тканей пародонта с тенденцией к хрониче-
скому течению заболевания у пациентов с А(II) группой 
крови.

У всех обследованных контрольной группы обнару-
живаются IgА к глиадину, у лиц с А(II), AB(IV) группами 
крови – IgА к трансглутаминазе, у клинически здоровых 
обследованных с В(III) группой крови иммуноглобулины 
к трансглутаминазе в ротовой жидкости отсутствуют. IgА 
синтезируются в лимфоидной ткани, откуда поступают в 
полость рта, где обеспечивают местный иммунитет. IgA 
агглютинирует бактерии, нейтрализуети вирусы, пре-
ципитирует растворимые антигены, усиливает действие 
лактоферрина и лизоцима, неспецифических факторов 
защиты тканей и органов полости рта.

Поскольку ХГП относится к системным заболевани-
ям организма, интересно определить антитела к транс-
глутаминазе и глиадину в крови пациентов  в сравнении 
с клинически здоровыми лицами. Содержание IgG и IgA 
к глиадину в крови пациентов с заболеваниями пародон-
та при различной АВ0-принадлежности крови представ-
лены в табл. 5.

В сыворотке крови пациентов с пародонтитом – но-
сителей 0(I) группы крови – отмечено достоверное сни-
жение содержания антител IgG к глиадину по сравнению 
с группой клинически здоровых лиц: 2,00 Ед/мл и 5,65 
Ед/мл соответственно. У данной группы обследованных 
отмечена тенденцию к снижению содержания IgA к гли-
адину по сравнению с группой клинически здоровых 
лиц: 3,00 Ед/мл и 3,50 Ед/мл соответственно. Глиадин 

Т а б л и ц а  2
Содержание ИЛ-8 в ротовой жидкости клинически здоровых лиц при различной групповой принадлежности крови, пг/мл

Группы крови М±m Ме Min Maх 95% CI
0(I) 119,09±29,87 78,56 7,04 420,09 28,05-155,91
А(II) 127,86±31,14 66,05 9,04 395,47 33,07-233,60
В(III) 257,86±45,07 218,51* 15,17 417,83 132,12-408,44
АВ(IV) 172,92±85,64 110,64 46,08 424,32 99,64-445,48
Генеральная совокупность 158,12±20,4 127,57 7,04 424,32 63,32-169,73

Т а б л и ц а  3
Клинические характеристики больных ХГП с различными группами крови

Показатели 0(I) A(II) B(III) AB(IV)
Индекс кровоточивости по Мюллеману 2 степень 2 и 3 степень 1 и 2 степень 2 степень
Подвижность по шкале Флезар 1 и 2 степень 2 степень 1 степень 1 и 2 степень
Рецессия десны 13% 33% 3% 20%
Глубина пародонтальных карманов 4,52±0,10 5,46±0,08 4,45±0,11 5,14±0,26
Упрощенный индекс гигиены полости рта Грин-Вермильон 3,28±0,05 4,00±0,01 2,83±0,04 3,77±0,08
Пародонтальный индекс Рассела 2,89±0,05 3,56±0,06 2,24±0,08 3,20±0,11
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является сложным белком-гликопротеином, компонен-
том злаковых растений и, соответственно, входит в со-
став нашего пищевого рациона. Нарушение выработки 
антител к пищевым белкам ведёт к развитию заболева-
ний желудочно-кишечного тракта, в частности, целиа-
кии, однако, выработка антител к пищевым гликопроте-
инам может встречаться и при отсутствии целиакии, как 
следствие изменения иммунных реакций организма и 
обозначается как «антитела без целиакии».

Для лиц с ХГП со А(II) группой крови в крови отме-
чено снижение IgG к глиадину (0,75 Ед/мл) по сравне-
нию с группой клинически здоровых лиц (5,00 Ед/мл). 
Выявленные изменения иммунного статуса могут при-
водить к снижению протективных свойств организма (в 
том числе антибактериальных, противовирусных, анти-
токсических) при ХГП.

У больных с В(III) в крови отмечены группоспеци-
фические особенности изменений показателей гумо-
рального иммунитета: значимое достоверное увеличе-
ние (р<0,01) содержания IgA к глиадину по сравнению 
с группой клинически здоровых лиц: 5,00 Ед/мл и 2,60 
Ед/мл соответственно.

Учитывая, что сывороточный IgA преимущественно 
играет роль регулятора иммунных процессов, взаимо-
действуя с иммуннокомпетентными клетками, реали-
зующими клеточно-ассоциированные защитные функ-
ции, такие, как фагоцитоз, цитотоксические эффекты, 
с гуморальными факторами врождённого иммунитета 
(комплемент, лактоферрин, лизоцим), увеличение его 

содержания в крови у пациентов с В(III) группой крови 
может свидетельствовать о повышенной интенсивности 
процесса острого воспаления в слизистой оболочке.

Характерным признаком для больных пародонтитом 
с В(III) группой крови оказалось увеличение содержа-
ния антител IgG к трансглутаминазе по сравнению с 
группой клинически здоровых лиц: 2,55 и 1,40 Ед/мл со-
ответственно. Изоферменты к трансглутаминазе широко 
представлены в организме. В образовании нормальной 
соединительной ткани ведущая роль принадлежит изо-
формам 1, 3, 5, которые катализируют формирование  
ковалентной связи между остатками глутамина, лизина 
и двух молекул фибронектина с коллагеном и другими 
белками внеклеточного матрикса [16]. Увеличение со-
держания IgG к трансглутаминазе можно расценить как 
признак молекулярного повреждения соединительной 
ткани и развитие иммунного ответа на данное повреж-
дение. IgG составляют основную массу антител при 
вторичном иммунном ответе. IgG проходят через гема-
тотканевые барьеры, обеспечивая антибактериальную и 
антитоксическую защиту, увеличение их содержания от-
ражает хронический характер течения патологического 
процесса, что наряду с увеличением IgA свидетельству-
ет о более высокой, чем у пациентов 0(I) и А(II) групп 
крови, иммунорезистентности.

У лиц с АВ(IV) группой крови, при высоком уровне 
антител класса IgA к глиадину у клинически здоровых 
обследованных этой группы крови содержание IgA у 
пациентов с пародонтитом оказалось низким: 4,50 Ед/

Т а б л и ц а  4
Антитела к глиадину, трансглутаминазе классов IgА и IgG в ротовой жидкости клинически здоровых лиц и пациентов  

с ХГП при различной АВ0-принадлежности (М±m, Ед/мл)

Показатели Группа обследованных Генеральная совокупность 0(I) A(II) B(III) AB(IV)

IgA к ГЛ
Здоровые 0,31±0,03 0,30±0,03 0,45±0,04 0,30±0,03 0,20±0,02
Больные 4,40±1,82 2,13±0,74 7,06±4,03 2,40±0,96 2,37±1,13

IgG к ГЛ
Здоровые 0 0 0 0 0
Больные 4,20±0,87 4,57±1,23 4,86±1,57 3,54±2,02 1,33±1,08

IgА к ТРГЛ
Здоровые 0,13±0,02 0,05±0,006 0,25±0,03 0 0,25±0,02
Больные 1,22±0,52 2,14±1,67 1,18±0,69 0,49±0,43 0,57±0,37

IgG к ТРГЛ
Здоровые 0 0 0 0 0
Больные 1,87±1,09 0,34±0,10 3,84±2,40 0,31±0,90 0,13±0,06

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл.6: ГЛ-глиадин; ТРГЛ-транслутаминаза.

Т а б л и ц а  5
Антитела к глиадину (Ед/мл) в крови пациентов с заболеваниями пародонта при различной АВ0-принадлежности крови

Группа крови Класс Ig М±m Ме Min Maх 95% CI Q1-Q3

0(I) IgG 1,74±0,32 2,00* 0,5 3,0 0,99-2,49 0,70-2,30
IgA 3,93±0,99 3,00 1,50 11,4 1,66-6,21 2,45-4,50

A(II) IgG 1,97±0,64 0,75* 0,10 10,0 0,60-3,34 0,55-2,60
IgA 3,38±0,47 2,70 1,40 7,5 2,37-4,38 1,55-4,83

B(III) IgG 1,19±0,36 0,75 0 3,0 0,34-2,03 0,55-1,95

IgA 6,59±2,18 5,0** 0,80 18,0 1,43-11,74 1,63-11,60
AB(IV) IgG 0,33±0,28 0,10* 0 0,9 0,89-1,56 0-2,20

IgA 0,87±0,09 0,90 0,70 1,0 0,49-1,25 0,70-1,00

Генеральная совокупность IgG 1,61±0,31 0,80 0 10,0 0,97-2,24 0,50-2,20
IgA 4,02±0,62 2,70 0,70 18,0 2,77-5,27 1,50-4,75
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мл и 0,90 Ед/мл соответственно, уровень IgG к глиади-
ну у пациентов этой группы оказался в сорок раз ниже 
конторольной группы: 4,00 Ед/мл и 0,10 Ед/мл (р<0,05). 
Проанализированы корреляционные взаимозависимо-
сти между изученными показателями (табл. 6).

При ХГП значимо меняется характер корреляций. 
Показательным примером являются корреляции с IgG 
к трансглутаминазе: у клинически здоровых лиц с этим 
показателем выявлено три коэффициента корреляции 
различной силы, два из которых имеют отрицательную 
величину, у больных ХГП только одна отрицательная 
корреляционная зависимость средней силы. При паро-
донтите по сравнению с клинически здоровыми лицами 
выявлено на 25% меньше коэффициентов корреляции, 
что свидетельствует о том, что при данной патологии 
ослабевают взаимодействия различных факторов гумо-
рального иммунитета, характерные для здорового орга-
низма. Такое разобщение отражает снижение потенциа-
ла иммунной защиты организма.

Заключение. Проведённые исследования позволили 
проанализировать у клинически здоровых лиц предрас-
положенность к альтеративным процессам в оральных 
средах, использовав градацию по групповой принад-
лежности крови. Определение содержания ИЛ-6 и 8 в 
ротовой жидкости лиц с В(III) группой крови может рас-
сматриваться в качестве неинвазивных маркёров для вы-
явления риска развития деструктивно-воспалительных 
процессов в ротовой полости. Данные особенностей 
стоматологического статуса при ХГП могут быть приме-
нены в качестве фактического материала, позволяющего 
персонифицировать характер клинических проявлений. 
В качестве молекулярного фундамента обнаруженных 
изменений выступают маркёры деструктивного повреж-
дения пародонтального комплекса – иммуноглобулины 
к трансглутиаминазе и глиадину, установлено, что их 
концентрация в крови и ротовой жидкости зависит от 
групповой принадлежности крови по системе АВ0. Наи-
более значимые изменения по комплексу клинических и 
иммунных нарушений в крови и ротовой жидкости вы-
явлены у обследованных с А(II) и В(III) группами крови, 
в связи с этим данной группе лиц может быть рекомен-
довано регулярное наблюдение пародонтолога.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.
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ствии конфликта интересов.

Л И Т Е Р А Т У Р А (пп. 1-3, 5-16 см. R E F E R E N C E S )
4.	 Кунин А.А., Ипполитов Ю.А., Лепехина Л.И., Быков Э.Г. Кли-

ническая гистохимия барьерной функции слизистой оболочки 
десны при пародонтите. Стоматология. 2001; 1: 13-6.

R E F E R E N C E S
1.	 Sheiham A., Netuveli G. Periodontal diseases in Europe. Periodontol 

2000. 2002; 29:104-21.
2.	 Madianos P., Bobetsis Y., Kinane D.. Generation of inflammatory 

stimuli: how bacteria set up inflammatory responses in the gingiva. 
Journal of Clinical Periodontology. 2005; 32: 57-71.

3.	 Yucel-Lindberg T., Bage T. Inflammatory mediators in the pathogenesis 
of periodontitis. Expert Reviews in Molecular Medicine. 2013; 15: e7.

4.	 Kunin A.A., Ippolitov Yu.A., Lepehina L.I., Bykov Ye.G. Clinical 
histochemistry of the barrier function of the gingival mucosa during 
periodontitis. Stomatologiya. 2001; 1: 13-6. (in Russian)

5.	 Donlon W. Immunology in dentistry. The Journal of the American 
Dental Association. 1980; 100(2): 220-31.

6.	 Zhang N., Xu Y., Zhang B., Zhang T., Yang H., Zhang B. et al. Analy-
sis of interleukin-8 gene variants reveals their relative importance 
as genetic susceptibility factors for chronic periodontitis in the Han 
population. PLoS One. 2014; 9(8): e104436.

7.	 Ertugrul A., Sahin H., Dikilitas A., Alpaslan N., Bozoglan A. Com-
parison of CCL28, interleukin-8, interleukin-1β and tumor necrosis 
factor-alpha in subjects with gingivitis, chronic periodontitis and 
generalized aggressive periodontitis. Journal of Periodontal Re-
search. 2013; 48(1): 44-51.

8.	 Santos M., Diniz M., Guare R., Ferreira M., Gutierrez G., Gorjao R. 
Inflammatory markers in saliva as indicators of gingival inflammation 
in cerebral palsy children with and without cervical motor control. In-
ternational Journal of Paediatric Dentistry. 2017; 27(5): 364-71.

9.	 Belkin A., Zemskov E., Hang J., Akimov S., Sikora S. et al. Cell-
surface-associated tissue transglutaminase is a target of MMP-2 pro-
teolysis. Biochemistry. 2004; 43(37):11760-9.

10.	 Mozaffari H., Sharifi R., Sadeghi, M. Interleukin-6 levels in the se-
rum and saliva of patients with oral lichen planus compared with 
healthy controls: a meta-analysis study. Central-European journal of 
immunology. 2018; 43(1): 103-8.

11.	 Boronat-Catala M., Catala-Pizarro M., Bagan-Sebastian J. Salivary 
and crevicular fluid interleukins in gingivitis. Journal of Clinical and 
Experimental Dentistry. 2014 ; 6(2): e175-9.

12.	 Kim W., An H., Kim J., Gwon M., Gu H., Lee S. et al. Apamin inhibits 
TNF-α- and IFN-γ-induced inflammatory cytokines and chemokines 
via suppressions of NF-κB signaling pathway and STAT in human ke-
ratinocytes. Pharmacological Reports. 2017; 69(5): 1030-5.

13	 Luo Q., Ma X., Wahl S., Bieker J., Crossley M., Montaner L. Ac-
tivation and repression of interleukin-12 p40 transcription by ery-
throid Kruppel-like factor in macrophages. The Journal of Biological 
Chemistry. 2004; 279(18): 18451-6.

14.	 Ertugrul A., Sahin H., Dikilitas A., Alpaslan N., Bozoglan A. Com-
parison of CCL28, interleukin-8, interleukin-1β and tumor necrosis 
factor-alpha in subjects with gingivitis, chronic periodontitis and 
generalized aggressive periodontitis. Journal of Periodontal Re-
search. 2013; 48(1): 44-51.

15.	 Noh M., Jung M., Kim S., Lee S., Park K., Kim D. et al. Assessment of 
IL-6, IL-8 and TNF-α levels in the gingival tissue of patients with peri-
odontitis. Experimental and Therapeutic Medicine. 2013; 6(3): 847-51.

16.	 Nurminskaya M., Kaartinen M. Transglutaminases in mineralized 
tissues. Frontiers in Bioscience. 2006; 11: 1591-1606.

                                                                                                                     Поступила 10.01.20
                                                                                                         Принята к печати 20.01.20

Т а б л и ц а  6
Коэффициенты корреляции между содержанием антител к глиадину и трансглутаминазе в крови при пародонтите

Показатели IgA к ГЛ, сыворотка IgG к ГЛ, сыворотка IgA к ТРГЛ, сыворотка IgG к ТРГЛ, сыворотка
IgG к ГЛ, сыворотка 0,49**
IgA/IgG к ГЛ, сыворотка -0,71**
IgА к ГЛ / IgA к ТРГЛ, сыворотка 0,39* -0,69**
IgA/IgG к ТРГЛ, сыворотка 0,78**
IgG к ГЛ /IgG к ТРГЛ, сыворотка 0,48** 0,82** -0,51**
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Сапожкова Ж.Ю. 1,2, Еремин К.И. 1

МОДИФИКАЦИЯ ПРОТОКОЛА АНАЛИТИЧЕСКОГО ЭТАПА СПЕРМОГРАММЫ

1Международная школа цитологии, 111674, Москва, 196641, Санкт-Петербург, Россия; 
2Подольский диагностический центр, 142117, Подольск, Московская область, Россия

Лабораторное руководство ВОЗ по исследованию и обработке эякулята человека (5-е издание, 2010 г.) содержит стан-
дартизированные, основанные на фактических данных процедуры, которым рекомендовано следовать при выполнении 
анализа. Несмотря на это, существуют некоторые разночтения в толковании этого документа. В России протокол 
ВОЗ по определению концентрации пероксидазо-позитивных клеток и сперматозоидов, а также оценке их жизнеспособ-
ности и морфологии не полностью соответствует протоколам других стран. Большинство российских руководств по 
анализу спермы человека содержит не актуальную информацию из 4-ого издания ВОЗ от 1999г. Сложившаяся ситуация 
привела к отсутствию единого подхода к аналитическому этапу спермограммы. В целях стандартизации, разработан 
набор реагентов (ГЕМСТАНДАРТ-СПЕРМОГРАММА, ООО «ГЕМСТАНДАРТ», С.-Петербург, Россия), позволяющий 
структурировать протокол исследования, получить необходимую точность и полноту анализа в оценке фертильности 
мужчин. Такой подход представляется крайне важным для надлежащей клинико-лабораторной оценки в целях сохране-
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ОБЩЕКЛИНИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ

В настоящее время руководство ВОЗ  (5-е издание, 
2010 г.) регламентирует исследование и обработку эяку-
лята человека для установления фертильности и мони-
торинга сперматогенеза мужчины [3,14].  Несмотря на 
то, что этот документ содержит отличные от прежних 
значений референсные диапазоны [15-17], существуют 
определенные сложности и ограничения в использо-
вании его в России. В руководстве ВОЗ рекомендуется 
применение ряда реагентов и приборов, не зарегистри-
рованных в России и содержащих канцерогенные пре-
курсоры. Сегодня нет единого подхода к аналитиче-
скому лабораторному этапу исследования спермограм-
мы, как следствие - разночтение результатов, неверная 
диагностика и лечение. Концентрация истинных лей-
коцитов/пероксидазо-положительных клеток (ППК), 
сперматозоидов, а также оценка их жизнеспособности 
и морфологии, ошибочное определение которых не до-
пустимо, остаются одними из проблемных параметров 
анализа эякулята. Предлагается стандартизация про-
токола спермограммы, который заложен в наборе реа-
гентов «ГЕМСТАНДАРТ-СПЕРМОГРАММА» (Санкт-
Петербург, Россия).

Материал и методы. За период с мая по ноябрь 2019 
г. на учебной базе Международной Школы Цитологии 
(Москва) проведен корреляционный анализ результатов 
клинического анализа спермы от 200 мужчин 29-65 лет. 
Исследования выполнены в клинико-диагностической 
лаборатории сети медицинских клиник г. Подольска 
двумя способами.

Способ 1. Используются растворы, приготовлен-
ные согласно прописям рекомендаций и протоколов по 
анализу спермы человека, представленных в широком 
доступе в интернете [1-4,7,10-17]. Прописи содержат 
вещества, обладающие канцерогенным, мутагенным 
действием (насыщенный раствор формальдегида, орто-
толуидин).

Способ 2. Используется набор реагентов «ГЕМ-
СТАНДАРТ-СПЕРМОГРАММА» (далее Набор) для 
комплексной оценки показателей спермограммы. Инно-
вационная составляющая Набора – комбинированный 
подход к измерению концентрации ППК и сперматозо-
идов в эякуляте человека на основе цитохимического 
окрашивания. В состав набора входят следующие ком-
поненты: Реагент №1 - проявитель: смесь натрия фос-
форнокислого двузамещенного, калия фосфорнокисло-
го однозамещенного, аммония хлористого, динатриевой 
соли этилендиаминотетрауксусной кислоты и бензиди-
на; Реагент №2 - перекись водорода 30 %;  Реагент № 
3 - раствор эозина, 5 % водный; Реагент № 4 раствор ни-
грозина, 10 % водный; Реагент № 5 - краситель азур-эо-
зин по Романовскому;  Реагент №6 - фиксатор-краситель 
эозин метиленовый синий по Май-Грюнвальду; Реагент 
№ 7 - фосфатно-солевой раствор бромелайна. Набор не 
содержит тканей, клеток и биологических веществ че-
ловеческого или животного происхождения; в нем нет 
веществ, обладающих канцерогенным, мутагенным или 
влияющим на репродуктивную деятельность человека 
действием.

Принцип действия и назначение Набора реаген-
тов в способе 2. 

Реагенты №1 и Реагенты №2, входящие в состав 
Набора, при обработке образца спермы окрашивают в 
коричневый цвет клетки, содержащие пероксидазу (ней-
трофильные лейкоциты). Клетки, не содержащие перок-
сидазу (сперматозоиды, клетки сперматогенеза, лимфо-

циты, моноциты, макрофаги, спермиофаги, гистиоциты, 
эритроциты, липоидные тельца, эпителий), остаются 
бесцветными. В качестве положительного контроля при 
определении окраски ППК образцов эякулята исполь-
зуется цельная кровь, результаты окраски оценивают 
микроскопией.

Реагент №2 Набора позволяет использовать рабочий 
раствор реагента при разведении спермы 1:10 как для 
подсчета концентрации ППК, так и фиксировать под-
вижные клетки для последующего подсчета концентра-
ции сперматозоидов в больших квадратах камеры Горяе-
ва, используя соответствующие формулы. Определение 
двух важнейших параметров спермограммы (концен-
трация ППК и сперматозоидов) в одной пробирке важно 
для оптимизации производственного процесса, сокра-
щения времени оборота теста в лаборатории (ТАТ - turn 
around time).  Подсчет концентрации круглых клеток 
(КК) не проводится, необходима только предваритель-
ная качественная оценка наличия КК в препарате. 

Реагент № 3 и Реагент № 4 предназначены для опре-
деления процентного соотношения живых и мертвых 
сперматозоидов. В результате взаимодействия 10 мкл 
спермы с 20 мкл Реагента № 3 в течение 5 с и 30 мкл 
Реагента № 4 в течение последующих 5 с на предметном 
стекле, отчетливо визуализируются окрашенные эози-
ном в красный цвет мертвые сперматозоиды и неокра-
шенные (бесцветные) живые сперматозоиды. Строгое 
соблюдение указанных дозировок в аликвотировании 
эякулята и реагентов позволяет произвести качествен-
ное окрашивание, безошибочно идентифицировать и 
определить процентное соотношение живых и мертвых 
сперматозоидов.

Реагент № 5 и Реагент № 6 идентифицируют внутри-
клеточные субстанции эякулята. Принцип действия ос-
нован на том, что они имеют разную рН и связываются 
с красителем с противоположной реакцией. Ацидофиль-
ные структуры окрашиваются в разные тона красного 
цвета, базофильные структуры – в тона от пурпурового 
до синего. Ядра клеток богаты нуклеиновыми кислота-
ми, имеют кислую реакцию и окрашиваются азур-эози-
ном в сине-фиолетовый цвет. Головки сперматозоидов 
окрашиваются в синий цвет с сиреневой или фиолето-
вой акросомальной частью. Хвосты сперматозоидов 
окрашиваются в нежно-сиреневый цвет. Цитоплазма-
тическая капля и шейка сперматозоида окрашиваются в 
сине-фиолетовый цвет.

Реагент № 7 используется для разжижения вязкого 
эякулята. Он представляет собой раствор бромелайна на 
фосфатном буфере Дульбеко, разжижает эякулят в ко-
роткий срок (до 10 мин в термостате при температуре 
37оС 10 минут).

Приготовление рабочего раствора из реагентов 1 
– 2.  К флакону с Реагентом № 1 осторожно добавить 
10 мкл Реагента №2 и перемешать. Рабочий раствор ис-
пользовать в течение 24 часов при хранении при 0-5оС. 
Остатки неизрасходованного рабочего раствора  аликво-
тировать по 500 мкл в сухие микропробирки типа Эп-
пендорф и заморозить. Допускается 1 месяц хранения 
в морозильной камере с последующим однократным 
размораживанием перед проведением исследования. Ре-
агенты №№3–7 готовы к использованию. 

Проведение анализа. Если разжижение эякулята не 
наступает в течение 60 минут, в пробирку со всей порци-
ей эякулята вносят пипеткой Пастера равное количество 
Реагента № 7 в соотношении 1+1 (1:2), размешивают, не 



RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2020; 65(2)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-2-106-110

GENERAL CLINICAL METHODS

108

допуская образования пузырьков, инкубируют пробирку 
в термостате при температуре 37оС 10 минут. Процедура 
разжижения влияет на биохимические показатели эяку-
лята, подвижность и морфологию сперматозоидов, по-
этому использование процедуры указывается дополни-
тельно в протоколе исследования.  Разведение 1+1 (1:2) 
следует учитывать при расчете концентрации спермато-
зоидов и лейкоцитов. 

Окрашивание и подсчет ППК в эякуляте 
1. Тщательно перемешать образец спермы, не допу-

ская образования пузырьков и пены. 
2. В пробирку поместить аликвоту из 20 мкл спермы 

и 180 мкл рабочего раствора (разведение 1:10) – готовая 
смесь исследуемого препарата.

3. Аккуратно перемешать суспензию в течение 10 сек 
стеклянной палочкой и инкубировать при 37оС 30 минут.

4. После предварительного аккуратного повторного 
перемешивания суспензии заполнить две стороны каме-
ры Горяева.

5. Для осаждения клеток, удерживать камеру Горяева 
горизонтально не менее 4 минут при комнатной темпе-
ратуре.

6. Оценить заполненные камеры в световом микро-
скопе при увеличении ×200 или ×400.

7. Подсчитать число ППК в больших квадратах ка-
меры Горяева с помощью лабораторного счетчика. Реко-
мендуется считать 2-3 раза с последующим определени-
ем среднего значения ППК.

Расчет концентрации ППК проводить согласно двум 
вариантам в зависимости от результатов предваритель-
ной визуальной оценки КК.

Подсчет концентрации лейкоцитов/ППК. Если 
КК располагаются в монослоях (не большое/малое ко-
личество при визуальной оценке микроскопией), ППК 
считать в 100 больших квадратах камеры Горяева, раз-
деленных на 4 малых.

 Расчет проводить по формуле 1:
L =(a×250×10)/(100×1000) [млн/мл]  (формула 1),
где L – ППК в 1 мл эякулята, a – ППК в 100 больших 

квадратах, 250 - 1/250 -объем одного большого квадрата, 
10 – степень разведения спермы, 1000 – пересчет 1 мкл 
в 1 мл, 100 – количество больших квадратов.

Сокращенный вариант формулы 1:
L=a/40 [млн/мл].
Если КК располагаются в мультислоях (большое ко-

личество после предварительной визуальной оценки), 
считать ППК в 40 больших квадратах (20 квадратов 
вверху сетки и 20 – внизу). 

Расчет проводить по формуле 2:
L=(a×250×10×1000)/(40×1000000) [млн/мл] (формула 2),
где a – ППК в 40 больших квадратах, 250 - 1/250 - 

объем одного большого квадрата, 10 – степень разведе-
ния спермы, 1000  - пересчет из 1 мкл в 1 мл эякулята, 
40 – количество больших квадратов.

Сокращенный вариант формулы 2:
L=a×0,0625 [млн/мл]
Подсчет концентрации сперматозоидов. Если 

сперматозоиды лежат в монослоях (малое количество 
после предварительной визуальной оценки), то разво-
дить эякулят следует в соотношении 1:10. 

Определение концентрации сперматозоидов прово-
дить в 5 больших квадратах камеры Горяева, разделен-
ных на 16 малых, по диагонали.

Расчет проводить по формуле 3: 
С=a×500 000 [млн/мл] (формула 3),

где С – концентрация сперматозоидов в 1 мл эякуля-
та, a – количество сперматозоидов в 5 больших квадра-
тах по диагонали.

Если сперматозоиды лежат в мультислоях (большое 
количество после предварительной визуальной оценки), 
то увеличить разведение до 1:20 и более путем добав-
ления в пробирку №1 еще 200 мкл рабочего раствора. 
В случае, если требуется разведение 1:40, 1:80, то доба-
вить в пробирку №1 с существующим разведением каж-
дый раз по 200 мкл рабочего раствора, соответственно. 
После предварительного аккуратного повторного пере-
мешивания суспензии заполнить камеру Горяева. При 
расчете в формулу 3 внести коэффициент, соответству-
ющий дополнительному разведению эякулята.

Для осаждения клеток удерживать камеру Горяева 
горизонтально не менее 4 минут при комнатной темпе-
ратуре. Оценить заполненную камеру в свето-оптиче-
ском микроскопе при увеличении ×200 или ×400. Под-
считать число сперматозоидов с помощью лабораторно-
го счетчика. 

Процедура анализа эякулята. В Способе 1 проце-
дура анализа эякулята состояла из трех этапов: 1) опре-
деление концентрации сперматозоидов; 2) окрашивание 
и определение доли живых/мертвых сперматозоидов; 
3) окрашивание в целях дифференцировки морфологии 
сперматозоидов и определения доли нормальных и па-
тологических форм. Этап окрашивания и определения 
концентрации ППК был заменен на определение кон-
центрации нейтрофильных гранулоцитов путем субъ-
ективной их оценки («на глаз») по косвенным иденти-
фикационным признакам. Разжижения вязкого эякулята 
не проводили: образцы либо отбраковывали с пометкой 
«оценка концентрации и общего количества спермато-
зоидов невозможна ввиду высокой вязкости биомате-
риала, исследование повторить», либо происходило не-
полноценное аликвотирование 20 мкл вязкого эякулята 
с потерей объема последнего.  

В Способе 2 процедура анализа эякулята состояла из 
четырех или пяти этапов (в зависимости от вязкости эя-
кулята): 1) разжижение вязкого эякулята, если вязкость 
превышала пороговое значение ≥20 мм; 2) окрашивание и 
определение концентрации ППК; 3) определение концен-
трации сперматозоидов; 4) окрашивание и определение 
доли живых/мертвых сперматозоидов; 5) окрашивание в 
целях дифференцировки морфологии сперматозоидов и 
определение доли нормальных и патологических форм. 

Результаты и обсуждение. Способом 1 и Способом 
2 параллельно было исследовано 200 образцов эякуля-
та по четырем важным диагностическим параметрам: 
концентрация лейкоцитов и сперматозоидов, жизнеспо-
собность эякулята и морфология сперматозоидов. Оцени-
валось количество образцов, в которых показатели не со-
ответствовали референсным значениям, указанным в 5-м 
руководстве ВОЗ (см.таблицу). 

Результаты таблицы свидетельствуют, что при оцен-
ке свойств эякулята Способом 1 из 200 исследованных 
образцов в 136 (68 %) выявлены отклонения, выходящие 
за референтные значения; в Способе 2 патологические 
отклонения выявлены в 37 % тех же образцах эякулята. 
Как видно из таблицы, высокий процент выявленных от-
клонений Способом 1 – это преимущественно пиоспер-
мия. Согласно данным литературы [5,6,8,9], умеренные 
уровни ППК в эякуляте (<1млн/ мл) являются физио-
логической нормой; при более высоких концентрациях 
(от 1-2,5 млн/мл) сперма может оставаться фертильной. 
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Необходимо обращать внимание на критично высокий 
уровень ППК (>2,5 млн/мл), частота наступления бере-
менности при котором уже может снижаться. В этой свя-
зи, урологу-андрологу крайне важно иметь это в виду, 
а специалисту КДЛ не допускать ложную пиоспермию, 
так как необоснованно назначенное антибактериальное 
лечение может необратимо спровоцировать патологию 
остальных главных показателей эякулята.

Главным источником расхождений было отсутствие 
в Способе 1 обработки спермы реагентами для цитохи-
мического окрашивания нейтрофильных гранулоцитов, 
которые окрашивают круглые клетки (КК), содержащие 
пероксидазу, в коричневый цвет. За основу подсчета лей-
коцитов Способом 1 была принята известная методика 
количественной оценки содержания КК (концентрации) 
без цитохимического окрашивания ППК (нейтрофиль-
ных лейкоцитов) в эякуляте [1]. Недостатки методики 
следующие: 1) производится оценка и определение кон-
центрации всех КК, а не только нейтрофильных грану-
лоцитов/ППК; 2) применяются косвенные идентифи-
кационные признаки ППК путем субъективной̆ оценки 
(округлая форма, сегментированные ядра, микровор-
синчатая поверхность, средний размер), что не соответ-
ствует рекомендациям ВОЗ. Очевидно, что методика не 
приемлема для мониторинга содержания лейкоцитов в 
сперме, так как не дает представления об истинном со-
держании ППК. Как результат, происходила ошибочная 
интерпретация и излишний подсчет концентрации бесц-
ветных (неокрашенных) лейкоцитов: за ППК были при-
няты все КК, не содержащие пероксидазу, наряду с ис-
тинными лейкоцитами, содержащими пероксидазу. Все 
эти клетки были отнесены к лейкоцитам по их субъек-
тивным признакам, что привело к ложной пиоспермии. 

Согласно Руководству ВОЗ, 5-е издание, оценку и 
вычисление концентрации лейкоцитов в эякуляте осу-
ществляют с помощью метода цитохимического окра-
шивания токсичным, канцерогенным и мутагенным рас-
твором на основе орто-толуидина[3, 14]. Использование 
этого протокола в России затруднено, так как: 1) отсут-
ствует коммерчески доступный̆ набор для окрашивания;  
составить набор из 6 реагентов затруднительно, так как 
орто-толуидин является прекурсором и в свободном до-
ступе отсутствует; 2) в медицинских лабораториях за-
прещено использование самостоятельно приготовлен-
ных реагентов, к тому же современные лаборатории не 
имеют необходимого поверенного оборудования: весов, 
оборудования для титрования; в КДЛ России исполь-
зуют готовые наборы реагентов; 3) результаты счита-
ют в усовершенствованном гемоцитометре Нейбауэра, 
который отсутствует на российском лабораторном рын-
ке оборудования с регистрационным удостоверением; 
4) формула подсчета адаптирована к гемоцитометру 
Нейбауэра, что вызывает определенные трудности.

В соответствии с различными вариациями протоко-
лов спермограммы [1-4,7,10-17], широкое применение в 
практике КДЛ нашла еще одна методика оценки и вычис-
ления концентрации ППК в эякуляте. При ее осущест-
влении используют полуколичественную оценку содер-
жания лейкоцитов в эякуляте на тест-полоске с помощью 
иммунохроматографического метода (без цитохимиче-
ского окрашивания), основанного на ферментативной 
активности лейкоцитарной эстеразы [2]. Недостатки ме-
тодики заключаются в следующем: 1) позволяет осуще-
ствить только приблизительное определение концентра-
ции  лейкоцитов в эякуляте (полуколичественный метод 
определения – метод сухой химии на тест- полоске (> 
или <1х106); 2) методика основана на цветовой индика-
ции в зоне тест-полоски, что может приводить к ложной 
пиоспермии, так как лейкоцитарная эстераза появляется 
в биожидкости также и при разрушении лейкоцитов; 3) 
методика не дает истинного представления о наличии 
или отсутствии воспалительного процесса у мужчины. 

Основная причина расхождения одиннадцати (11) ре-
зультатов в определении некрозооспермии Способами 1 
и 2 (Таблица 1) - это отсутствие точного дозирования при 
аликвотировании компонентов при суправитальной окра-
ске по Блюму для дальнейшего цитохимического окра-
шивания сперматозоидов. 

Необходимо подчеркнуть, что все результаты, ука-
зывающие на некрозооспермию Способа 2, входили в 
число случаев некрозооспермии Способа 1. Методика 
Способа 1 регламентирует окрашивание в течение 30 с 
на предметном стекле 1-й капли эякулята и равного ко-
личества 5% водного эозина. В результате, живые спер-
матозоиды должны оставаться бесцветными, а мертвые 
- окрашиваться в красный цвет [2]. Неточное дозирова-
ние компонентов и несоблюдение времени окрашивания 
может приводить к перекрашиванию сперматозоидов.

Существует методика оценки живых и мертвых спер-
матозоидов, описанная Е.Е. Брагиной [1], где рекомен-
довано окрашивание смеси 1 капли неразведенного пе-
ремешанного эякулята с 1 каплей красящего раствора из 
5% водного эозина и 10% нигрозина в течении 30 секунд.  
Основной недостаток такого подхода – также отсутствие 
точного дозирования при аликвотировании компонентов. 
Как результат - перекрашивание сперматозоидов и ложная 
некрозооспермия. 

В отличие от вышеупомянутых методик дифферен-
цировки жизнеспособности эякулята, протокол окра-
шивания Набора (Способ 2) определяет строгое соблю-
дение дозирования аликвот, в результате достигается 
надлежащее качество окраски как фона препарата, так 
мертвых и живых сперматозоидов. 

Причина расхождения результатов установленной 
олигозооспермии в шести (6) пробах (см.таблицу) рассма-
тривается в отсутствии этапа разжижения вязкого эякуля-

Сравнительные результаты выявления показателей эякулята использованными способами,  
выходящие за референсные значения, указанные в 5-м руководстве ВОЗ 

Выявленная патология (анализировано 200 образцов эякулята) Способ 1, результат Способ 2, результат
Пиоспермия (концентрация ППК (лейкоцитов) > 1 млн/мл) 96 55
Некрозооспермия (количество живых сперматозоидов  < 58%) 21 10
Олигозооспермия (концентрация сперматозоидов < 15 млн/мл) 11 5
Тератозооспермия (количество патологических форм >4%) 8 4
Всего категория патологии, n 136 74
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та необходимым для этой процедуры реагентом. Как ре-
зультат, неполноценное аликвотирование 20 мкл вязкого 
эякулята в узкую часть наконечника дозатора.  В итоге, 
потеря объема спермы во время дозирования приводила 
к потере концентрации сперматозоидов. 

Возможная причина четырех (4) расхождений в Спо-
собах 1 и 2 при оценке нормальных и патологических 
форм сперматозоидов (см.таблицу) - применение мето-
дикой быстрого окрашивания эякулята Diff-Quik, реко-
мендованной ВОЗ [3,14]. С одной стороны, применение 
экспресс-окрашивания снижает TAT, что оптимизирует 
производственный процесс. C другой стороны, получа-
ются препараты более низкого качества по сравнению 
с мазками, окрашенными традиционным методом по 
Романовскому, что предлагает Набор. Отмечается, что 
анализ морфологии сперматозоидов достаточно субъ-
ективен и трудно поддаётся стандартизации [3,14] даже 
при окраске традиционным методом. Констатируем, что 
использование Реагента № 5 и Реагента № 6 Набора по-
вышает качество окрашивания, что дает возможность 
улучшить должную оценку эякулята. 

Заключение. Ошибочное определение главных па-
раметров анализа спермы человека, таких как концен-
трация ППК, сперматозоидов, а также определение их 
жизнеспособности и морфологии, крайне недопустимы 
для понимания истинной фертильности мужчины. Тех-
нологические возможности предлагаемых реагентов для 
комплексного исследования спермы человека, позволяют 
исключить ошибки аналитического этапа спермограммы. 
Подтверждена идентичность полученных результатов 
окрашивания с помощью Набора реагентов «ГЕМСТАН-
ДАРТ-СПЕРМОГРАММА»  (ООО «ГЕМСТАНДАРТ», 
С.-Петербург, Россия) аналогичным по составу прописям 
реагентов, рекомендованным ВОЗ для исследования эя-
кулята (Руководство ВОЗ по исследованию и обработке 
спермы человека, 5-я редакция (2010 г.)) и другим рос-
сийским рекомендациям. Внедрение в практику КДЛ На-
бора, наряду с профильным повышением квалификации 
специалистов, – это шаг на пути к стандартизации про-
токола спермограммы и дальнейшей правильной диагно-
стике и лечению мужчин с бесплодием.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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РЕДКИЕ ВИДЫ В СТРУКТУРЕ КИСЛОТОУСТОЙЧИВЫХ ПРЕДСТАВИТЕЛЕЙ ПОРЯДКА 
ACTINOMYCETALES, ВЫДЕЛЕННЫХ ИЗ КЛИНИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА

ФГБОУ ВО «Самарский государственный медицинский университет» Минздрава РФ, 443099,  Самара, Россия

Приведены данные о структуре кислотоустойчивых представителей порядка Actinomycetales и редких видах, выделен-
ных и идентифицированных с использованием различных методов. В исследование включены штаммы нетуберкулез-
ных микобактерий (НТМ), выделенные из клинического материала при обследовании на туберкулёз в период с 2016 по 
2019 годы. Общее количество образцов, с признаками роста НТМ, составило 316 проб. Первичное выделение на средах 
Левенштейна-Йенсена, Финн II, MGIT и идентификация НТМ методом ДНК-гибридизации. Все штаммы, которые не 
идентифицированные до вида и культуры, определённые как микроорганизмы с высоким содержанием G+C (High GC 
GR+) реидентифицированы с использованием MALDI-ToF масс-спектрометра Microflex LT (Bruker®). Методом ДНК-
гибридизации успешно идентифицировано до вида 188 штаммов, выделенных НТМ, что составило 59,5% от всех вы-
деленных культур. Среди выделенных видов преобладали представители медленнорастущих НТМ (M. avium complex, M. 
gordonae, M. kansasii), которые составили в совокупности 67,0% от всех идентифицированных до вида штаммов НТМ. 
Среди культур, для которых методом ДНК-гибридизации не удалось провести приемлемую идентификацию оказались 
преимущественно НТМ, среди которых доминировали M. gordonae, M. avium, M. kansasii. Ряд НТМ представлены редки-
ми видами: M. iranicum и M. pseudoshottsii. Среди данной группы микроорганизмов выделены другие кислотоустойчивые 
аэробные актиномицеты, в том числе имеющие потенциальное клиническое значение: Gordonia spp., Tsukamurella spp., 
Rhodococcus spp., Nocardia spp. При идентификации культур, с высоким содержанием Г+Ц выявлено наибольшее коли-
чество микробных ассоциаций, в том числе состоящих из двух видов НТМ (M. monacense + M. flavescens, M. avium + M. 
kansasii), ассоциации M. gordonae со стафилококками. В эту же группу попали редкие виды НТМ: M. fredericbergense, M. 
szulgai, M. malmoense, M. bohemicum, M. septicum, представители родов Nocardia, Gordonia, Tsukamurella.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  нетуберкулезные микобактерии; кислотоустойчивые актиномицеты; редкие виды.
Для цитирования: Лямин А.В. Редкие виды в структуре кислотоустойчивых представителей порядка Actinоmycetales 
выделенных из клинического материала. Клиническая лабораторная диагностика. 2020; 65 (2): 111-115.  
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-2-111-115
Lyamin A.V.
RARE SPECIES IN THE STRUCTURE OF ACID-RESISTANT MEMBERS OF THE ORDER 
ACTINOMYCETALES ISOLATED FROM CLINICAL MATERIAL
Samara State Medical University, 43099, Samara, Russia
 The article presents data on the structure of acid-resistant members of the order Actinomycetales and rare species that have been 
isolated and identified using various methods. The study included strains of non-tuberculous mycobacteria (NTM) isolated from 
clinical material during examination for tuberculosis in the period from 2016 to 2019. The total number of samples with signs of 
NTMs growth that were included in the study was 316 samples. Primary isolation on Levenshtein-Jensen, Finn II, and MGIT media 
and NTMs identification by DNA-hybridization. All strains that were not identified prior to the species and culture, identified as 
microorganisms with a high G+C content (High GC GR +) were re-identified using a MALDI-ToF Microflex LT mass spectrometer 
(Bruker®). By the method of DNA-hybridization, 188 strains isolated by NTM were successfully identified to form 58.5% of all 
selected cultures. Among the selected species, representatives of slowly growing NTMs (M. avium complex, M. gordonae, M. 
kansasii) predominated, which amounted to 67.0% of all NTM strains identified to the species. Among the cultures for which 
DNA hybridization failed to carry out acceptable identification, predominantly NTMs were found, among which M. gordonae, M. 
avium, M. kansasii dominated. A number of NTMs were represented by rare species: M. iranicum and M. pseudoshottsii. Among 
this group of microorganisms, other acid-resistant aerobic actinomycetes were isolated, including those of potential clinical 
significance: Gordonia spp., Tsukamurella spp., Rhodococcus spp., Nocardia spp. When identifying cultures containing high 
concentrations of G+C, the maximum number of microbial associations was revealed, including those consisting of two types of 
NTMs (M. monacense + M. flavescens, M. avium + M. kansasii), as well as associations of M. gordonae with staphylococci. The 
same group included rare NTM species: M. fredericbergense, M. szulgai, M. malmoense, M. bohemicum, M. septicum, as well as 
representatives of the genera Nocardia, Gordonia, Tsukamurella.
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Введение. Кислотоустойчивые аэробные актиноми-
цеты – разнообразная группа микроорганизмов, особен-
ностью которых является строение клеточной стенки, 
обеспечивающее устойчивость к различным факторам 
окружающей среды. С точки зрения клинической микро-
биологии наибольший интерес среди них вызывают пред-
ставители родов Nocardia spp., Gordonia spp., Rhodococcus 
spp., Tsukamurella spp. и нетуберкулезные микобактерии 
(НТМ) [1,2]. Данная группа микроорганизмов практиче-
ски не попадает в поле деятельности врачей-бактериоло-
гов, за исключением НТМ, выделение и идентификация 
которых проводится в микробиологических лабораториях 
противотуберкулёзной службы. В отношение представи-
телей других родов из порядка Actinomycetales алгоритмы 
лабораторной диагностики практически не разработаны, 
но диагностика микобактериозов на сегодняшний день 
становится всё более доступной. Микобактериозы – груп-
па заболеваний различной локализации, этиологическим 
фактором развития которых являются НТМ. Интерес к 
данной группе заболеваний возрастает с каждым годом, 
что обусловлено увеличением количества пациентов с 
факторами риска по развитию патологических процес-
сов, вызванных НТМ [3]. Исторически сложилось так, 
что диагностикой микобактериозов в России занимаются 
в микробиологических лабораториях противотуберку-
лёзной службы. Среди методов видовой идентификации 
НТМ, которые рекомендованы ВОЗ широко использует-
ся метод ДНК-гибридизации, предложенный компанией 
«Hain Lifescience» (Германия). Данный метод позволяет 
проводить идентификацию наиболее часто выделяемых 
из клинического материала видов НТМ, представителей 
микобактерий из туберкулёзного комплекса (МТВс). При 
использовании двух ДНК-стрипов возможна идентифи-
кация 28 видов НТМ [4]. Известно значительно большее 
количество видов НТМ, по данным некоторых авторов до 
200, среди которых для более чем 50 видов описана этио-
логическая роль в развитии патологических состояний у 
человека [5]. Возникает вопрос о необходимости оценки 
распространённости видов НТМ в клиническом материа-
ле, идентификация которых невозможна при использова-
нии метода ДНК-гибридизации.

Использование метода ДНК-гибридизации исклю-
чает идентификацию других представителей порядка 
Actinomycetales за исключением НТМ. При проведении 
исследования с использованием тест-системы «Hain 
Lifescience» возможно определение микроорганизмов, 
которые условно относятся к группе грамположитель-
ных микроорганизмов с высоким содержанием гуанина 
и цитозина (Г+Ц) в геноме, для основной массы пред-
ставителей кислотоустойчивых аэробных актиномицет 
данный признак является стабильным и может быть ис-
пользован в качестве условного скрининга при работе с 
первичными посевами для отбора культур для дальней-
шей идентификации.

В последние десятилетия в рутинной микробиологи-
ческой практике стал широко использоваться метод иден-
тификации микроорганизмов, основанный на MALDI-ToF 
масс-спектрометрии, который позволяет идентифициро-
вать типичные и редкие виды из порядка Actinomycetales, 
включая НТМ. Библиотеки различных масс-спектрометров 
содержат данные, позволяющие достаточно точно прово-
дить видовую идентификацию более 160 различных пред-
ставителей рода Mycobacterium [6].

Цель работы - оценка распространённости и описа-
ние структуры редких видов кислотоустойчивых акти-
номицет, выделенных из клинического материала, видо-
вая идентификация которых невозможна при использо-
вании метода ДНК-гибридизации.

Материал и методы. В исследование включены 
штаммы НТМ, выделенные из клинического материала 
при обследовании на туберкулёз в период с 2016 по 2019 
годы. Общее количество образцов, с признаками роста 
НТМ, которые были включены в исследование соста-
вило 316 проб. Первичное выделение на средах Левен-
штейна-Йенсена, Финн II, MGIT и идентификация НТМ 
методом ДНК-гибридизации проводилась на базе бакте-
риологической лаборатории ГБУЗ «Самарский област-
ной клинический противотуберкулёзный диспансер им. 
Н. В. Постникова». Все штаммы, не идентифицирован-
ные до вида и культуры, определенные как микроорга-
низмы с высоким содержанием Г+Ц (High GC GR+) реи-
дентифицированы на базе микробиологического отдела 
КДЛ клиник ФГБОУ ВО «СамГМУ» Минздрава России 
с использованием MALDI-ToF масс-спектрометра Mi-
croflex LT (Bruker®). Для идентификации использован 
метод экстракции бактериальных белков муравьиной 
кислотой. Если видовую идентификацию не удалось 
провести напрямую из пробирки с плотной яичной пи-
тательной средой, или из пробирки с жидкой питатель-
ной средой MGIT, культура пересевалась на 5% кровя-
ной агар и универсальную хромогенную среду (BioRad). 
Посевы инкубировались в течение 7 сут при темпера-
туре 37° С, в случае отсутствия роста на первом этапе 
культивирования, посевы дополнительно инкубировали 
при 28° С в течение 14 сут. Идентификацию всех вы-
росших микроорганизмов проводили с использованием 
MALDI-ToF масс-спектрометра Microflex LT ((Bruker®) 
методом прямого нанесения или расширенного нанесе-
ния с муравьиной кислотой.

Результаты. Методом ДНК-гибридизации успешно 
идентифицировано до вида 188 штаммов, выделенных 
НТМ, что составило 59,5% от всех выделенных культур. 
Среди выделенных видов преобладали представители 
медленнорастущих НТМ (M. avium complex, M. gordo-
nae, M. kansasii), которые составили в совокупности 
67,0% от всех идентифицированных до вида штаммов 
НТМ. Среди быстрорастущих НТМ доминирующим 
видом была M. fortuitum (21,8% от общего количества 
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идентифицированных до вида НТМ). Остальные виды 
НТМ представлены единичными штаммами (рис. 1).

Общее количество образцов, из которых культуры 
удалось идентифицировать до рода составило 22 (7% от 
всех образцов, включенных в исследование). Для 67 об-
разцов (21,2% от всех образцов, включенных в исследо-
вание) не удалось провести идентификацию выделенных 
культур с использованием метода ДНК-гибридизации. 
Для 39 штаммов (12,3% от всех образцов) идентифици-
рованы грамположительные микроорганизмы с высо-
ким содержанием Г+Ц.

При реидентификации штаммов, отнесённых 
к роду Mycobacterium методом MALDI ToF масс-
спектрометрии для всех штаммов определена видовая 
принадлежность. 1 штамм оказался представителем 
другого рода – Brevibacterium celere. Преобладающими 
видами в данной группе оказались медленно растущие 

НТМ: M. kansasii, M. avium (в совокупности 36,4%). 
Кроме одного штамма, идентифицированного как пред-
ставитель рода Brevibacterium, в данной группе иденти-
фицирован 1 штамм НТМ, который не мог быть иденти-
фицирован до вида с использованием тест-системы Hain 
Lifescience – M. frederiksbergense (рис. 2).

Из 67 образцов, для которых не удалось провести 
приемлемую идентификацию выделено и идентифици-
ровано 68 штаммов микроорганизмов. В данной группе 
микроорганизмов выявлено значительное разнообразие 
(рис. 3).

Доминировали представители рода Mycobacterium, 
они составили 70,6% от всех выделенных микроорга-
низмов, первичная идентификация которых с использо-
ванием метода ДНК-гибридизации не дала результатов. 
Среди НТМ выделены: 14 штаммов M. gordonae, по 11 
штаммов M. avium и M. kansasii, 6 штаммов M. fortuitum, 

Рис. 1. Спектр нетуберкулёзных микобактерий, идентифицированных до вида с использованием метода ДНК-гибридизации 
(абсолютные значения).

Рис. 2. Спектр микроорганизмов, первично идентифицированных до рода Mycobacterium (абсолютные значения).
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по 1 штамму M. abscessus, M. bovis, M. chimaera/intracel-
lulare, M. iranicum, M. pseudoshottsii, M. peregrinum.

Второй по численности группой микроорганиз-
мов, которые не были идентифицированы на первом 
этапе исследования оказались грамположительные 
палочки – представители родов Corynebacterium и Ba-
cillus, которые составили 11,8%. Идентифицировано 
3 штамма Corynebacterium amycolatum, по 1 штамму 
Corynebacterium kroppenstedii, Bacillus cereus, Bacillus 
mojavensis, Bacillus oleoronius, Paenibacillus lactis.

В данной группе микроорганизмов кроме НТМ ока-
зались и другие кислотоустойчивые представители 
порядка Actinomycetales. Идентифицировано 3 штам-
ма Gordonia rubipertincta и по 1 штамму Tsukamurella 
paurometabola, Rhodococcus equi, Streptomyces 
phaeochromogenes.

Кроме бактерий в группе неидентифицированных 
микроорганизмов оказались 4 штамма грибов, два из 
которых не удалось идентифицировать с помощью 

масс-спектрометрии до вида: Rho-
dotorula mucilaginosa, Aspergillus 
spp., Ulocladium spp., Trichosporon 
asahii.

Единственная микробная ассо-
циация, выявленная в данной груп-
пе микроорганизмов представлена 
M. fortuitum и S. phaeochromogenes.

В 39 образцах при проведе-
нии исследования методом ДНК-
гибридизации получен результат 
свидетельствующий о принадлеж-
ности выделенной культуры к груп-
пе грамположительных микроор-
ганизмов с высоким содержанием 
Г+Ц. Из образцов данной группы 
выделено и идентифицировано 42 
штамма бактерий и грибов. Спектр 
выделенных микроорганизмов 
представлена на (рис. 4). В одном 
случае рост культуры при использо-
вании описанного в исследовании 
метода отсутствовал, в 4 случаях 
выделена ассоциация, состоящая из 
2 микроорганизмов.

В спектре НТМ преобладали мед-
ленно растущие виды. Идентифици-
ровано: M. gordonae – 5 штаммов, M. 
avium и M. chimaera/intracellulare по 
3 штамма, M. kansasii и M. abscessus 
по 2 штамма. Остальные виды 
НТМ идентифицированы по одно-
му штамму: M. fredericbergense, M. 
monacense, M. flavescens, M. szulgai, 
M. malmoense, M. bohemicum, M. 
septicum. Среди кислотоустойчи-
вых представителей порядка Acti-
nomycetales кроме НТМ выделены: 
3 штамма Nocardia farcinica, по 1 
штамму Gordonia rubripertincta, 
Gordonia sputi, Nocardia brevicatena, 
Tsukamurella paurometabola.

Грибы представлены в основном 
Candida albicans (4 штамма), по 1 
штамму Magnusiomyces capitatus, 
Penicillium chrysogenum.

Остальные микроорганизмы представлены грампо-
ложительными бактериями: 2 штамма Kocuria marina, 
по 1 штамму Arhtrobacter polychromogenes, Enterococcus 
faecalis, Staphylococcus epidermidis, Stapylococcus 
lugdunensis, Corynebacterium amycolatum.

Обсуждение. Анализируя полученные результаты 
можно выявить определённые закономерности, свя-
занные с ограничением использования метода ДНК-
гибридизации в отношении некоторых видов НТМ. Дан-
ным методом идентифицировано около 60% штаммов. 
Структура идентифицированных микобактерий совпа-
дает данными других исследований [2, 7]. Преоблада-
ют медленно растущие НТМ, среди которых лидируют 
представители M. avium complex, M.gordonae, M. kansasii. 
Среди быстро растущих НТМ преобладают M. fortuitum.

Используемая в исследовании тест-система исключа-
ет идентификацию микобактерий, виды которых в неё 
не включены. По нашим результатам при её использо-
вании не удалось провести видовую идентификацию и 

Рис. 3. Спектр микрофлоры не идентифицированной с использованием метода ДНК-
гибридизации по группам (абсолютные значения).

Рис. 4. Спектр микрофлоры, идентифицированной как грамположительные микро-
организмы, с высоким содержанием Г+Ц (абсолютные значения).
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для тех видов, которые должны были быть идентифици-
рованы. Из 22 образцов, в которых микобактерии иден-
тифицированы до рода в 20 с использованием метода 
масс-спектрометрии определены виды, которые входят 
в перечень тест-системы. При этом один вид оказался не 
относящимся к роду Mycobacterium.

Среди культур, для которых методом ДНК-
гибридизации не удалось провести приемлемую иден-
тификацию оказались преимущественно НТМ, среди ко-
торых доминировали M. gordonae, M. avium, M. kansasii. 
Ряд НТМ представлен редкими видами: M. iranicum, 
M. pseudoshottsii. Важно то, что среди данной группы 
микроорганизмов выделены другие кислотоустойчивые 
аэробные актиномицеты, в том числе имеющие потен-
циальное клиническое значение: Gordonia rubipertincta, 
Tsukamurella paurometabola, Rhodococcus equi [8, 9].

Такие результаты могут быть обусловлены несколь-
кими причинами: значительной вариабельностью вну-
три и между отдельными видами НТМ, что может при-
водить к неточной идентификации с использованием 
метода ДНК-гибридизации; практическим ограничени-
ем возможности разделения микст-культур и микроб-
ных ассоциаций в условиях микробиологических ла-
бораторий противотуберкулёзной службы; отсутствием 
возможности выделения «прихотливых», труднокульти-
вируемых и других микроорганизмов в рамках прове-
дённого исследования, которые могли затруднять иден-
тификацию.

Интересны результаты идентификации культур, со-
держащих высокие концентрации Г+Ц. Среди данной 
группы выявлено максимальное количество микробных 
ассоциаций, в том числе состоящих из двух видов НТМ 
(M. monacense + M. flavescens, M. avium + M. kansasii), 
ассоциации M. gordonae со стафилококками. В эту же 
группу попали редкие виды НТМ: M. fredericbergense, 
M. szulgai, M. malmoense, M. bohemicum, M. septicum и 
представители родов Nocardia, Gordonia, Tsukamurella.

Заключение. Кислотоустойчивые представители по-
рядка Actinomycetales, в том числе и нетуберкулёзные 
микобактерии представляют разнообразную группу 
микроорганизмов, имеющих ряд сходств и различий, 
способных значительно затруднять идентификацию 
указанных патогенов до вида. Использование методов, 
основанных на ДНК-гибридизации, с одной стороны, 
позволяет достаточно точно идентифицировать часть 
наиболее часто встречающихся видов НТМ, с другой 
стороны, имеет значительные ограничения идентифика-
ции в отношении редких видов. Отсутствие результатов 
по видовой идентификации части видов, которые вклю-
чены в тест-систему требует проведения дополнитель-
ны исследований и поиска причин полученных резуль-
татов идентификации. MALDI-ToF масс-спектрометрия 
является важным методом, позволяющим проводить 
идентификацию до вида для большинства видов пред-
ставителей порядка Actinomycetales. Необходимы алго-
ритмы, позволяющие стандартизировать методы их вы-

деления из клинического материала и рекомендации по 
интерпретации полученных результатов и оценке кли-
нического значения выделенных культур.

Конфликт интересов. Автор заявляет об отсут-
ствии конфликта интересов. 
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Выживание бактерий в условиях антимикробной терапии является глобальной проблемой здравоохранения. Обзор 
отражает сложность и многоликость механизмов нейтрализации антибиотиков бактериями. Поиск источников для 
анализа проблемы выполнялся по базам данных PubMed, Российской научной электронной библиотеке eLIBRARY, по-
исковым система Всемирной организации здравоохранения, Европейского общества микробиологии и инфекционных 
болезней (ESCMID). Анализ стратегий выживания в условиях воздействия антибиотиков позволил предложить новую 
классификацию устойчивых бактерий. Критерии классификации включают способность к размножению в услови-
ях действия антибиотиков, наличие эволюционной закреплённости признака в рамках вида и наличие специализи-
рованных генов, детерминирующих переход в состояние с пониженным/выключенным метаболизмом. Две основные 
группы представлены резистентными бактериями и бактериями с пониженным или приостановленным метаболиз-
мом (БППМ), которые выживают, но не размножаются в присутствии антибиотика. Первая группа включает две 
подгруппы: бактерии с природной резистентностью и бактерии с адаптивной резистентностью. Вторая группа 
включает (1) бактерии, несущие специализированные гены трансформации клетки в состояние с пониженным или 
приостановленным метаболизмом, (2) бактерии, трансформирующиеся в состояние с пониженным или приостанов-
ленным метаболизмом без участия специализированных генов, (3) клеточные формы с особым морфологическим стро-
ением - споры, цисты, цистоподобные клетки. Описаны полезные свойства предлагаемой классификации, к которым 
относятся: улучшение понимания взаимосвязей между выживаемостью бактерий в присутствии антибиотиков и 
молекулярными механизмами подавления клеточного метаболизма, наличие или отсутствие мишеней для применения 
молекулярно-генетических методов определения варианта устойчивости бактерий, возможность разработки мето-
дов рациональной противомикробной терапии.
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Bacteria survival in the conditions of antimicrobial therapy is the global problem of health care. This review highlights the 
complexity and diversity of mechanisms used by bacteria to neutralize antibiotics. To analyze the problem, the search was made 
using PubMed database, Russian scientific electronic library eLIBRARY, search system of World Health Organization and 
European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID). Based on the analysis of survival strategies in the 
conditions of antibiotics action we propose new classification of resistant bacteria. Classification criteria include the ability to 
divide under antibiotics action, the survival strategies application as a species trait, the presence of specialized genes determining 
the transition to the state with reduced/stopped metabolism. Two main groups are resistant bacteria and bacteria with reduced/
stopped metabolism, which survive but do not divide in the presence of antibiotic. The first group includes two subgroups: 
bacteria with intrinsic and adaptive resistance. The second group includes (1) bacteria with specialized genes responsible for 
cell transformation to the state with reduced/stopped metabolism, (2) bacteria transforming to the state with reduced/stopped 
metabolism without involvement of special genes, and (3) cell forms with special morphology – spores, cysts and cyst-like cells. We 
described the usefulness of proposed classification including improved understanding of the correlation between bacteria survival 
in the presence of antibiotics and molecular mechanism of cell metabolism inhibition, presence or absence of targets for using 
molecular-genetic methods of bacteria resistant variant determination, the possibility for development of rational antimicrobial 
therapy methods.
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Устойчивость бактерий к антибиотикам становится 
одной из самых важных проблем современной меди-
цины. Глобальные масштабы и высокая степень опас-
ности, связанные с антибиотикорезистентностью, стали 
расцениваться как угрозы для всего человечества [1, 2]. 
Международные организации начали проведение ком-
плексных мероприятий по сдерживанию распростране-
ния резистентности, которые включают мониторинг ре-
зистентности, сохранение и анализ полученных данных, 
принятие и реализацию оптимальных управленческих 
и законодательных решений. Перечисленные меропри-
ятия должны базироваться на научном понимании всех 
аспектов, связанных с феноменом резистентности. Не 
случайно в глобальный план действий ВОЗ по борьбе с 
устойчивостью к противомикробным препаратам (WHO 
Global action plan on antimicrobial resistance) среди стра-
тегических задач программы на первое место постав-
лена задача «улучшения понимания вопросов устойчи-
вости к противомикробным препаратам» (WHO Library 
Cataloguing-in-Publication Data, 2015. Avaiable at: https://
www.who.int/antimicrobial-resistance/publications/global-
action-plan/en/ (accessed 1 October 2019)).

Представление о резистентности у практических 
микробиологов зачастую ограничивается лишь поверх-
ностным знанием правил оценки адаптивной резистент-
ности, изложенных в соответствующих рекомендациях. 
Научные статьи изобилуют примерами незнания автора-
ми природной резистентности (intrinsic resistance) бакте-
рий [3, 4]. Подобные факты свидетельствуют о том, что 
многие очень важные аспекты выживания бактерий при 
контакте с антибиотиками остаются неизвестными для 
медицинских работников. Это касается даже элементар-
ного вопроса о том, что такое резистентность? Оказыва-
ется, смысл термина «резистентность» не имеет одно-
значного толкования. Отечественные эксперты опреде-
ляют микроорганизм как резистентный, если он «имеет 
механизмы резистентности к данному препарату, и при 
лечении инфекций, вызванных этим возбудителем, нет 
клинического эффекта от терапии даже при использова-
нии максимальных терапевтических доз антибиотика» 
[5]. Эксперты Европейского комитета по тестированию 
антимикробной резистентности (European Committee on 
Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST) выражают 
ту же мысль более коротко в сугубо клиническом по-
нимании: «Микроорганизм классифицируется как ре-
зистентный, когда существует высокая вероятность те-
рапевтической неудачи даже при усиленной экспозиции 
антибиотика» (Breakpoint tables for interpretation of MICs 
and zone diameters. Version 9.0, 2019. Avaiable at: http://
www.eucast.org/clinical_breakpoints (accessed 1 October 
2019)). Такое определение соответствует всем устой-
чивым формам бактерий, включая толерантные и пер-

систирующие (персистеры). И толерантность, и перси-
стенция могут быть причиной терапевтических неудач 
даже при использовании антибиотиков в высоких дозах 
и длительном применении [6]. При этом толерантные и 
персистирующие формы не могут быть детектированы 
общепринятыми методами оценки антибиотикорези-
стентности - методом серийных разведений и диско-
диффузионным методом.

Эксперты ВОЗ трактуют резистентность иначе: «Ре-
зистентность – способность размножаться в присутствии 
концентраций лекарств, превышающих терапевтические 
концентрации при лечении человека» (WHO Library Cat-
aloguing-in-Publication Data, 2015. Avaiable at: https://www.
who.int/antimicrobial-resistance/publications/global-action-
plan/en/ (accessed 1 October 2019)). Такое определение 
содержит противопоставление между резистентностью 
и персистенцией/толерантностью, так как минимальные 
подавляющие концентрации (МПК) для популяции, со-
держащей толерантные или персистирующие бактерии, 
не отличаются от МПК чувствительных бактерий.

Выживание бактерий в условиях контакта с анти-
биотиками – многоликий феномен, демонстрирующий 
эффективность различных бактериальных стратегий 
ускользания от антибиотиков. Немалое место среди 
устойчивых форм занимают бактерии с пониженным 
либо приостановленным метаболизмом (БППМ). Про-
блеме БППМ посвящено большое количество научных 
работ и монографий [6 - 9]. Несмотря на это, феномен 
БППМ остается ещё неизвестным явлением для боль-
шинства врачей-практиков. Непонимание связано с дву-
мя главными причинами. Во-первых, в медицинском со-
обществе нет массового осознания клинической значи-
мости БППМ и необходимости количественной оценки 
этого феномена для корректировки терапии. Во-вторых, 
отсутствуют валидированные методы, при помощи кото-
рых можно количественно оценить присутствие БППМ 
в исследуемых пробах и интерпретировать клиническое 
значение полученных результатов. Возникает порочный 
круг, который включает следующую цепь событий: «от-
сутствует осознание клинической значимости БППМ 
→ не разрабатываются основанные на лабораторных 
данных методы терапевтической элиминации БППМ → 
отсутствует интерес компаний-производителей диагно-
стических систем, что связано с отсутствием потребно-
сти лабораторий в их использовании → не разрабатыва-
ются и не производятся валидированные тест-системы 
для оценки феномена БППМ в клинических пробах → 
не накапливается информация, подтверждающая кли-
ническую значимость БППМ → отсутствует осознание 
клинической значимости БППМ».

Первый шаг, который мог бы разорвать этот пороч-
ный круг, должен быть направлен на информирование 
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медицинской общественности о важности исследования 
всех форм устойчивости бактерий к антибиотикам, не 
ограничиваясь изучением адаптивной резистентности в 
понимании экспертов EUCAST или ВОЗ. Для этого сле-
дует решить следующие задачи: 1) исключить неодно-
значность понимания терминов, обозначающих разные 
формы устойчивости к антибиотикам; 2) разработать 
классификацию, отражающую сходство и различия ос-
новных стратегий выживания бактерий в присутствии 
антибиотиков; 3) добиться общественного понимания 
опасности БППМ для пациентов с бактериальными ин-
фекциями.

Предложено разделить все варианты устойчивости к 
антибиотикам на три группы по двум признакам – МПК 
и выживаемости в присутствии антибиотиков [9]. В ка-
честве индикатора выживаемости авторы использовали 
оригинальный критерий – минимальное время киллин-
га (МВК, в англ. транскрипции MDK от «the minimum 
duration for killing») бактерий. К первой группе они от-
несли бактерии, которые размножались в присутствии 
антибиотиков в высоких концентрациях и названы «ре-
зистентными». Во вторую группу включены толерант-
ные бактерии, которые не отличались от чувствитель-
ных по значениям МПК, но 99% из них имели МВК зна-
чительно больше, чем МВК чувствительных бактерий. 
Третью группу составили персистирующие бактерии 
(персистеры), которые не отличались от чувствитель-
ных по значениям МПК, но 99,99% из них имели МВК 
значительно больше, чем МВК толерантных бактерий. 
Недостатком этой классификации является отсутствие 
учёта специфических генов-детерминант резистент-
ности и эволюционной закреплённости описываемых 
феноменов. В группу толерантных бактерий попали и 
функциональные формы (дормантные бактерии из «со-
старившихся» культур с приостановленным метаболиз-
мом), и бактерии-носители генов, детерминирующих 
переход бактерий в толерантное состояние. В класси-

фикации A.Brauner и соавт.  отсутствует упоминание 
об очень важной форме эволюционно закрепленной ви-
доспецифичной устойчивости – природной резистент-
ности. Содержание более поздней работы направлено 
в большей степени на клиническую трактовку форм 
персистенции, а согласно авторским определениям, тер-
мины «толерантность» и персистенция» фактически яв-
ляются синонимами [10]. Акцент сделан на анализе от-
личий группы «жизнеспособных, но некультивируемых 
бактерий» от других форм БППМ [11].

Предлагается новый вариант классификации бакте-
рий, способных выживать в присутствии антибиотиков, 
которая учитывает вышеперечисленные нюансы (см.ри-
сунок).

В основу классификации положены следующие 
критерии: способность к размножению в условиях воз-
действия антибиотика, эволюционная закрепленность 
признака в рамках вида, наличие специализированных 
генов, детерминирующих переход в состояние с пони-
женным/выключенным метаболизмом.

Все стратегии выживания в условиях контакта с 
антибиотиками в предлагаемой классификации разде-
лены на две большие группы по признаку способности 
размножаться в присутствии антибиотиков. К первой 
группе относятся бактерии с нормальным метаболиз-
мом, которые способны размножаться в присутствии 
антибиотика при концентрациях, превышающих МПК 
чувствительных (диких) штаммов. Эта группа включает 
две подгруппы – бактерии с природной (intrinsic) рези-
стентностью и бактерии с приобретённой (adaptive) ре-
зистентностью. Природная резистентность – эволюци-
онно-закрепленное для данного вида бактерий свойство 
выживать, расти и размножаться в присутствии опреде-
лённых антибиотиков. Природная резистентность чаще 
базируется на комплексных механизмах, сочетающих 
(в разных вариантах для разных бактерий) отсутствие 
мишеней для некоторых групп антибиотиков, наличие 

Классификация бактерий, способных выживать в присутствии антибиотиков. На схеме показаны группы и подгруппы, объеди-
ненные согласно следующим критериям: способности к размножению в условиях действия антибиотиков, наличию эволюци-
онной закрепленности признака в рамках вида и наличию специализированных генов, детерминирующих переход в состояние 
с пониженным/выключенным метаболизмом.
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естественно продуцируемых ферментов, инактивиру-
ющих антибиотики, отсутствием проницаемости, ги-
перфункцией эффлюкс-помп [12]. Наличие природной 
резистентности к конкретному антибиотику означает 
клиническую неэффективность применения этого анти-
биотика в отношении всех представителей вида. При-
родная резистентность – видовой признак. Обладая при-
родной резистентностью, вид демонстрирует резистент-
ность лишь к определённым антибиотикам, перечень 
которых устанавливается экспертами CLSI, EUCAST, 
CA-SFM в качестве аксиом для практических микро-
биологов. Природная резистентность у каждого изолята 
бактерий к конкретному перечню антибиотиков может 
сочетаться с наличием у некоторых штаммов того же ви-
да адаптивной резистентности к другим антибиотикам.

Под термином адаптивная или приобретенная ре-
зистентность следует понимать свойство штамма бак-
терий выживать, расти и размножаться в присутствии 
определённых антибиотиков, которые могут подавлять 
рост и размножение диких (чувствительных) штаммов 
того же вида. Адаптивная резистентность, в отличие от 
природной, не определяется видовой принадлежностью, 
а является свойством лишь некоторых штаммов вида, 
обладающих генетически индуцируемыми механизма-
ми защиты от действия антибиотиков. Генетическое де-
терминирование адаптивной резистентности возникает 
не только из-за приобретения генов резистентности за 
счёт горизонтального переноса и мутаций, нарушающих 
восприимчивость к антибиотикам. Реализация адаптив-
ной резистентности может происходить без структур-
ных изменений генома, а исключительно за счёт регу-
ляции экспрессии генов, приводящей к активации (эф-
флюкс-механизмы) либо угнетению (проницаемость) 
механизмов взаимодействия антибиотика с клеткой. 
Молекулярные механизмы адаптивной резистентности 
похожи на механизмы природной резистентности и сво-
дятся к тем же феноменам - исчезновение мишени для 
антибиотика, продукция ферментов, инактивирующих 
антибиотики, снижение проницаемости, гиперфункция 
эффлюкс-помп [13]. Главное отличие заключается в том, 
что при адаптивной резистентности они не являются 
эволюционно закреплёнными. Для лабораторной оцен-
ки адаптивной резистентности используются постоянно 
обновляемые сложные алгоритмы, детально описанные 
в рекомендациях CLSI, EUCAST, CA-SFM.

Вторая группа стратегий выживания в условиях кон-
такта с антибиотиками объединяет формы БППМ, кото-
рые способны выживать, но не размножаться в присут-
ствии антибиотика. К этой группе относятся: 1) бакте-
рии, несущие специализированные гены трансформации 
клетки в состояние с пониженным или приостановлен-
ным метаболизмом; 2) бактерии, трансформирующиеся 
в состояние с пониженным или приостановленным ме-
таболизмом без участия специализированных генов; 3) 
клеточные формы с особым морфологическим строени-
ем - споры, цисты, цистоподобные клетки.

Под специализированными генами трансформации 
клетки в состояние с пониженным или приостановлен-
ным метаболизмом следует понимать генетическую 
пару «токсин-антитоксин», функция которой подробно 
описана ранее [14]. В условиях стресса продукция анти-
токсина может частично подавляться, что не приводит 
к необратимой гибели клетки, но трансформирует её в 
персистирующее состояние. Способность модулировать 
персистирующее состояние доказана для 27 вариантов 

пары «токсин-антитоксин» в отношении самых разно-
образных бактерий [6]. Эта стратегия не является об-
лигатным признаком вида, ей могут воспользоваться 
только особи, являющиеся носителями генов «токсин-
антитоксин» или их аналогов. Как правило, персистеры 
нечувствительны практически ко всем антибиотикам. 
Количество потенциальных персистеров в исследуемой 
бактериальной популяции может быть важным прогно-
стическим признаком течения инфекционного процесса 
[8].

Самые многообразные варианты ингибирования ме-
таболизма присутствуют при формировании БППМ без 
участия специализированных генов. В литературе ис-
пользуется множество терминов, характеризующих со-
стояние пониженного или приостановленного метабо-
лизма бактерий. Большинство терминов не учитывает 
механизмы формирования БППМ, а лишь фиксирует 
выраженность внешнего проявления феномена. Отсюда 
возникли названия: дормантные (покоящиеся), анабио-
тические, криптобиотические, «спящие» («somni cells»), 
персистирующие, «жизнеспособные, но некультивируе-
мые», «активные, но некультивируемые», «нерастущие, 
но метаболически активные», «условно жизнеспособ-
ные», «ещё некультивируемые» [7, 11, 15 - 21]. Не ис-
ключено, что разные термины отражают количественные 
степени подавления метаболизма, запускаемые одним и 
тем же механизмом. Относительно стратегий формиро-
вания пула БППМ имеется несколько теорий. Наиболее 
популярна теория стресс-ответа бактерии на негативное 
изменение условий внешней среды [22]. Это подтвержда-
ется фактами усиления экспрессии генов, участвующих 
в регуляции разнообразных вариантов ответа на повреж-
дающие воздействия. У Escherichia coli стресс может 
индуцировать активацию регулона стационарной фазы 
rpoS, который объединяет около 50 генов в единый функ-
циональный инструмент подавления бактериального ме-
таболизма [23, 24]. Наличие аналогичных генетических 
ансамблей подтверждено и у других бактерий. Гены, уча-
ствующие в подавлении метаболизма, не являются узко 
специализированными регуляторами дормантных состо-
яний. Часть из них в разных комбинациях используется 
для реализации других клеточных функций, поэтому мы 
вправе говорить о неспецифичности этих генов. Суще-
ствует точка зрения, согласно которой конечный эффект 
от активации стресс-генов зависит не только от характера 
стресса (голодание, действие антибиотиков, экстремаль-
ные температуры, водно-солевой или кислотный дисба-
ланс, воздействие кислородных радикалов и т. д.), но и 
от того, в какой фазе клеточного цикла находится бакте-
рия в момент стресса. Существует и другая теория, ос-
нованная на стохастичности физиологических состояний 
клеток в бактериальной популяции [25]. Её сторонники 
полагают, что в популяции растущих бактерий постоянно 
присутствует пул клеток с подавленным метаболизмом, 
флуктуации внешней среды могут ещё в большей степе-
ни угнетать физиологических процессы этих клеток. Воз-
действие антибиотиков не оказывает на клетки БППМ 
губительного эффекта. Этим объясняются эксперименты, 
которые доказали, что доля устойчивых к пенициллину 
клеток в популяции чувствительного штамма стафило-
кокка не возрастает при попытке избирательного культи-
вирования изолятов из резистентных колоний [26]. Счи-
таем, что теория стохастичности не противоречит теории 
стресса, а, скорее, дополняет её. Можно предположить, 
что формирование пула покоящихся бактерий является 
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фазой клеточного цикла, при которой флуктуации игра-
ют роль стресс-факторов, индуцирующих дальнейшее 
ингибирование метаболизма и трансформацию клетки 
в ту или иную форму БППМ. В процесс формирования 
БППМ вовлекаются все основные метаболические пути, 
включая обмен углерода, энергетический метаболизм, 
процессы массообмена (проницаемость и эффлюкс-си-
стемы) и катаболизма [27]. Степень этих изменений мо-
жет быть различной. Исследователи не пришли к оконча-
тельному выводу о том, является ли дормантное состоя-
ние формой активного существования бактерий в период 
воздействия стресс-факторов или стресс является только 
триггером, который трансформирует клетку в неактивное 
состояние [28]. Формирование БППМ без участия специ-
ализированных генов представляет собой стратегию, не 
являющуюся облигатным признаком вида.

Феномен БППМ может быть не только функциона-
нальным, он может сочетаться с особым морфологиче-
ским строением, при котором клетки не только приоста-
навливают метаболизм, но и кардинально меняют свою 
архитектуру и химический состав. Типовыми формами 
этой когорты БППМ являются споры (эндоспоры), ци-
сты, цистоподобные клетки. Способность к спорообра-
зованию, формированию цист, цистоподобных клеток 
является эволюционно закреплённым процессом и кон-
тролируется ансамблями специализированных генов 
[29, 30].

Предлагаемая классификация бактерий, способных 
выживать в присутствии антибиотиков, имеет теорети-
ческое и практическое значение. Она помогает осознать, 
что устойчивость бактерий к антибиотикам не ограни-
чивается только адаптивной и природной резистентно-
стью. Взгляд через призму предлагаемой классифика-
ции позволяет увидеть не только рутинно выявляемую 
резистентность, но и обратить внимание на стратегии 
выживания бактерий, которые представляют собой 
«тёмную сторону» резистентности.

Классификация позволяет увидеть варианты устой-
чивости, связанные с существованием специфических 
генетических детерминант, а следовательно, - перспек-
тивных мишеней для выявления молекулярно-генетиче-
скими методами. Естественно, что диагностика должна 
иметь клиническое значение и служить основой для раз-
работки методов рациональной противомикробной те-
рапии. В литературе обсуждается более 60 субстанций, 
которые могут убивать БППМ [31]. Надеемся, что пред-
лагаемая классификация поможет рационализировать 
подходы к терапевтической эрадикации возбудителя в 
зависимости от его стратегии выживания в условиях 
воздействия антибиотика.

Заключение. Детальное изучение резистентных воз-
можностей бактерии показывает множественность ме-
ханизмов нейтрализации действия антибиотиков на бак-
терии. Проблема усугубляется отсутствием единого тол-
кования терминов «резистентность, «толерантность», 
«персистенция». Как всякий феномен, включающий в 
себя разнородные явления, устойчивость к антибио-
тикам требует классификации, основанной на объек-
тивных и понятных критериях. Анализ вариантов вы-
живания позволил определить оптимальные критерии 
классификации устойчивых к антибиотикам бактерий, 
а именно (1) способность к размножению в условиях 
действия антибиотиков, (2) наличие эволюционной за-
креплённости признака в рамках вида, (3) наличие спе-
циализированных генов, детерминирующих переход в 

состояние с пониженным/выключенным метаболизмом. 
Построенная на этих критериях классификация являет-
ся логичной для понимания основных стратегий выжи-
вания бактерий в условиях антибактериальной терапии. 
Надеемся, что изложенный в обзоре материал заинте-
ресует не только микробиологов, но и станет полезным 
для производителей диагностических систем в разра-
ботке новых подходов к оценке устойчивости бактерий 
к антибиотикам. Пришло время задуматься о создании и 
внедрении воспроизводимых и доступных методов ис-
следования микробных изолятов, нацеленных на выяв-
ление их толерантных и персистирующих свойств. Мы 
осознаем, что предложенная классификация может быть 
несовершенной, поэтому приглашаем к дискуссии всех 
заинтересованных специалистов, работающих в области 
клинической микробиологии.
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Приведены результаты сравнительного тестирования чувствительности клинических штаммов M. tuberculosis к изо-
ниазиду, стрептомицину, рифампицину, этамбутолу с использованием разработанного в ГНЦ ПМБ (Оболенск) ТБ тест-
набора и метода абсолютных концентраций; ТБ тест-набора и автоматизированной системы BACTEC MGIT 960. 
Тестированы 629 и 220 штаммов M. tuberculosis, соответственно. Показана высокая степень совпадения результатов: 
89,1-98,6% для изониазида, 96,2-98,0% для рифампицина, 91,5-98,2% для стрептомицина, 89,1-95,9% для этамбутола. 
Наименьшее количество расхождений результатов получено при сравнении ТБ тест-набора и BACTEC MGIT 960.
Проведён анализ несовпадающих результатов методами пропорций, ПЦР-секвенирования, или повторного тестирования 
на новых сериях ТБ тест-набора и среды Левенштейна-Йенсена с противотуберкулёзными препаратами, после которого 
чувствительность, специфичность и эффективность ТБ тест-набора превысили 95% для всех противотуберкулёзных пре-
паратов.
Время получения результатов с ТБ тест-набором (среднее 9,25-9,9 дней, диапазон от 8 до 13 дней) значительно короче, 
чем с использованием метода абсолютных концентраций (среднее 21-23 дней, диапазон от 20 до 28 дней) и соизмеримо с 
временем получения результатов с BACTEC MGIT 960 (среднее 7,2 дней, диапазон от 5 до 12 дней). ТБ тест-набор прост 
в использовании, не требует дорогостоящего оборудования и специальной подготовки персонала.
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The results of the comparative testing of the susceptibility of M. tuberculosis clinical strains to isoniazid, streptomycin, rifampicin 
and ethambutol using the TB test kit, developed in SCRAMB, (Obolensk) and the absolute concentrations method; the TB test 
kit and the BACTEC MGIT 960 automated system are presented in the study. A total of 629 and 220 strains, respectively, were 
tested. A high degree of agreement of the results was shown: 89.1-98.6% for isoniazid, 96.2-98.0% for rifampicin, 91.5-98.2% for 
streptomycin and 89.1-95.9% for ethambutol. The smallest number of discrepancies in the results was obtained when comparing 
the TB test kit and BACTEC MGIT 960. The discrepant results analysis was performed by the proportion method, PCR sequencing, 
or re-testing on new lots of the TB test kit and Lowenstein-Jensen medium with anti-tuberculosis drugs, after which the sensitivity, 
the specificity and the efficiency of the TB test kit have exceeded 95 % for all anti-tuberculosis drugs.
The turnaround time with the TB test kit (median 9.25–9.9 days, ranged from 8 to13 days) was significantly shorter than that with 
the absolute concentration method (median 21-23 days, ranged from 20 to 28 days) and is commensurate with the turnaround time 
with BACTEC MGIT 960 (average 7.2 days, ranged from 5 to 12 days).
The TB test kit is easy to use, does not require expensive equipment and special staff training.
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Введение. Туберкулёз (ТБ) остается серьёзной про-
блемой здравоохранения в мире. По оценкам Всемирной 
организации здравоохранения (ВОЗ) в 2018 г. в мире 
около 10 млн человек заболели туберкулёзом, умерли от 
данной болезни 1,2 млн ВИЧ-отрицательных и 251 000 
ВИЧ-инфицированных людей [1]. Сохраняется угроза 
лекарственно-устойчивого туберкулёза. В 2018 г. заре-
гистрировано около полумиллиона новых случаев ту-
беркулёза с устойчивостью к рифампицину (из которых 
78% имели туберкулёз с множественной лекарственной 
устойчивостью). В мире 3,4% новых случаев туберкулё-
за и 18% ранее пролеченных случаев имели туберкулёз 
с множественной лекарственной устойчивостью или ри-
фампицин-резистентный туберкулёз, причём самые вы-
сокие показатели (>50% в ранее пролеченных случаях) 
на постсоветском пространстве.

В Российской Федерации в 2018 г. зарегистрировано 
почти 64,7 тыс. новых случаев туберкулёза, показатель 
заболеваемости составил 44,06 на 100 тыс. населения, 
достигая в некоторых территориях очень высокого уров-
ня: например, 187,56 (Чукотский автономный округ), 
139,63 на 100 тыс. населения (Республика Тыва) [2]. В 
учреждениях уголовно-исполнительной системы пока-
затель заболеваемости впервые выявленным туберкулё-
зом составил 856,41 на 100 тыс.человек.

Лечение лекарственно-устойчивого туберкулёза тре-
бует быстрой диагностики. Быстрое обнаружение ле-
карственной устойчивости является главной задачей для 
снижения риска распространения резистентных штам-
мов возбудителя. Общепринятые методы определения 
лекарственной чувствительности M. tuberculosis, такие 
как метод абсолютных концентраций, длительны и тре-
буют 3-4 нед для получения результатов [3]. Автомати-
зированные системы, такие как ВАСТЕС  MGIT 960[4-5] 
и молекулярные тесты, такие как молекулярные биочи-
пы, Xpert MTB/RIF и др. более быстрые и существен-
но ускоряют тестирование лекарственной чувствитель-
ности [6-9]. Современные коммерческие молекулярные 
тесты могут определять лишь определённое количество 
детерминант устойчивости и геномных областей, что 
ограничивает клиническую ценность анализов. Полное 
геномное секвенирование (WGS) может предоставить 
почти полную информацию о возбудителе, но затраты и 
проблемы интерпретации данных в настоящее время 
не позволяют широко его использовать в клинической 
практике [10].

ВОЗ одобрила использование новых экономически 
эффективных и быстрых методов определения лекар-
ственной чувствительности для выявления больных с 
МЛУ-ТБ, среди них, нитратредуктазный метод (НРМ) 
[11]. В РФ нитратредуктазный метод (более известный 
как метод Грисса) известен давно [12] и рекомендован 
к использованию Методическими рекомендациями по 
совершенствованию диагностики и лечения туберкулёза 
органов дыхания1, утвержденными приказом Минздрава 
Российской Федерации  № 951 от 29 декабря 2014 г. 

Принцип метода заключается в способности мико-
бактерий туберкулёза восстанавливать нитраты в нитри-
ты, что применяется при биохимической идентификации 
видов микобактерий. Присутствие нитратов легко выяв-

ляется специфическим реагентом (реактивом Грисса), 
взаимодействие которых даёт цветную реакцию. НРМ 
для определения лекарственной чувствительности M. 
tuberculosis представляет вариант метода абсолютных 
концентраций на среде Левенштейна-Йенсена, содержа-
щей нитраты калия или натрия, но позволяющий полу-
чать результаты через 8-12 дней после посева культуры.

Показано хорошее совпадение результатов опреде-
ления лекарственной чувствительности M. tuberculosis 
НРМ в сравнении с традиционными методами и отме-
чено, что НРМ является недорогим, довольно быстрым 
и легко выполнимым методом определения лекарствен-
ной чувствительности [13-15].

В ФБУН ГНЦ прикладной микробиологии и биотех-
нологии (Оболенск) разработана технология промыш-
ленного изготовления ряда препаратов, основанных на 
НРМ, для определения чувствительности микобактерий 
туберкулёза к препаратам 1 и 2 ряда, включая пирази-
намид: ТБ тест-набор, PZA-тест и XDR-тест. Все пре-
параты зарегистрированы как медицинские изделия и 
выпускаются промышленными сериями.

ТБ тест-набор предназначен для ускоренного опре-
деления лекарственной чувствительности и первичной 
идентификации M. tuberculosis (регистрационное удо-
стоверение № 2007/03366). Определение лекарственной 
чувствительности с его помощью основано на обнару-
жении ингибирующего действия противотуберкулёзных 
препаратов первого ряда с помощью НРМ. ТБ тест-набор 
представляет собой комплект из восьми готовых к при-
менению яичных питательных сред во флаконах, каждая 
из которых содержит один из препаратов в критических 
концентрациях – изониазид (1 мкг/мл), рифампицин  
(40 мкг/мл), стрептомицин (10 мкг/мл), этамбутол  
(2 мкг/мл), натрия салицилат (1000 мкг/мл), тиофенкар-
боксигидразид (ТКГ, 2 мкг/мл), два контрольных флако-
на со средой, не содержащей препараты. В состав набора 
входит реактив Грисса для учёта результатов, шприцы 
для посева и внесения реактива Грисса. ТБ тест-набор 
дополнительно укомплектован цветной шкалой для учё-
та результатов.

Цель исследования – сравнить результаты лекар-
ственной чувствительности M. tuberculosis, полученные 
с использованием ТБ тест-набора, метода абсолютных 
концентраций и автоматизированной системы BACTEC 
MGIT 960 в нескольких бактериологических лаборато-
риях противотуберкулёзных учреждений.

Материал и методы. Биоэтические требования. 
Материалы, использованные в работе, не содержат пер-
сональных данных пациентов, т. к. полученные от них 
клинические изоляты промаркированы без указания 
фамилии, даты рождения, адреса проживания, номера 
истории болезни, личных документов и других именных 
материалов. В соответствии с требованиями биоэтиче-
ского комитета Российской Федерации, каждый пациент 
при поступлении в клинику заключал договор с лечеб-
ным учреждением, содержащий согласие на проведение 
лечения и лабораторного обследования.

Штаммы. В испытаниях исследованы свежевыде-
ленные штаммы из клинических образцов (мокрота, 
промывные воды бронхов, моча), полученных от впер-
вые выявленных и ранее лечившихся больных с различ-
ными формами туберкулёза в учреждениях, в которых 
проходили испытания.

Дизайн исследования. Испытания проводили в трёх 
бактериологических лабораториях противотуберку-

 Приказ Минздрава  РФ от 29.12. 2014 г. № 951 «Об утверждении 
методических рекомендаций по совершенствованию диагностики и 
лечения туберкулёза органов дыхания».
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ций проводили на среде Левенштейна-Йенсена, со-
держащей противотуберкулёзные препараты, которую 
готовили в каждой лаборатории самостоятельно в соот-
ветствии с требованиями Приложения № 11 к Приказу 
Минздрава РФ от 21.03.03 № 1092.

Анализ результатов. При анализе результатов оцени-
вали диагностические характеристики ТБ тест-набора: 
чувствительность (способность определять истинную 
лекарственную устойчивость), специфичность (способ-
ность определять истинную лекарственную чувстви-
тельность), эффективность (доля правильных результа-
тов к общему числу результатов) [16]. Диагностические 
характеристики определены в каждой лаборатории для 
каждого из четырёх противотуберкулёзных препаратов 
отдельно.

Анализ несовпадающих результатов проводили с 
использованием метода пропорций – «золотого стан-
дарта» в определении лекарственной чувствительности 
M. tuberculosis [17] – на среде Миддлебрука 7Н10 (BD 
Difco, Кат. № 262710) с добавкой OADC (BD BBL, Кат. 
№ 211886) и глицерина (ГОСТ 6824-96). В лаборатории 
№ 2 лекарственную чувствительность изолятов с не-
совпадающими результатами повторно тестировали с 
использованием новых серий ТБ тест-набора и среды 
Левенштейна-Йенсена с противотуберкулёзными пре-
паратами. Устойчивость культур с несовпадающими ре-
зультатами к изониазиду, рифампицину, стрептомицину, 
этамбутолу подтверждали наличием мутаций в генах 
кatG; rpoB; rpsL и 16SrRNA; embB, соответственно, ме-
тодом ПЦР-секвенирования [18].

Результаты. Характеристика культур. Использо-
ванные для сравнительных испытаний 629 изолятов M. 
tuberculosis имели различный спектр лекарственной устой-
чивости. 32,4% (n=204) из них являлись чувствительными. 
Устойчивость к изониазиду обнаружена у 54,4% (n=342), 
рифампицину у 40,9% (n=257), стрептомицину у 54,2% 
(n=341), этамбутолу у 26,3% (n=167) изолятов.

Сравнение результатов определения лекарственной 
чувствительности. В результате проведённого исследо-
вания получен высокий процент совпадения результа-
тов. В первой лаборатории при тестировании 198 изоля-
тов M. tuberculosis обнаружено, что спектр чувствитель-
ности к четырём противотуберкулёзным препаратам, 
определённый с использованием ТБ тест-набора и ме-
тодом абсолютных концентраций совпадал для 182 изо-
лятов, т. е. в 91,9% случаев. Для изониазида результаты 
совпадали в 98,5% (n=195) случаев, для рифампицина 
– в 98,0% (n=194), для стрептомицина – в 97,4% (n=193), 
для этамбутола – в 94,9% случаев (n=188). Диагностиче-
ские характеристики ТБ тест-набора, полученные в ходе 
испытаний в данной лаборатории, приведены в табл. 1.

Как следует из табл. 1, в лаборатории № 1 чувстви-
тельность ТБ тест-набора составила 97,5% для изониа-
зида, 94,9% для рифампицина, 96,9% для стрептомици-
на, 94,9% для этамбутола; специфичность для изониази-
да и рифампицина – 100%, для стрептомицина – 98,6% и 
для этамбутола – 95,1%.

Время, затраченное на определение лекарственной 
чувствительности M. tuberculosis с помощью ТБ тест-
набора в данной лаборатории, составило 9,89 сут (диа-
пазон 8-13), методом абсолютных концентраций – 21 сут 
(табл. 2).

лёзных учреждений (Новосибирском научно-исследо-
вательском институте туберкулёза (лаборатория № 1), 
Тульском областном противотуберкулёзном диспансере 
(лаборатория № 2), Московском городском научно-прак-
тическом центре борьбы с туберкулёзом (Лаборатория 
№ 3) в равнозначных условиях при одновременном ана-
лизе штаммов с использованием ТБ тест-набора и мето-
да абсолютных концентраций. В одной из лабораторий 
лекарственную чувствительность изолятов определяли 
параллельно с использованием ТБ тест-набора, метода 
абсолютных концентраций и автоматического анализа-
тора BACTEC MGIT 960.

В 1-й лаборатории проанализировано 198 изолятов, 
во 2-й – 211, в 3-ей – 220 изолятов M. tuberculosis. В ходе 
испытаний определена их чувствительность к изониази-
ду, рифампицину, стрептомицину, этамбутолу.

Методика определения лекарственной чувствитель-
ности M. tuberculosis. Бактериальные суспензии для 
проведения испытаний готовили суспендированием 
изолятов в 0,3 мл 0,2%-ного стерильного раствора тви-
на-80 в 10-мл пробирках на Vortex со стеклянными бу-
сами диаметром 1 мм. Мутность суспензий доводили до 
5 ЕД по стандартному образцу мутности ОСО-42-28-86 
П, содержащем примерно 5×108 микробных клеток в 1 
мл, и затем разводили 1:10 стерильным 0,9%-ным рас-
твором натрия хлорида.

При определении лекарственной чувствительности 
M. tuberculosis с использованием ТБ тест-набора по  
0,2 мл суспензии каждого изолята M. tuberculosis ино-
кулировали в каждый флакон ТБ тест-набора с помощью 
шприца путём прокалывания резиновой пробки или с 
помощью пипетки. Перед посевом пипеткой все фла-
коны ТБ тест-набора, содержащие питательные среды, 
вскрывали, удаляя алюминиевые колпачки, и заменяли 
резиновые пробки на стерильные конические медицин-
ские пробки. Засеянные флаконы укладывали в наклон-
ном положении в упаковочную коробку, которую затем 
помещали в термостат при температуре (36±1)° С. Через 
8 сут инкубации добавляли 0,5 мл 7,5%-ного раствора 
реактива Грисса, приготовленный из сухого реактива, 
в один из двух контрольных флаконов. В случае появ-
ления в нём интенсивной розовой или красной окра-
ски (не менее 3+ по цветовой шкале) вносили по 0,5 мл 
7,5%-ного раствора реактива Грисса во все оставшиеся 
флаконы и проводили визуальный учёт результатов по 
появлению окраски. Если в контрольном флаконе окра-
ска меньше чем 3+, этот флакон уничтожали, остальные 
продолжали инкубировать до 10-12 сут, затем вносили 
раствор реактива Грисса в оставшиеся флаконы и прово-
дили учёт результатов по наличию окраски.

Культура считалась чувствительной к конкретному 
противотуберкулёзному препарату, если во флаконе с ле-
карственным препаратом не наблюдалось появления окра-
ски (при интенсивной окраске в контрольном флаконе). 
Культура считалась устойчивой при появлении окраски 
(от 1+ до 5+) во флаконе с противотуберкулёзным препа-
ратом. Положительным контролем окраски при анализе M. 
tuberculosis служил флакон с ТКГ, в котором происходило 
появление красной или розовой окраски; отрицательным 
контролем – флакон с салицилатом натрия, в котором крас-
ная или розовая окраска не появлялась. Схема проведения 
анализа лекарственной чувствительности M. tuberculosis с 
использованием ТБ тест-набора представлена на рисунке.

Определение лекарственной чувствительности изо-
лятов M. tuberculosis методом абсолютных концентра-

2Приказ М3 РФ от 21.03.03 № 109 «О совершенствовании противо-
туберкулёзных мероприятий в Российской Федерации».



125

КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2020; 65(2)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-2-122-130

МИКРОБИОЛОГИЯ

В ходе тестирования выявлено 16 изолятов с несо-
впадающими результатами хотя бы к одному из четырёх 
противотуберкулёзных препаратов. При дальнейшем 
субкультивировании на среде Левенштейна-Йенсена 5 
изолятов оказались контаминированы. Поэтому анализ 
несовпадающих результатов выполнен методом про-
порций для 11 изолятов (всего n=16 тестов). Результа-
ты анализа, полученные методом пропорций и ПЦР-
секвенирования, представлены в табл. 3.

Результаты определения лекарственной чувстви-
тельности методом пропорций для четырёх изолятов 
M.tuberculosis (76, 228, 272, 440) совпали с первоначаль-
ными результатами, полученными на ТБ тест-наборе, 
для остальных изолятов M. tuberculosis – с результата-
ми, полученными методом абсолютных концентраций 
(табл.2). Результаты определения устойчивости к изо-
ниазиду, рифампицину, стрептомицину дополнительно 
подтверждены наличием мутаций в генах katG, rpoB, 
rpsL и 16SrRNA, соответственно. У изолятов, устойчи-
вых к этамбутолу, равно как и у чувствительных изоля-
тов к данному препарату, выявлены мутации в кодоне 
306 embB гена. Мутации в указанном кодоне встреча-
ются с равной вероятностью у устойчивых и у чувстви-
тельных к этамбутолу штаммов, и не могут быть мар-
кёром устойчивости к этамбутолу [19]. Окончательный 
вывод о лекарственной чувствительности изолятов с не-
совпадающими результатами сделан на основании дан-
ных метода пропорций.

С учётом полученных данных при анализе несовпа-
дающих результатов заново определена точность опре-
деления лекарственной чувствительности с помощью 
ТБ тест-набора в сравнении с методом абсолютных кон-
центраций (табл. 4). Для изониазида и стрептомицина 
результаты не изменилась. Для рифампицина значение 
чувствительности возросло с 94,9% до 97,4%, эффектив-
ности – с 98,4% до 99,0%. Значение специфичности не 
изменилось и сохранилась на уровне 100%. Для этамбу-
тола значения всех параметров возросли; так, значение 
чувствительности увеличилось до 97,5%, специфично-
сти – до 96,6%, эффективности – 97,0%.

При проведении испытаний в лаборатории № 2 посев 
211 анализируемых культур во флаконы ТБ тест-набора 
осуществляли с помощью пипетки. При данном технике 
посева в процессе инкубации иногда выскакивали проб-
ки из флаконов, нарушалась герметичность, что вело к 
подсыханию среды или контаминации посевов.

В процессе испытаний выполнено 844 тестов по 
определению чувствительности каждого изолята к че-
тырём противотуберкулёзным препаратам. Полное со-
впадение результатов получено в 772 (91,5%) тестах. 
Диагностические характеристики ТБ тест-набора пред-
ставлены в табл. 1.

Время получения результатов лекарственной чув-
ствительности тестированных изолятов во второй лабо-
ратории составило в среднем 9,25 сут (диапазон 8-13), 

метод абсолютных концентраций обеспечивал получе-
ние результатов в среднем через 23,0 сут (см.табл. 2).

Из 211 культур результаты лекарственной чувстви-
тельности, полученные с использованием ТБ тест-
набора и метода абсолютных концентраций, не совпа-
дали для 50 изолятов. Все 50 изолятов повторно тести-
рованы с использованием новых серий ТБ тест-набора и 
среды Левенштейна-Йенсена с противотуберкулёзными 
препаратами. Результаты повторного тестирования ле-
карственной чувствительности данных изолятов пред-
ставлены в табл. 5.

Два изолята контаминированы при переконтроле, и 
их лекарственная чувствительность не уточнена. Для 
29 изолятов спектр лекарственной чувствительности 
совпал с первоначальным, полученным на ТБ тест-
наборе, для 16 изолятов – с первоначальными данны-
ми, полученными методом абсолютных концентраций. 
Для трёх изолятов M. tuberculosis (№ 1711, 3273, 4516) 
новые данные, полученные с использованием ТБ тест-
набора и метода абсолютных концентраций, не совпали 
между собой, но повторили первоначальные результаты 
каждого метода. Расхождения результатов для данных 
изолятов связаны с устойчивостью к стрептомицину. У 
указанных изолятов определяли наличие мутаций в ге-

Т а б л и ц а  1
Диагностические характеристики ТБ тест-набора в сравнении 

с методом абсолютных концентраций и ВАСТЕС MGIT 960

Лаборатория Чувстви-
тельность, %

Специфич-
ность, %

Эффектив-
ность, %

Изониазид
Лаборатория № 1 97,5 100 98,5
Лаборатория № 2 93,9 85,0 89,1
Лаборатория № 3 99,3 97,6 98,6
ВАСТЕС MGIT 960 97,9 100 98,6
Рифампицин

Лаборатория № 1 94,9 100 98,0

Лаборатория № 2 92,9 98,4 96,2

Лаборатория № 3 96,9 96,7 97,3
ВАСТЕС MGIT 960 96,9 98,4 97,7
Стрептомицин
Лаборатория № 1 96,9 98,6 97,4

Лаборатория № 2 87,6 97,2 91,5

Лаборатория № 3 96,8 96,8 97,4
ВАСТЕС MGIT 960 97,7 98,9 98,2
Этамбутол
Лаборатория № 1 94,9 95,1 94,9
Лаборатория № 2 73,4 95,9 89,1
Лаборатория № 3 97,9 88,1 90,5
ВАСТЕС MGIT 960 98,4 95,0 95,9

Т а б л и ц а  2
Время (в сутках) получения результатов лекарственной чувствительности изолятов M. tuberculosis в ходе испытаний

Лаборатория ТБ тест-набор Метод абсолютных концентраций ВАСТЕС MGIT 960
Среднее значение Диапазон Среднее значение Диапазон Среднее значение Диапазон

Лаборатория № 1 9,89 8-13 21,0 20-23 - -
Лаборатория № 2 9,25 8-13 23,0 21-28 - -
Лаборатория № 3 9,9 8-15 21,6 21-28 7,2 5-12
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нах 16SrRNA и rpsL, ответственных за устойчивость к 
стрептомицину. ПЦР-секвенирование не выявило мута-
ций ни в гене 16S rRNA, ни в гене rpsL. Учитывая по-
лученные данные и ошибки при проведении внешнего 
контроля качества в данной лаборатории, связанные с 
ложной устойчивостью к стрептомицину, решено счи-
тать все три штамма чувствительными к стрептомицину, 
что подтверждает результаты, полученные с использова-
нием ТБ тест-набора.

После анализа несовпадающих результатов, снова 
определена точность определения лекарственной чув-

ствительности с помощью ТБ тест-набора в сравнении 
с методом абсолютных концентраций (см. табл. 4). По-
сле проведения анализа несовпадающих результатов 
все сравнительные оценочные параметры изменились. 
Чувствительность ТБ тест-набора увеличилась для изо-
ниазида – с 92 до 98,3%; для рифампицина – с 91,9 до 
97,7%; для стрептомицина – с 86,2 до 95,1%; для этамбу-
тола – с 71,2 до 96,8%. Значения специфичности возрос-
ли для изониазида - с 85,8 до 99,0%; для рифампицина 
– с 98,5 до 100%; для стрептомицина – с 96,9 до 100%; 
для этамбутола – с 96,8 до 100%.

В лаборатории № 3 в испытаниях использованы 220 
изолятов M. tuberculosis. Чувствительность ТБ тест-
набора для изониазида составила 99,3%, для рифампи-
цина – 96,9%, для стрептомицина – 96,8%, для этамбу-
тола – 97,3%. Специфичность ТБ тест-набора состави-
ла для изониазида – 97,6%, для рифампицина – 97,6%, 
для стрептомицина – 96,8%, для этамбутола – 81,7%. 
Эффективность составила для изониазида – 98,6%, для 
рифампицина – 97,3%, для стрептомицина – 97,4%, для 
этамбутола – 84,5% (см. табл. 1).

Время получения результатов лекарственной чувстви-
тельности тестированных изолятов в лаборатории № 3 
составило в среднем 9,9 сут (диапазон 8-15), в то время 
как метод абсолютных концентраций обеспечивал полу-
чение результатов в среднем через 21,6 сут (см.табл. 2).

При анализе результатов обнаружен 41 изолят с несо-
впадающими результатами. Из них, для изониазида (H) 
всего 3 изолята имели несовпадающие результаты: два 
изолята определены как H-устойчивые при исследова-
нии с помощью ТБ тест-набора, но как H-чувствительные 
методом абсолютных концентраций. Один изолят диф-
ференцирован как H-чувствительный на ТБ тест-наборе, 
а метод абсолютных концентраций классифицировал 
его как H-устойчивый. По рифампицину (R) резуль-
таты различались для 6 изолятов: ТБ тест-набор вы-
явил три изолята как R-чувствительные, а МАК – как 
R-устойчивые. Три изолята определены с помощью ТБ 

Т а б л и ц а  3
Результаты анализа несовпадающих результатов в лаборатории 1

ПТП Штамм  
M. tuberculosis

Первоначальные 
результаты

Анализ несовпадающих результатов Статус изолята 
после анализа 

несовпадающих 
результатов

ТБ тест-набор МАК Метод пропорций ПЦР-секвенирование

Изониазид 177 S* R** R katG - 315 AGC R
275 S R R katG –315 AGC R

Рифампицин 76 S R S rpoB - WT*** S
272 S R S rpoB - WT S
178 S R R rpoB - 531 TCG R

Стрептомицин 223 R S S rpsL -WT, 16SrRNA - WT S
116 S R R rpsL -WT, 16SrRNA - 516 C R
178 S R R rpsL - 43 AAG, 16SrRNA – WT R
275 S R R rpsL -WT, 16SrRNA - WT R

Этамбутол 114 S R R embB - 306ATG R
177 S R S embB - WT S
178 S R R embB – 306 ATG R
223 R S R embB - 306 ATG R
228 R S R embB - WT R
440 S R S embB - WT S
441 R S S embB - WT S

П р и м е ч а н и е . ПТП – противотуберкулёзный препарат; S* – чувствительный; R** – устойчивый; WT*** – дикий тип.

Т а б л и ц а  4
Точность определения лекарственной чувствительности с по-
мощью ТБ тест-набора после анализа несовпадающих резуль-

татов

Лаборатория Чувствитель-
ность, %

Специфич-
ность, %

Эффектив-
ность, %

Изониазид
Лаборатория № 1 97,5 100 98,5
Лаборатория № 2 98,3 99,0 98,6
Лаборатория № 3 99,8 98,8 99,5
Рифампицин
Лаборатория № 1 97,4 100 99,0
Лаборатория № 2 97,7 100 99,1
Лаборатория № 3 98,0 100 100
Стрептомицин
Лаборатория № 1 96,9 98,6 97,4
Лаборатория № 2 95,1 100 97,3
Лаборатория № 3 97,6 100 98,0
Этамбутол
Лаборатория № 1 97,5 96,6 97,0
Лаборатория № 2 96,8 100 99,1
Лаборатория № 3 98,6 100 99,5
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Т а б л и ц а  5
Результаты анализа несовпадающих результатов лекарственной чувствительности изолятов M. tuberculosis в лаборатории № 2

Изолят  
M. tuberculosis

Результат на ТБ тест-наборе Результат, полученный методом абсолютных 
концентраций

Окончательный  
статус изолятов 

Первичный Повторное тестирование Первичный Повторное тестирование
672 HSE HSE Чувств. HSE HSE
708 HRSE HRSE RSE HRSE HRSE
802 S HS HS HS HS
1416 HRSE HRSE RSE HRSE HRSE
1505 И HRSE HRSE HRSE HRSE
1816 HRS HRSE HRSE HRSE HRSE
1824 HRS HRS RS HRS HRS
1917 HRS HRS HRSE HRS HRS 
1950 HSE HSE HRSE HSE HSE
2108 HRS HRS HRSE HRS HRS
2152 Чувств. Чувств. S Чувств. Чувств.
2167 H Контаминация R Контаминация Нет данных
2290 HRE Контаминация HRSE Контаминация Нет данных
2333 H H HRS H H
2402 Чувств. Чувств. S Чувств. Чувств.
2557 HRS HRS RS HRS HRS
2566 HRSE HRSE RS HRSE HRSE
2645 HRSE HRSE RSE HRSE HRSE
4718 Чувств. HSE HSE HSE HSE
6341 Чувств. HSE HSE HSE HSE
1078 HRE HRE Чувств. HRE HRE
1088 Чувств. HRSE HRSE HRSE HRSE
1284 RSE HRSE HRSE HRSE HRSE
1602 HR HR HRS HR HR
1711 Чувств. Чувств. S S Не определен
1728 HSE HRSE HRSE HRSE HRSE
3072 S S SE SE S
3173 HRS HRS HRSE HRS HRS
3253 Чувств. HSE HSE HSE HSE
3260 HRSE HRSE HRS HRSE HRSE
3273 Чувств. Чувств. S S Не определен
3329 HSE HSE S HSE HSE
3415 S Чувств. Чувств. Чувств. Чувств.
3458 HRE HRSE HRSE HRSE HRSE
3497 RSE RS RS RS RS
3651 HRS HRS HRSE HRS HRS
3715 HRS HRSE HRSE HRSE HRSE
3721 HRS HRS HRSE HRS HRS
3786 HS HS HSE HS HS
3846 HRSE HRSE RSE HRSE HRSE
3873 HRS HRSE HRSE HRSE HRSE
3879 HRS HRSE HRSE HRSE HRSE
4126 H H Чувств. H H
4179 HRS HRS RS HRS HRS
4429 Чувств. Чувств. S Чувств. Чувств.
4509 H H Чувств. H H
4516 HR HR HRS HRS Не определен

4519 H H Чувств. H H
4524 HRE HRE RE HRE HRE
4777 HRS HRS HRSE HRS HRS

П р и м е ч а н и е . H – устойчивость к изониазиду, R – рифампицину, S – стрептомицину, E – этамбутолу. Чувств. – чувствительный изолят.
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тест-набора как R-устойчивые, а методом абсолютных 
концентраций как R-чувствительные. По стрептомици-
ну (S) различались результаты для 7 изолятов: четыре 
изолята были S-чувствительными на ТБ тест-наборе, а 
S-устойчивыми при анализе методом абсолютных кон-
центраций. Три изолята были S-устойчивыми на ТБ 
тест-наборе, а S-чувствительными при анализе методом 
абсолютных концентраций. По этамбутолу (Е) резуль-
таты различались для 21 изолята: Из них только один 
изолят определён как Е-чувствительный на ТБ тест-
наборе и как Е-устойчивый при тестировании методом 
абсолютных концентраций. Оставшиеся 20 изолятов те-
стированы как Е-устойчивые с помощью ТБ тест-набора 
и как Е-чувствительные с помощью метода абсолютных 
концентраций (табл. 6).

Все изоляты с несовпадающими результатами суб-
культивированы на среде Левенштейна-Йенсена. В про-
цессе субкультивирования 2 изолята (8500 и 17036) ока-
зались контаминированы. Остальные изоляты в процессе 
проведения анализа несовпадающих результатов мето-
дом пропорций на агаре Миддлебрука 7Н10 и методом 
ПЦР-секвенирования показали следующие результаты. 
Для изолятов с несовпадениями по изониазиду: изолят 
№ 1901 определён как устойчивый методом пропорций, 
что совпадало с первоначальным результатом на ТБ тест-
наборе. Изолят № 32292 показал результаты, совпадаю-
щие с методом абсолютных концентраций, т. е. при те-
стировании методом пропорций выявлена устойчивость к 
изониазиду. При ПЦР-секвенировании katG генов обоих 
изолятов обнаружены мутации в 315 кодоне.

При тестировании методом пропорций четырёх изо-
лятов с несовпадающими результатами по рифампици-
ну получены результаты, совпадающие с первоначаль-
ными результатами на ТБ тест-наборе: № 30228, 1901, 
3803 R-устойчивые, изолят № 3967 – R-чувствительный. 
Два изолята № 30232 и 32292 дали результаты, совпада-

ющие с первоначальными результатами, полученными 
методом абсолютных концентраций: они определены 
как R-устойчивые. Полученные результаты подтвержде-
ны данными ПЦР-секвенирования. R-устойчивые изо-
ляты № 30228, 30232, 1901, 3803 и 32292 имели мутации 
в rpoB гене. Изолят № 3967 не имел мутаций в гене rpoB 
и определён как R-чувствительный при анализе методом 
пропорций.

Анализ изолятов с несовпадающими результатами 
по стрептомицину дал следующие результаты: данные 
для изолятов № 22337, 1901, 7908, 377 совпали с перво-
начальными результатами, полученными на ТБ тест-
наборе. Результаты ЛЧ изолятов № 4744 и 32292 совпали 
с первоначальными, полученными методом абсолютных 
концентраций. При ПЦР-секвенировании S-устойчивых 
изолятов № 22337, 4744, 377 и 32292 определены мута-
ции 43 AGG в гене rpsL. В S-устойчивом изоляте № 1901 
и в изоляте № 7908 не выявлены мутации, ответствен-
ные за устойчивость к стрептомицину.

При проведении испытаний наибольшее количество 
расхождений (n=21) наблюдали при определении чувстви-
тельности к этамбутолу. 20 изолятов устойчивы к этамбуто-
лу при анализе с помощью ТБ тест-набора и чувствитель-
ны к этамбутолу при тестировании методом абсолютных 
концентраций. Фенотипическое определение чувствитель-
ности к этамбутолу является несовершенным, особенно 
для изолятов с мутациями в гене embB, что ведёт к невы-
сокому проценту совпадения результатов при сравнитель-
ных испытаниях [20, 21]. При анализе изолятов методом 
пропорций 20 изолятов подтвердили первоначальные дан-
ные ТБ тест-набора; для изолята № 26738 (n=1) получены 
данные, совпадающие с первоначальными результатами 
метода абсолютных концентраций. ПЦР-секвенирование 
обнаружило мутации у 12 изолятов № 360, 364, 365, 368, 
377, 1752, 2318, 3677, 4023, 4733, 4744, 29795 в гене embB 
в положении 406. Мутации в данном положении встреча-

Т а б л и ц а  6
Несовпадающие результаты определения лекарственной чувствительности M. tuberculosis в лаборатории № 3

ПТП
(число несовпадений)

Штамм
M. tuberculosis

ТБ тест-набор Метод абсолютных 
концентраций

Метод пропорций ПЦР секвенирование

Изониазид (n=3) 17036
1901
32292

R
R
S

S
S
R

Контаминация
R
R

Не анализировали
katG 315 AGC
katG 315 ACC

Рифампицин (n=6) 1901
3803
30228
3967
30232
32292

R
R
R
S
S
S

S
S
S
R
R
R

R
R
R
S
R
R

rpoB 531TTG
rpoB 531 TTG
rpoB 531 TCG

rpoB – нет мутаций
rpoB 516 GTC

rpoB- нет мутаций
Стрептомицин (n=7) 22337

1901
7908
377
4744
32292
8500

R
R
S
R
S
S
S

S
S 
R
S
R
R
R

R
R
S
R
R
R

Контаминация

rpsL - 43 AGG
rpsL – нет мутаций
rpsL – нет мутаций

rpsL - 43 AGG
rpsL - 43 AGG
rpsL – 43 AGG

Не анализировали
Этамбутол (n=34) 26738 (n=1) S R R embB - Нет мутаций

360, 364, 365, 368, 
377, 1752, 2318, 
3677, 4023, 4733, 

4744, 29795 (n=12)

Все R
(n=20)

Все S (n=20) R (n=12) emb 406 GGC (n=12)

1767, 2213, 2237, 
3145, 3803, 4530, 

22337, 26877, (n=8)

R
(n=8)

embB 306 ATG
(n=8)
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ются только у культур, устойчивых к этамбутолу. У 8 изо-
лятов № 1767, 2213, 2237, 3145, 3803, 4530, 22337, 26877 
мутации выявлены в 306 кодоне. Данный тип мутаций 
встречается у устойчивых и чувствительных к этамбутолу 
штаммов M. tuberculosis [19].

Окончательный статус изолятов принят по данным 
метода пропорций. Точность определения лекарствен-
ной чувствительности изолятов M. tuberculosis с помо-
щью ТБ тест-набора в лаборатории № 3 после анализа 
несовпадающих результатов изменилась: чувствитель-
ность ТБ тест-набора увеличилась для изониазида – с 
99,3 до 99,8%; для рифампицина – с 96,9 до 98%; для 
стрептомицина – с 96,8 до 97,6%; для этамбутола – с 
97,9 до 98,6%. Значения специфичности возросли для 
изониазида - с 97,6 до 98,8%; для рифампицина – с 97,6 
до 100%; для стрептомицина – с 96,8 до 100%; для этам-
бутола – с 88,1 до 100%. Эффективность достигла 99,5% 
для изониазида, 99,1% для рифампицина, 98,0% для 
стрептомицина, 99,5% для этамбутола.

Сравнение ТБ тест-набора и ВАСТЕС 960 MGIT. 
В лаборатории № 3 результаты определения лекарствен-
ной чувствительности 220 изолятов M. tuberculosis, полу-
ченные с использованием ТБ тест-набора, сравнивали с 
результатами ВАСТЕС MGIT 960. Чувствительность ТБ 
тест-набора для изониазида составила 97,9%, для рифам-
пицина – 96,9%, для стрептомицина – 97,7%, для этамбу-
тола – 98,4%. Специфичность ТБ тест-набора составила 
для изониазида – 100%, для рифампицина – 98,4%, для 
стрептомицина – 98,9%, для этамбутола – 95,1%. Эффек-
тивность – для изониазида –98,6%, для рифампицина 
– 97,7%, для стрептомицина – 98,2%, для этамбутола – 
95,9% (см. табл. 1).

Время получения результатов лекарственной чув-
ствительности тестированных изолятов составило на ТБ 
тест-наборе в среднем 9,9 сут (диапазон 8-15). ВАСТЕС 
MGIT 960 давал результаты через 7,2 сут (диапазон 5-12 
сут) (см.табл. 2).

Обсуждение. Испытания разработанного в ФБУН 
ГНЦ ПМБ ТБ тест-набора в сравнении с методом аб-
солютных концентраций и автоматизированной си-
стемой ВАСТЕС  MGIT 960 продемонстрировали 
высокую степень совпадений полученных результа-
тов тестирования чувствительности M. tuberculosis к 
противотуберкулёзным препаратам 1 ряда: изониази-
ду, рифампицину, стрептомицину, этамбутолу. Пока-
затели эффективности ТБ тест-набора (чувствитель-
ность, специфичность, эффективность) относительно 
метода абсолютных концентраций в лабораториях № 
1 и № 3 выше, чем в лаборатории № 2, возможно, из-
за альтернативной техники посева. При сравнении ТБ 
тест-набора и BACTEC MGIT 960 оценочные показа-
тели превышали 95%. Результаты, полученные с ком-
мерческим ТБ тест-набором, не уступают результатам 
нитратредуктазного метода, испытанного в нескольких 
международных лабораториях при определении чув-
ствительности M. tuberculosis [22].

После проведения анализа несовпадающих резуль-
татов практически все показатели во всех трёх лабора-
ториях превышали 95%, что соответствует требованиям 
ВОЗ, предъявляемым к новым анализам M. tuberculosis 
(чувствительность должна быть не менее 90% и спец-
ифичность – 95%) [23].

Время получения результатов с ТБ тест-набором 
короче, чем с использованием метода абсолютных кон-
центраций и соизмеримо со временем получения резуль-

татов с BACTEC MGIT 960. ТБ тест-набор прост в ис-
пользовании, не требует дорогостоящего оборудования 
и специальной подготовки персонала.
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Недостаток специфических симптомов для раннего выявления рака желудка приводит к тому, что его часто диагно-
стируют на поздней стадии, когда прогноз является неблагоприятным. Анализ молекулярных маркеров в дополнение к 
стандартным диагностическим процедурам является перспективным подходом для совершенствования дооперацион-
ной диагностики как рака желудка, так и предраковых изменений слизистой. Поэтому целью нашего исследования был 
анализ диагностической значимости использования экспрессии микроРНК для выявления рака желудка и предраковых 
состояний (дисплазии) в гистологическом материале.
В работе было использовано 122 образца архивного гистологического материала в виде парафиновых блоков: 34 образца 
аденокарциномы желудка, 54 образца язв желудка с дисплазией и 34 образца нормальной слизистой желудка, полученных у 
пациентов после выполнения бариатрических операций. Уровень экспрессии микроРНК-145-5p, -150-5p, -20a-5p, -21-5p, -31-5p, 
-34a-5p, -375 определялся с помощью ОТ-ПЦР в реальном времени. Стратификацию образцов на разные группы проводили с 
помощью алгоритма построения дерева принятия решений C-RT. В дерево решений, которое позволяет стратифицировать 
образцы на норму, дисплазию и рак желудка, вошли все миРНК, кроме миРНК-20а, причем норму от рака желудка можно от-
личить только по миРНК-34а, -21, -375. Диагностические характеристики для выявления дисплазии: специфичность – 97%, 
чувствительность – 87%; для выявления рака желудка: специфичность – 91%, чувствительность – 93%. Достаточно вы-
сокие значения диагностических характеристик для выявления дисплазии слизистой желудка и рака желудка, полученные в 
нашем исследовании, указывают на возможность использования данных об экспрессии небольшого количества микроРНК для 
эффективного разделения образцов с опухолевыми и предраковыми изменениями ткани желудка.
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The lack of specific symptoms for the early detection of gastric cancer leads to the fact that it is often diagnosed at a late 
stage, when the prognosis is unfavorable. The analysis of molecular markers in addition to standard diagnostic procedures is a 
promising approach for improving the preoperative diagnosis of both gastric cancer and precancerous changes in the mucosa. 
Therefore, the aim of our study was to analyze the diagnostic significance of using miRNA expression to diagnosis gastric cancer 
and precancerous conditions (dysplasia) in histological material. In this work, 122 samples of archival histological material in 
the form of paraffin blocks were used: 34 samples of gastric adenocarcinoma, 54 samples of gastric ulcers with dysplasia and 
34 samples of normal gastric mucosa obtained from patients after bariatric surgery. The expression level of miRNA-145-5p, 
-150-5p, -20a-5p, -21-5p, -31-5p, -34a-5p, -375 was determined using real-time RT-PCR. Samples were stratified into different 
groups using the C-RT decision tree algorithm. All miRNAs, except miRNA-20a, were included in the decision tree, which allows 
stratification of samples for normal mucosa, dysplasia, and gastric cancer. Normal mucosa can be distinguished from gastric 
cancer only by miRNA-34a, -21, -375. Diagnostic characteristics for the detection of dysplasia: specificity - 97%, sensitivity - 
87%; for the detection of gastric cancer: specificity - 91%, sensitivity - 93%.
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The sufficiently high values of the diagnostic characteristics for detecting dysplasia of the gastric mucosa and gastric cancer 
obtained in our study indicate the possibility of using expression data of a small amount of miRNAs for the effective separation of 
samples with tumor and precancerous changes in the stomach tissue.
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Введение. Уровень заболеваемости раком желудка (РЖ) 
снизился за последние 50 лет, но при этом, РЖ, занимая чет-
вертое место, остается одной из наиболее распространен-
ных злокачественных эпителиальных опухолей в мире. Бо-
лее 70% новых случаев диагностики РЖ и случаев смерти 
от этого заболевания происходит в развивающихся странах, 
при этом половина мировой смертности от РЖ приходится на 
Восточную Азию (в основном в Китае) [1]. 

Основным методом диагностики рака желудка является 
морфологическое исследование материала биопсии, полу-
ченного при гастроскопии. Современные эпидемиологиче-
ские данные подтверждают патогенетическую модель рака 
желудка, включающую предраковые состояния – промежу-
точные стадии, к которым относят хронический гастрит и 
кишечную метаплазию. Из-за отсутствия специфических 
симптомов раннего выявления, РЖ часто диагностируют на 
поздней стадии, когда прогноз является неблагоприятным, 
так как излечение невозможно. Медиана выживаемости со-
ставляет 7-9 мес, а выживаемость через 2 года крайне редко 
составляет более 10%. При условии выполнения программы 
ранней диагностики и совершенствовании хирургических 
методов возможно увеличить выживаемость пациентов с 
РЖ [2-4]. Поскольку прогноз для пациентов различается в 
зависимости от стадии заболевания на момент постановки 
диагноза, раннее выявление РЖ имеет решающее значение. 
Совместное использование опухолевых маркеров, таких как 
α-фетопротеин, карциноэмбриональный антиген и углевод-
ные антигены 125 и 19-9, улучшает чувствительность для 
диагностики распространенного рака желудка, но, в то же 
время, дают противоречивые результаты при использовании 
их для раннего выявления РЖ [5-9]. Поэтому выявление но-
вых биомаркеров для диагностики РЖ на ранней стадии не 
теряет своей актуальности. В качестве таких маркеров могут 
выступать микроРНК (миРНК).

МиРНК относятся к классу малых (около 22 нуклеоти-
дов) некодирующих РНК, которые принимают участие в ре-
гулировании экспрессии генов, играя важную роль в широ-
ком спектре физиологических и патологических процессов, 
таких как дифференцировка клеток, пролиферация и апоптоз 
[10-13]. Та же самая миРНК может действовать как опухо-
левый супрессор или как онкогенная миРНК из-за особен-
ностей тканевой специфичности и, таким образом, может 

контролировать множество генов, участвующих в патогенезе 
злокачественных опухолей, в том числе РЖ. Например, p53-
опосредованная активация миРНК-34a влияет на экспрессию 
генов, связанных с апоптозом [14]; а повышение уровня экс-
прессии миРНК-373, миРНК-520c и миРНК-10b способству-
ют инвазии опухоли и метастазированию [15] и т.д. Исследо-
вания последних лет показывают, что широкий спектр опухо-
лей разных типов демонстрирует значительно отличающиеся 
профили экспрессии миРНК по сравнению с нормальными 
тканями. Поэтому в настоящее время миРНК используют для 
разработки различных диагностических тестов в качестве 
тканевых специфических биомаркеров с потенциалом для 
клинического определения происхождения опухоли, а также 
как предикторов метастазирования [16-18]. С практической 
точки зрения, диагностическая ценность миРНК связана с их 
способностью оставаться стабильными после инкубации при 
комнатной температуре до 24 час и выдерживать до восьми 
циклов замораживания-оттаивания. 

Цель исследования: анализ диагностической ценности 
панели миРНК (-145, -150, -20а, -21, -31, -34а, -375) для вы-
явления рака желудка и предраковых состояний (дисплазии) 
в гистологическом материале. 

Материал и методы. Клинический материал. В работе 
было использовано 122 образца архивного гистологическо-
го материала в виде парафиновых блоков: 34 образца адено-
карциномы желудка, 54 образца язв желудка с дисплазией и 
34 образца нормальной слизистой желудка, полученных у 
пациентов после выполнения бариатрических операций. Ги-
стологический материал был получен в соответствии с зако-
нодательством РФ, от каждого пациента было получено ин-
формированное согласие на его использование, все данные 
были деперсонализированы. Все диагнозы подтверждены 
гистологически в послеоперационном материале. До выпол-
нения молекулярно-генетического исследования проведена 
независимая экспертная оценка гистологических образцов.

Выделение РНК. К 2-3 5 мкм срезам парафинового блока 
добавляли 1 мл белого парафинового масла (класс вязкости 
ISO VG 15), инкубировали в термошейкере при 650С 2 мину-
ты. Центрифугировали при 13000 g в течение 2 минут. К осад-
ку добавляли 700 мкл лизирующего гуанидинового буфера (4 
М гуанидин изотиоцианат; 25 мМ цитрат натрия; 0,3% сар-
козил; 100 мМ Трис-HCl pH 6,5; 0,1% 2-меркаптоэтанол) и 



133

КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2020; 65(2)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-2-131-136

КЛИНИЧЕСКИЕ МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

РВ мы определили экспрессию 7 классификаторных миРНК 
и малой РНК U6 в 122 гистологических образцах. Медиан-
ные значения циклов квантификации ПЦР (Cq), отражающие 
содержание всех маркеров в анализируемой выборке, а также 
вариация их значений представлены на рис. 1.

Относительная экспрессия 7 миРНК в разных типах об-
разцов представлена на рис. 2.

Видно, что в большей степени разница в экспрессии меж-
ду нормой и РЖ характерна для миРНК-150, -21, -31, -34а, 
-375. В свою очередь, для образцов с дисплазией профиль 
экспрессии миРНК отличается и от нормы, и от РЖ. В табл. 
1 приведены данные по статистической значимости видимых 
различий между экспрессией миРНК в образцах разных ти-
пов. Поскольку количество образцов было невелико, то, что-
бы не делать предположений о том, распределению какого 
типа соответствуют наши выборки, мы воспользовались не-
параметрическим критерием Манна-Уитни.

Как видно из табл.1, в некоторых случаях достигает-
ся достаточно высокий уровень значимости, особенно при 
сравнении экспрессии миРНК-21, -34а в группах РЖ/нор-
ма; миРНК-150, -31 в группах РЖ/дисплазия и миРНК-150, 
-21, -31, -34а в группах дисплазия/норма. Подобные уровни 
значимости различий в экспрессии миРНК между разными 
группами указывают на возможность использования данных 
по экспрессии для эффективного разделения образцов по 
разным группам [23].

Использование данных об экспрессии миРНК для стра-
тификации образцов на разные группы. Для деления образ-
цов на разные группы использовался алгоритм построения 
дерева решений C-RT, который делит исходные данные на 
подмножества, которые становятся все более и более гомо-
генными относительно определенных признаков, в резуль-
тате чего формируется древовидная иерархическая структу-
ра. На рис. 3 показано получившиеся дерево.

Таким образом, в дерево решений вошли все миРНК, кро-
ме миРНК-20а, причем норму от РЖ можно отличить только 
по миРНК-34а, -21, -375. Данные о диагностических харак-
теристиках определения РЖ и дисплазии с помощью этого 
дерева решений на выборке образцов, использованных в ра-
боте, представлены в табл. 2.

То, как результаты стратификации по данным экспрессии 
миРНК соотносятся с данными гистологического анализа об-
разцов, представлено на рис. 4.

Из 34 образцов РЖ, молекулярный классификатор отнес 
31 (91%) образец к РЖ, 2 (6%) к дисплазии и один (3%) к 

оставляли в термошейкере при 900С на 60 
мин. Центрифугировали при 13000 g в те-
чение 2 мин, супернатант переносили в но-
вые пробирки. Далее в пробирки добавля-
ли 600 мкл изопропанола, перемешивали и 
оставляли при комнатной температуре на 5 
мин. Центрифугировали 10 мин при 13000 
g, супернатант сливали, осадок промывали 
сначала 500 мкл 70% этанола, а затем 300 
мкл ацетона. РНК растворяли в 200 мкл де-
ионизованной воды.

Выбор набора молекулярных марке-
ров. Первичный отбор набора миРНК для 
анализа был осуществлен на основании 
доступной литературы. В итоге был сфор-
мирован список из 7 миРНК–маркеров 
злокачественности (миР-145-5p, -150-5p, 
-20a-5p, -21-5p, -31-5p, -34a-5p, -375), для 
которых в качестве референса использова-
лась малая ядерная РНК U6.

Синтетические аналоги миРНК. 
миРНК-олигонуклеотиды были синтези-
рованы в ООО “Биосан” (Новосибирск, 
Россия). Синтетические миРНК хранили в 
замороженном виде в ТЕ-буфере при -2000С, при использо-
вании в качестве контролей их разводили на деионизованной 
воде и добавляли непосредственно в реакционную смесь для 
обратной транскрипции, минуя стадию выделения.

Олигонуклеотидные праймеры и зонды. Все олигону-
клеотиды были синтезированы в АО «Вектор-Бест» (Ново-
сибирск, Россия). Олигонуклеотиды выбирали с использова-
нием онлайн-сервиса PrimerQuest (http://eu.idtdna.com/). По-
следовательности праймеров и зондов доступны по запросу. 
Для каждой миРНК подбирали несколько комплектов олиго-
нуклеотидов, из которых выбирали те, которые характеризо-
вались наиболее высокой эффективностью обратной транс-
крипции и ПЦР. Эффективность обратной транскрипции 
оценивали по значениям циклов квантификации (Cq), полу-
ченных при анализе синтетических аналогов миРНК, взятых 
в известной концентрации. Эффективность амплификации 
(E) для каждой системы оценивали с помощью построения 
калибровочной кривой, построенной по разведениям РНК, 
выделенной клинических проб с высоким содержанием дан-
ной миРНК, на деионизованной воде. Значение E для разных 
систем варьировало от 92,5% до 98,4%, с линейным диапа-
зоном 108-102 копий миРНК в реакции, кроме миРНК-21 и 
-34a для которых линейный диапазон составил 108-103 копий 
миРНК.

Выявление микроРНК. Детекцию 7 миРНК и мяРНК U6 
с помощью ОТ-ПЦР-РВ проводили для всех типов образцов. 
Для выявления зрелых миРНК использовали метод stem-loop 
ОТ-ПЦР [19]. Для каждой миРНК отдельно проводили ре-
акцию обратной транскрипции с последующей ПЦР-РВ как 
описано в [20]. Для каждого образца анализ проводили в од-
ном повторе. Нормировку содержания миРНК проводили на 
содержание малой ядерной РНК U6 в образце с помощью ме-
тода 2-ΔCq [21] с учетом эффективности реакций. Выявление 
мяРНК U6 проводилось по той же схеме stem-loop ОТ-ПЦР, 
которая использовалась для миРНК.

Статистическую обработку данных проводили в про-
грамме STATISTICA 10 (StatSoft Inc., США). Сравнение двух 
независимых выборок по количественному признаку прово-
дили при помощи критерия Манна-Уитни. Критический уро-
вень значимости был принят равным 0,007 с учетом поправ-
ки Бонферрони. Стратификацию образцов на разные группы 
проводили методом построения дерева принятия решений 
C-RT (Classification and Regression Tree) [22].

Результаты. Различия в экспрессии миРНК между нор-
мами, дисплазиями и раком желудка. С помощью ОТ-ПЦР-

Рис. 1. Квантификационные циклы (Cq) для 7 классификаторных миРНК и малой 
РНК U6. Представлены: медианное значение, верхний и нижний квартили, диа-
пазон без выбросов и выбросы, обозначенные кружками.
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бывает с исследованиями миРНК, 
результаты разных работ могут не 
только не совпадать, но и прямо про-
тиворечить друг другу. Кроме того, 
было бы интересно уметь выявлять 
с помощью профилирования миРНК 
не только РЖ, но и предраковые со-
стояния, однако данному вопросу 
уделяется пока мало внимания.

Основная идея представленной 
работы – исследование возможно-
сти использовать небольшой набор 
миРНК, играющих роль в развитии 
РЖ, для выявления не только РЖ, 
но и дисплазии слизистой желуд-
ка. В работе были использованы 
миРНК-145, -150, -20а, -21, -31, -34а, 
-375.

В целом, полученные данные от-
носительно экспрессии миРНК при 
раке желудка соответствуют тому, 
что уже опубликовано в научной ли-
тературе. Наибольшее количество 
данных накоплено относительно 
миРНК-21, поскольку во многих 
работах сообщалось, что уровень 
экспрессии миРНК-21 повышается 
в различных опухолях [17, 24,25]. 
При РЖ в большинстве работ тоже 
сообщалось о повышении уров-
ня миРНК-21 [26-30], хотя в то же 
время есть работа, в которой опи-
сано снижение уровня миРНК-21 
[31], правда в клеточных линиях. В 
нашей работе мы наблюдали повы-
шение уровня миРНК-21 не только 
при РЖ, но и при дисплазии, отно-
сительно нормальных образцов.

Из остальных миРНК, рассмо-
тренных в данной работе, статисти-
чески достоверно был повышен уро-
вень экспрессии миРНК-150 и -34а, 

а понижен у миРНК-375 при РЖ относительно нормы. При 
дисплазии относительно нормы был повышен уровень экс-
прессии миРНК-150, -20а, -34а и -31, а уровень миРНК-145 
понижен. 

Изменение профилей экспрессии миРНК при развитии 
дисплазии на данный момент изучено слабо, поэтому по 
миРНК-150, -20а, -34а, -31 нет опубликованных данных. Для 
миРНК-145, как и в нашей работе, было описано снижение 
уровня экспрессии при дисплазии относительно нормы [32], 
в той же работе было также описано снижение уровня экс-
прессии миРНК-375, чего у нас не наблюдалось.

Что касается РЖ, то можно отметить, что повышение 
уровня экспрессии миРНК-150 по сравнению с нормой совпа-
дает с литературными данными [29], причем в одной из работ 
снижение уровня миРНК-150 при РЖ связали со снижением 
выживаемости. Для миРНК-34а мы получили повышение ее 
количества при раке желудка, что расходится с представлени-
ями о ее роли при РЖ – повышенная экспрессия миРНК-34а 
может активировать каспазу-3 (один из элементов апоптоза), 
что замедляет формирование и рост опухоли [33]. С другой 
стороны, в другой работе было напрямую показано снижение 
количества миРНК-34а при РЖ [34], правда, из этой же рабо-
ты следует, что количество миРНК может зависеть не только 
от развития онкологического процесса, но и от различных 
условий жизни и привычек человека. 

Для миРНК-375, наоборот, полученные данные – сниже-
ние экспрессии при РЖ – полностью соответствуют публика-

норме. Из 54 образцов с дисплазией правильно было класси-
фицировано 47 (87%) образцов, в группу РЖ попало 4 (7%) 
образца, а в норму – 4 образца (6%). Из 34 образцов нормаль-
ной слизистой желудка в группу «норма» попало 32 (94%) 
образца, в группу «РЖ» – 2 (6%) образца.

Обсуждение. Одной из наиболее важных целей нашего 
исследования была оценка потенциальной диагностической 
значимости миРНК для выявления дисплазии и РЖ. Исполь-
зование данных об экспрессии миРНК для выявления РЖ 
применяется уже достаточно давно, однако, как это часто 

Рис. 2. Относительный уровень экспрессии 7 миРНК в разных типах образцов. Пред-
ставлены: медиана, верхний и нижний квартили, диапазон без выбросов.

Т а б л и ц а  1
Уровень значимости при попарном сравнении экспрессии 

миРНК в разных типах образцов

миРНК РЖ/Норма РЖ/Дисплазия Норма/Дисплазия
миРНК-145 0,658799 0,024481 0,020678
миРНК -150 0,001427 2,39*10-9 1,6*10-12

миРНК -20a 0,087065 0,005350 0,000184
миРНК -21 1,62*10-7 0,002382 7,27*10-9

миРНК -31 0,397360 0,000001 1,19*10-10

миРНК -34a 4,69*10-11 0,007694 1,89*10-11

миРНК -375 0,001012 0,000007 0,078223
П р и м е ч а н и е . Жирным шрифтом выделены значимые 

(p<0,007) различия.
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циям, в которых описана ее противоопухолевая активность 
при раке желудка [32,35,36], а также при колоректальном, 
плоскоклеточном раке головы и шеи, и раке поджелудочной 
железы [37-39].

Таким образом, не все полученные нами данные по экс-
прессии миРНК полностью совпали с данными, опублико-
ванными в литературе. Объяснить расхождения на данный 
момент не представляется возможным, поскольку они мо-
гут быть связаны как с методологическими особенностями 
представленной работы (системы для выявления миРНК, 
выбор нормализатора и т.д.), так и с особенностями фор-
мирования выборки. Однако, в любом случае для каждой 
из рассматриваемых групп – нормы, дисплазии и РЖ – уда-
лось получить уникальные профили экспрессии миРНК, на 

основании которых эти группы можно дифференцировать 
между собой. В особенности представляет интерес разли-
чение нормы и дисплазии, поскольку это может позволить 
выявлять предраковые состояния и раки на ранних стадиях.

Конечно, практическое применение профилирование 
миРНК для ранней диагностики рака желудка потребует до-
полнительных исследований, в частности, выборки образцов 
не только следует значительно расширить, но и брать их из 
разных медицинских учреждений (чтобы нивелировать осо-
бенности заливки парафиновых блоков, например). Также, 
возможно, следует расширить список миРНК, используемых 
в работе, что может позволить не только увеличить точность 
диагностики, но и давать прогнозы развития патологии.

Заключение. Являясь высокоспецифичными биомарке-
рами, со своим характерным профилем экспрессии для каж-
дого вида ткани, включая опухолевую, миРНК могут стать 
перспективными диагностическими онкомаркерами для 
идентификации РЖ в клинике при исследовании биопсийно-
го материала. Высокий уровень значимости различий в экс-

Рис. 3. Дерево решений для стратификации гистологических образцов на Норму/Дисплазию/РЖ на основании данных об экс-
прессии 6 миРНК.

Т а б л и ц а  2
Диагностические характеристики выявления РЖ и дисплазии 

на основании данных об экспрессии миРНК

Параметры Рак желудка (95% 
ДИ), %

Дисплазия (95% ДИ), 
%

Специфичность 93 (86-97) 97 (90-99)
Чувствительность 91 (76-98) 87 (75-94)
Общая точность 93 (86-96) 93 (86-96)
ПЦПР 84 (70-92) 96 (85-99)
ПЦОР 96 (90-99) 90 (82-95)

П р и м е ч а н и е . ПЦПР – предсказательная ценность положи-
тельного результата; ПЦОР – предсказательная ценность отрица-
тельного результата; ДИ – доверительный интервал.

Рис. 4. Количество образцов, относящихся к разным группам 
согласно гистологическому заключению, но соответствую-
щих одной и той же группе по данным экспрессии миРНК 
(указано слева).
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прессии миРНК-150, -20а, -34а, -31, -145 и -375, между срав-
ниваемыми группами образцов РЖ, дисплазии и нормальной 
слизистой, полученный в нашем исследовании, указывает на 
возможность использования этих данных для эффективного 
разделения образцов с опухолевыми и предраковыми изме-
нениями ткани желудка. 

Для того чтобы использовать профиль экспрессии миРНК 
в качестве диагностических биомаркеров опухолей желудка, 
следует увеличить размер выборки и расширить список при-
меняемых миРНК. Масштабное стандартизированное обсле-
дование значительных групп пациентов поможет определить 
диапазон, описывающий вариации экспрессии миРНК в опу-
холях желудка, как биомаркеров дифференциальной диагно-
стики РЖ, а в перспективе также метастазирования, рециди-
ва и прогноза опухоли.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской 
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