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Воротникова С.Ю.1, Дзеранова Л.К. 1, Федорова Н.С. 1, Пигарова Е.А. 1, Вершинина М.Г. 2, Ильин А.В. 1

ИССЛЕДОВАНИЕ УРОВНЯ МОНОМЕРНОГО ПРОЛАКТИНА С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 
МЕТОДИКИ ПРЕЦИПИТАЦИИ С ПОЛИЭТИЛЕНГЛИКОЛЕМ И ТЕХНОЛОГИИ TRACE

1 ФГБУ «НМИЦ эндокринологии» Минздрава РФ, 117036, Москва, Россия; 
2 ФГБУ ДПО «ЦГМА», 121359, Москва, Россия

Пролактин существует в различных формах, включая мономерную биологически активную фракцию (23 кДа) и высо-
комолекулярную – макропролактин (>100кДа). Макропролактин не обладает биологической активностью, но может 
являться причиной ложноположительных результатов. В Российской Федерации наиболее распространенным методом 
определения макропролактина является иммуноферментный метод с проведением ПЭГ-преципитации. 
В исследование включены пациенты с предварительным диагнозом «гиперпролактинемия» старше 18 лет. Определение 
уровня общего пролактина проводилось с помощью иммуноферментного метода (ИФМ). Исследование уровня мономер-
ного пролактина выполнялось двумя способами: ИФМ после ПЭГ-преципитации (ИФМ+ПЭГ) и с применением TRACE 
технологии.
В исследование включено 37 пациентов (34 женщины и 3 мужчин). Медиана возраста составила 30 [25;35] лет. Медиана 
уровня мономерного пролактина при анализе ИФМ+ПЭГ составила 461,6 [375,0;821,2] мЕд/л, при анализе с использо-
ванием технологии TRACE – 449,9 [357,2;749,2] мЕд/л (р=0,689). Совпадение результатов лабораторного исследования 
мономерного пролактина двумя методами отмечено у 28 пациентов, из них гиперпролактинемия диагностирована у 46% 
(17 человек), нормопролактинемия – у 30% (11 пациентов). При этом частота клинических признаков избыточной секре-
ции пролактина (вторичная аменорея, олиго-опсоменорея, бесплодие, галакторея) по группам не различалась (р>0,05). 
Феномен макропролактинемии (ИФМ+ПЭГ) верифицировался у 12 пациентов (32%), из них у 8 по данным TRACE в уро-
вень мономерного пролактина соответствовал нормопролактинемическому референсному интервалу, а у 4 – превосходил 
данный диапазон.  Измерение уровня пролактина методом TRACE целесообразно для постановки правильного диагноза 
у пациентов с несоответствием клинической симптоматики результатам исследования пролактина стандартными 
методами.
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Введение. В настоящее время под феноменом макро-
пролактинемии принято понимать наличие макропро-
лактина в сыворотке крови в концентрации более 60% 
[1,3,4]. Макропролактин представляет собой комплекс 
антиген-антитело, состоящий из молекулы мономерно-
го пролактина и иммуноглобулина G. Молекулярный 
вес данной фракции составляет более 150 кДа, в связи 
с чем макропролактин также называют «big-big» про-
лактин [1]. Впервые понятие макропролактинемии ввел 
R.D.Jackson  и соавт. [2] при описании пациента без аде-
номы гипофиза с преобладанием высокомолекулярной 
фракции пролактина.

Механизм формирования антител к пролактину до 
конца не ясен. Согласно одной из гипотез стимулиро-
вание антигенной активности связано с неадекватным 
фосфорилированием молекулы. В норме в гипофизе 
присоединение фосфорной кислоты происходит к 163 
и 195 сериновым остаткам пролактина, в то время как 
циркулирующая в кровотоке молекула фосфорилиру-
ется только по 195 серину. У ряда пациентов с макро-
пролактинемией наблюдается преобладание в кровотоке 
пролактина с остатком фосфорной кислоты в положении 
серин 163, что, вероятно, рассматривается иммунной 
системой как аутоантиген [5]. Данный механизм форми-
рования макропролактина подтверждается успешными 
экспериментальными демонстрациями на мышиных мо-
делях. Пусковой фактор, приводящий к чрезмерной ми-
грации неадекватно фосфорилированных молекул про-
лактина из гипофиза в общий кровоток дискутабелен, 
ряд исследователей предполагают инициирующую роль 
воспалительным процессам, в частности, гипофизиту 
[6]. В другом исследовании продемонстрирована прямая 
ассоциативная связь макропролактинемии и активности 
матричной металлопротеиназы-3 (ММP-3) у пациентов 
с ревматоидным артритом. В ходе дальнейших экспери-
ментов показано, что ММР-3 участвует в рестрикции 
молекулы пролактина до низкомолекулярных вазоинги-
бинов, вовлеченных в регуляцию эндотелиальной кле-
точной пролиферации и ангиогенеза [7].

Частота макропролактинемии в популяции состав-
ляет 3,7% без значимых гендерных различий. При этом 
среди пациентов с гиперпролактинемией встречаемость 
данного феномена составляет около 25% (5-35%) [9,10].

Отсутствие явной клинической симптоматики у па-
циентов с макропролактинемией свидетельствует об 
аморфности высокомолекулярного пролактина в отно-
шении биологического действия. По одной из версий 
причиной данного факта служит невозможность про-
никновения большой молекулы через стенку капилля-
ров. При этом в ходе проведения экспериментов с кле-
точной линией лимфомы Nb2, экспрессирующей крыси-

ные рецепторы к пролактину, показан пролиферативный 
эффект макромолекулы гормона, что, по мнению авто-
ров, обусловлено непосредственным взаимодействием с 
клеточной поверхностью и повышенной диссоциацией 
[8]. О стабильности молекулы макропролактина в усло-
виях in vivo судить не представляется возможным.

Проблема диагностики истинной гиперпролактине-
мии в условиях присутствия значимого количества ма-
кропролактина остается актуальной. Многие исследова-
тели признают гель-фильтрационную хроматографию в 
качестве «золотого стандарта» для сепарации и количе-
ственного учета различных форм пролактина [3,11]. Од-
нако, данный метод требует значительных материаль-
ных, технических и временных вложений, в связи с чем 
не получил широкого распространения в клинической 
практике. На этом фоне более приемлемым для скринин-
говой диагностики макропролактинемии оказалось ис-
пользование метода преципитации с полиэтиленглико-
лем (ПЭГ), базирующегося на иммуноопосредованной 
дифференцировке высокомолекулярных форм пролак-
тина. Недостатком методики следует считать значимые 
потери мономерной фракции в преципитате, достигаю-
щие 25% за счет так называемого «матричного» эффек-
та сыворотки крови [12]. Принимая во внимание, что в 
ряде коммерческих наборов не производится учет такой 
потери, сомнительными представляются пост-ПЭГ ре-
ференсные показатели мономерной фракции пролакти-
на. Вторым немаловажным аспектом ПЭГ методики, как 
не автоматизированного способа лабораторной диагно-
стики, является неизбежность влияния человеческого 
фактора. В редких случаях повышенный уровень гамма-
глобулина в сыворотке или связь молекулы пролактина 
с имунноглобулином А приводят соответственно к лож-
ноположительным и ложноотрицательным результатам 
[13]. Исследователями неоднократно предпринимались 
попытки усовершенствовать методику определения ма-
кропролактина. Так, Y. Chen и соавт. [14] отметили не-
обходимость пятикратного разведения образцов сыво-
ротки перед ПЭГ для снижения концентрации высоко-
молекулярной фракции, что приводило к уменьшению 
ПЭГ-потерь мономерного пролактина. J. Schiettecatte и 
соавт. [15] отметили эффективность применения имму-
нопреципитации с антителами к человеческим IgG.

В настоящее время разработана новая методика ко-
личественного определения мономерного пролакти-
на, основанная на технологии TRACE (Time-Resolved 
Amplified Cryptate Emission, усиленное разрешение 
криптата с временным разрешением). Данная методи-
ка базируется на слиянии моноклонального антитела, 
конъюгированного с криптатом европия (клеткообраз-
ная структура с ионом европия в центре), с мономерной 
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молекулой пролактина и измерении флюоресценции 
иммунокомплекса после воздействия азотным лазером. 
Физико-технологическую уникальность TRACE со-
ставляет безызлучательная передача энергии от донора 
(криптат) к акцептору, который является частью хими-
чески модифицированного светособирающего водорос-
левого белка (XL 665). Близость криптата и акцептора, 
когда они являются частью иммунного комплекса, и 
перекрывание спектра эмиссии донора и спектра аб-
сорбции акцептора, усиливают флуоресцентный сигнал 
криптата и увеличивают продолжительность сигнала 
акцептора, позволяя тем самым измерить флуоресцен-
цию с временной задержкой. 

Таким образом, исследование биологически актив-
ной фракции пролактина производится напрямую, а не 
после сепарирования других форм с бóльшим молеку-
лярным весом, что позволяет минимизировать неточно-
сти результатов лабораторного анализа, обусловленные 
неполным разделением фракций и присутствием чело-
веческого фактора [16].

Целью настоящего исследования являлась оценка 
клинических проявлений избыточной секреции пролак-
тина у пациентов с гиперпролактинемией различного 
генеза и сравнение показателей мономерной фракции 
пролактина, полученных с использованием двух мето-
дов: на основе технологии TRACE (анализатор Brahms 
Kryptor compact plus) (TRACE) и иммуноферментно-
го (анализатор Cobas 6000) с предварительным этапом 
ПЭГ-преципитации (ИФМ+ПЭГ).

Материал и методы. В исследовании принимали 
участие пациенты, проконсультированные в поликли-
ническом отделении ФГБУ «НМИЦ эндокринологии» 
Минздрава России в период с января по июнь 2017 г. с 
предварительным диагнозом «гиперпролактинемия» и 
направленные на проведение повторного лабораторного 
исследования уровня пролактина и биопролактина. Кри-
териями включения являлись: возраст старше 18 лет, ги-
перпролактинемия (уровень общей фракции пролактина 
более 540 мЕд/л по данным лаборатории гормонального 
анализа ФГБУ «НМИЦ эндокринологии» Минздрава 
России). Критерии исключения: беременность, лакта-
ция. Все пациенты прошли клиническое обследование, 
включаюшее сбор жалоб, анамнеза жизни и заболева-
ния, общеклинический осмотр, антропометрическое ис-
следование. Для уточнения генеза гиперпролактинемии 
всем пациентам проводилась магнитно-резонансная то-
мография головного мозга. 

Определение уровня общего пролактина проводи-
лось с помощью иммуноферментного метода (ИФМ) на 
анализаторе Cobas 6000 (Roche, Швейцария). Исследо-
вание уровня мономерной фракции пролактина выпол-
нялось двумя способами: ИФМ на анализаторе Cobas 
6000 после предварительного этапа преципитации ма-
кромолекулярной фракции в 25% растворе полиэтилен-
гликоля и с применением TRACE технологии на анали-
заторе BRAMS Kryptor compact plus (BRAHMS GmbH, 
Германия). 

Статистические расчеты производили с помощью 
программы Statistica 10 (StatSoft inc.). Количественные 
данные приведены в виде медианы и интерквартильного 
размаха. Для оценки значимости различий в зависимых 
группах применялся критерий Вилкоксона для количе-
ственных данных и двусторонний тест Фишера для ка-
чественных. Критический уровень значимости при про-
верке статистических гипотез принимался равным 0,05.

Результаты и обсуждение. В исследование вклю-
чено 37 пациентов (34 женщины и 3 мужчин). Медиана 
возраста составила 30 [25;35] лет. Причины гиперпро-
лактинемии верифицировали у 9 пациентов: 4 имели 
пролактинсекретирующую аденому гипофиза (2 макро-
аденомы, 2 микроаденомы), у 2-х женщин повышение 
уровня пролактина ассоциировалось с генитальным эн-
дометриозом, у 3-х – с синдромом поликистозных яич-
ников. У 25 пациентов диагностирована идиопатическая 
гиперпролактинемия. Основными клиническими про-
явлениями гиперпролактинемии у пациенток являлись: 
вторичная аменорея (11%), галакторея (13,5%), беспло-
дие (35%). Мужчины предъявляли жалобы на немотиви-
рованную слабость, утомляемость и снижение зрения. 
По результатам проведенной МРТ головного мозга па-
тология гипоталамо-гипофизарной области диагности-
рована в 46%, из них аденомы гипофиза в 30 % случаев 
(рис. 1).

Около трети пациентов (35%) в период исследова-
ния получали терапию агонистами дофамина (от 1 до 36 
мес, в среднем – 3,8 мес). Доза каберголина варьировала 
от 0,5 до 3,5 мг в неделю, доза бромокриптина – от 0,625 
до 2,5 мг.

Медиана уровня общего пролактина при исследова-
нии крови ИФМ составила 854,5 [727,4; 1498,0] мЕд/л.

Медиана уровня мономерного пролактина при ана-
лизе, проведенном посредством ИФМ с предвари-
тельным этапом ПЭГ-преципитации, составила 461,6 
[375,0;821,2] мЕд/л, при анализе с использованием 
технологии TRACE – 449,9 [357,2;749,2] мЕд/л. Стати-
стически значимой разницы в показателях не выявлено 
(критерий Вилкоксона, р=0,689) (рис. 2).

При попытке выделения из общей группы пациен-
тов с клинической гиперпролактинемией (на основании 
особенностей дебюта заболевания, подтвержденного 
диагноза макро- или микропролактиномы, эффективно-
сти проводимого лечения агонистами дофамина) и срав-
нения показателей мономерной фракции пролактина, 
полученными разными лабораторными способами, ста-
тистически значимых различий между двумя методика-
ми не выявлено (критерий Вилкоксона, p=0,783). Анало-
гичные результаты получены и в группе «клинической 
нормопролактинемии», в которую включены пациенты 
без клинических проявлений гиперпролактинемии. 

Среди обследованных пациентов у 28 отмечено со-
впадение результатов лабораторного исследования 
мономерного пролактина двумя методами. Из них ги-
перпролактинемия диагностирована у 17 человек, нор-
мопролактинемия – у 11 пациентов. При этом, согласно 
статистическому анализу, частота наиболее распростра-
ненных клинических признаков избыточной секреции 
пролактина (вторичная аменорея, олиго-опсоменорея, 
бесплодие, галакторея) по группам не различалась (дву-
сторонний точный критерий Фишера, р>0,05) (рис.3). 
Хотя обращает на себя внимание, что в группе нормо-
пролактинемии ни у одной пациентки не было вторич-
ной аменореи, тогда как в группе гиперпролактинемии 
вторичная аменорея выявлена в 17,6% случаев. Наибо-
лее вероятно, статистической разницы в данном случае 
не выявлено из-за небольшого числа наблюдений. 

Ввиду того, что методом TRACE определяется сразу 
мономерная фракция пролактина, исследование общего 
пролактина и диагностика феномена макропролакти-
немии (ФМ) может быть проведена только с помощью 
ИФМ+ПЭГ. В настоящем исследовании ФМ верифици-
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ровали у 12 пациентов (32%). Структура клинических 
проявлений у данной категории пациентов в большей 
степени складывалась из жалоб на олиго-опсоменорею 
(50%), бесплодие (46%), астенический синдром (33%), 
галакторею (17%). МР-признаки патологии гипоталамо-
гипофизарной области верифицировали у 3 пациентов 
(25%), при этом у двух из них диагностирована киста 
кармана Ратке, формирование которой обусловлено не-
корректным развитием долей гипофиза и достаточно ча-
сто сопровождается умеренной гиперпролактинемией. 
У третьего пациента выявлена макроаденома гипофиза.

Согласно российским и зарубежным исследованиям у 
пациентов с ФМ клиническая картина гиперпролактине-

мии не выражена, частота патологии гипоталамо-гипофи-
зарной области достаточно низкая [9,10]. По данным раз-
ных авторов наличие галактореи варьирует в пределах от 
2% до 10%, частота олигоменореи – в 10%-14% [3, 4, 9, 10]. 
В проведенном исследовании полученная частота галакто-
реи сопоставима с ранее известными данными, при этом 
жалобы на нарушение менструальной функции регистри-
ровались значительно чаще, что, вероятно, обусловлено 
особенностями дизайна исследования и набора пациентов.

По данным TRACE из 12 пациентов с ФМ у 8-ми 
уровень мономерного пролактина соответствовал нор-
мопролактинемическому референсному интервалу, а у 
4-х – превосходил данный диапазон (рис. 4).

Рис. 2. Уровень общего и мономерного пролактина в группе при применении двух лабораторных методов.

Рис. 1. Структура патологии турецкого седла по данным МР-томографии у пациентов с гиперпролактинемией.
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Особый интерес представляла группа пациентов из 
4 человек с наличием феномена макропролактинемии в 
сочетании с повышенным уровнем мономерной фракции 
после ПЭГ, у 2-х из них по результатам TRACE наблюда-
лась гиперпролактинемия, а у 2-х – нормопролактинемия. 
У одной из пациенток с ФМ без повышения уровня моно-
мерного пролактина отмечалось наличие клинических 
признаков гиперпролактинемии в виде галактореи и на-
рушения менструального цикла. Наличие симптоматики 
гиперсекреции пролактина в совокупности с результа-
тами лабораторного исследования по методике TRACE 
(повышенный уровень мономерного пролактина) опреде-
лило целесообразность назначения терапии агонистами 
дофамина. Через 2 месяца лечения пациентка отметила 
прекращение выделений из молочных желез, что свиде-
тельствовало в пользу истинной гиперпролактинемии.

По результатам исследования среди 8 пациенток без 
ФМ с повышенным уровнем пролактина по данным 
ИФМ+ПЭГ при использовании TRACE верифицирова-
лась нормопролактинемия. Две пациентки из представ-
ленной группы предъявляли жалобы на олигоменорею, 
две – на бесплодие, при этом ни у одной не отмечено 
галактореи. МР-признаки микроаденомы выявлены у 
3-х женщин, у одной – гетерогенность аденогипофиза и 
четверо не имели патологии гипоталамо-гипофизарной 
области.

Заключение. Таким образом, очевидно, что пациенты 
с умеренной гиперпролактинемией и феноменом макро-
пролактинемии, имеющие неспецифические жалобы, а 
также женщины с повышенным уровнем пролактина и 
бесплодием, представляют значимые сложности для диа-
гностики и верификации диагноза, в постановке которого 
врач-эндокринолог в ряде случаев опирается только на 

лабораторные показатели. В то же время стоит отметить 
несовершенство ИФМ, который в настоящее время при-
меняется как рутинный метод исследования пролактина, 
ввиду невозможности исключения человеческого фак-
тора и отсутствия четких референсных параметров для 
мономерной фракции пролактина. Технология TRACE 
позволяет минимизировать процент лабораторных оши-
бок и, как следствие, некорректного лечения. Тем не 
менее, для более активного внедрения метода в практи-
ку, необходимо проведение дальнейших исследований и 
сопоставление результатов метода с показателями, полу-
ченными в ходе гель-фильтрационной хроматографии как 
«золотого стандарта» исследования уровня мономерной 
фракции пролактина.
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ЛАБОРАТОРНЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ ПАТОЛОГИЧЕСКИХ ИЗМЕНЕНИЙ У БОЛЬНЫХ 
ХРОНИЧЕСКОЙ СЕРДЕЧНОЙ НЕДОСТАТОЧНОСТЬЮ С МЕТАБОЛИЧЕСКИМ 
СИНДРОМОМ

1ФГБОУ ДПО «Российская медицинская академия непрерывного профессионального образования Минздрава РФ», 
125993, Москва, Россия; 
2ГБУЗ «Консультативно-диагностический центр № 2 Департамента здравоохранения города Москвы», 107564, Москва, 
Россия; 
3ГБУЗ «Научно-исследовательский институт скорой помощи им. Н.В. Склифосовского Департамента здравоохранения 
города Москвы», 129010, Москва, Россия

Наличие метаболического синдрома (МС), значительно увеличивает риск развития сердечно-сосудистых заболеваний, 
приводящих к хронической сердечной недостаточности (ХСН). У 37 пациентов, страдающих хронической сердечной 
недостаточностью (ХСН) без метаболического синдрома (МС) (1 группа) и у 37 пациентов, страдающих ХСН с МС (2 
группа), были изучены значения маркеров NT-proBNP, ST-2 и СРБ (С-реактивный белок) и их взаимные корреляции. Це-
лью исследования было определение особенностей их изменений у пациентов с течением ХСН, осложненной МС. Было 
проведено ранжирование пациентов, путем присвоения ранга значениям концентраций NTproBNP, ST2 и СРБ. Средний 
уровень ST2 составил 51±24 нг/мл в 1 группе и 62±27 нг/мл у больных во 2-й группе. Средние показатели СРБ в 1 группе 
составили 23,1±5,3 мг/л, во 2 группе – 33,0±4,4 мг/л (p<0,05). Уровень NTproBNP составил 2413±1586 пг/мл и 2721±1635 
пг/мл в 1 и 2 группах соответственно. Были продемонстрированы корреляционные связи между значениями NTproBNP и 
ST2, NTproBNP и СРБ. В группе ХСН с МС по сравнению с группой ХСН без МС имелось существенно больше больных с 
наиболее выраженными патологическими уровнями маркеров повреждения: количество больных суммарным рангом 6-9 
в группе больных ХСН с МС было 59%, в группе ХСН без МС 38% (p<0,05). Из 18 умерших пациентов 17 входили в число с 
суммарным рангом от 6 до 9, только 1 больной, умерший после госпитализации, имел суммарный ранг 5. В то же время 
среди 22 больных, у которых в исходе госпитализации достигнуто улучшение ХСН, 18 пациентов имели суммарный ранг 
от 0 до 5, у 4 больных этой категории клинические проявления ХСН остались практически без изменений. Результаты 
ранжирования уровня исследованных лабораторных маркеров позволяют предположить возможность их использования 
как предиктора различных исходов ХСН.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  хроническая сердечная недостаточность; метаболический синдром; NT-proBNP; С-реактивный 
белок; ST2.

Для цитирования: Ройтман А.П., Седова Н.А., Годков М.А. Лабораторные показатели патологических изменений у 
больных хронической сердечной недостаточностью с метаболическим синдромом. Клиническая лабораторная диагно-
стика. 2021; 66 (2): 75-79. DOI: http://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-2-75-79
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LABORATORY INDICATORS OF PATHOLOGICAL CHANGES IN PATIENTS WITH CHRONIC HEART 
FAILURE WITH METABOLIC SYNDROME
1FGBOU DPO «Russian medical Academy of continuing professional education of the Ministry of health of the Russian 
Federation», 125993, Moscow, Russia; 
2GBUZ «Consultative and diagnostic center No. 2 of the Moscow city health Department», 107564 Moscow, Russia; 
3GBUZ «N. V. Sklifosovsky research Institute of emergency medicine of the Moscow city health Department», 129010, 
Moscow, Russia
The presence of metabolic syndrome (MS) significantly increases the risk of developing cardiovascular diseases that lead to 
chronic heart failure (CHF). The values of NT-proBNP, ST-2, and CRP markers and their mutual correlations were studied in 
37 patients with chronic heart failure (CHF) without metabolic syndrome (MS) (group 1) and 37 patients with CHF with MS 
(group 2). The aim of the study was to determine the features of their changes in patients with CHF complicated by MS, and 
to rank patients by assigning a rank value to the values of NTproBNP, ST2, and CRP concentrations. The average ST2 level 
was 51±24 ng/ml in group 1 and 62±27 ng/ml in group 2. The average values of CRP in group 1 were 23.1±5.3 mg/l, in group 
2-33.0±4.4 mg/l (p<0.05). The NTproBNP level was 2413±1586 PG/ml and 2721±1635 PG/ml in groups 1 and 2, respectively. 
Correlations between the values of NTproBNP and ST2, NTproBNP and CRP were demonstrated. In the group of CHF with MS, 
compared with the group of CHF, there were significantly more patients with the most pronounced pathological levels of damage 
markers: the number of patients with a General rank of 6-9 in the group of CHF with MS was 59%, in the group of CHF without 
MS-38% (p<0.05). Of the 18 patients who died, 17 were among those who had an overall rank of 6 to 9, only 1 patient who died 
after hospitalization had an overall rank of 5. At the same time, among 22 patients who had improved CHF in the outcome of 
hospitalization, 18 patients had a total rank from 0 to 5, and in 4 patients of this category, the clinical manifestations of CHF 
remained virtually unchanged. The results of ranking the level of the studied laboratory markers indicate that they can be used as 
a predictor of various outcomes of CHF.

K e y  w o r d :  chronic heart failure; metabolic syndrome; NT-proBNP; CRP-C-Reactive Protein; ST2.
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Введение. Среди разных форм сердечно-сосудистой 
патологии хроническая сердечная недостаточность 
(ХСН) является основной причиной летальности, пре-
вышая даже летальность после острого инфаркта мио-
карда. Это связано с увеличением возраста населения 
и накоплением сопутствующих заболеваний, что спо-
собствует увеличению относительного значения и абсо-
лютных цифр развития сердечной недостаточности [1]. 
Хроническая сердечная недостаточность (ХСН) – это 
многокомпонентный синдром, который развивается как 
исход ряда сердечно-сосудистых заболеваний (ССЗ). Он 
включает структурную перестройку и дилатацию серд-
ца, уменьшение растяжимости миоцитов, гемодинами-
ческие сдвиги, повышающие нагрузку на левый желу-
дочек (ЛЖ), сосудистое воспаление и ремоделирование, 
нейрогуморальную активацию.

С возрастом и изменением социальных факторов у 
населения наблюдается нарастание частоты метаболи-
ческого синдрома (МС). Существует единое мнение о 
том, что метаболический синдром широко распростра-
нен в современной популяции и его наличие существен-
но повышает риск сердечно-сосудистых заболеваний, в 
первую очередь, хронической сердечной недостаточно-
сти [2-3]. В связи с многофакторностью патогенеза ХСН 
были проведены многосторонние исследования, ста-
вившие целью создание эффективного инструмента для 
скрининга бессимптомной дисфункции левого желудоч-
ка (ЛЖ), мониторинга адекватности терапии и прогно-
зирования течения заболевания [4]. Одним из наиболее 
эффективных подходов для решения поставленных за-
дач явились лабораторные биомаркеры, в первую оче-
редь это относится к натрийуретическим пептидам 
(NP), наиболее чувствительным из которых является 
N-терминальный фрагмент натрийуретического гор-
мона (NT-proBNP) [5-6]. Компоненты метаболического 
синдрома и сопутствующие патологические процессы 
могут существенно менять «сердечно-почечную ось» 
взаимодействия, тем самым влиять на диагностическую 
специфичность и чувствительность NT-proBNP [7-8]. 
Дополнительными факторами, усугубляющими разви-
тие ХСН могут выступать воспаление и повреждение 
сердца. Лабораторным тестом отражающим активность 
воспаления, в частности сосудистой стенки является вы-
сокочувствительный С-реактивный белок (вчСРБ), мар-
кером патологических изменений в сердце при хрони-
ческих заболеваниях и острых повреждениях является 
белок ST-2- стимулирующий фактор роста, член семей-
ства рецепторов интерлейкина-1 [9]. Лигандом ST-2 яв-
ляется цитокин интерлейкин-33 (IL-33). Сывороточный 

ST-2 блокирует кардиопротективный эффект IL-33. По-
вышенная концентрация циркулирующего в крови ST-2 
указывает на высокий риск развития неблагоприятных 
исходов для больных с хронической сердечной недоста-
точностью [10].

Цель исследования: определение особенностей из-
менений биомаркеров воспаления и повреждения мио-
карда у больных с хронической сердечной недостаточ-
ностью (ХСН) и метаболическим синдромом (МС). 

Материал и методы. В исследование включено 74 
пациента (36 мужчин, возраст 68±14 лет и 38 женщин, воз-
раст 79 ± 8 лет) с ХСН II-III функциональных классов, из 
них у 37 пациентов имелись компоненты МС. Для поста-
новки диагноза ХСН и метаболического синдрома исполь-
зовались рекомендации Всероссийского научного обще-
ства кардиологов (ВНОК). Функциональные классы сер-
дечной недостаточности определяли согласно критериям 
Нью-Йоркской классификации NYHA. В каждом случае 
для постановки диагноза метаболический синдром необхо-
димым условием было центральное ожирение. Сахарным 
диабетом 2 типа страдали 24 человека, гипертонической 
болезнью – 68 пациентов, в том числе ГБ I стадии – 1 боль-
ной, II стадии – 38, III стадии – 29 больных. Все больные 
при поступлении имели одышку, в том числе 14 – одышку 
в покое. В клинике они получали стандартную терапию 
ХСН, включавшую ингибиторы ангиотензинпревращаю-
щего фермента, бета-адреноблокаторы, калийсберегаю-
щие диуретики. Из-за использования в период пребывания 
в клинике разных схем лечения анализировали уровни ла-
бораторных маркеров при поступлении. 

Исследования индивидуальных белков и гормонов 
проводили после однократного размораживания сыво-
ротки венозной крови, хранившейся при -20°С не более 
6 месяцев. Концентрацию NT-proBNP определяли с ис-
пользованием гетерогенного иммунохимического ана-
лиза Elecsys 2010 rack/disk (Roche, Швейцария). Уровень 
СРБ сыворотки крови определяли фотометрическим 
турбидиметрическим методом, с применением наборов 
жидких реагентов фирмы «DiaSys». Количественное 
определение растворимой формы (sST-2) определяли 
методом иммуноферментного анализа набором компа-
нии Critical Diagnostics (США).

Результаты обсчитывались с использованием паке-
та прикладных программ SPSS Statistics version 23 и 
Microsoft Excel 2010. Для сравнения независимых выбо-
рок использовался непараметрический критерий Ман-
на-Уитни. Количественные показатели представлены 
в виде М±m (среднее значение ± стандартная ошибка 
среднего). 
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Результаты. Клиническая характеристика больных 
ХСН без МС (1 группа) и больных ХСН с МС (2 группа). 
ХСН протекала тяжелее у больных с МС: ХСН 2-го 
функционального класса (ФК) диагностирована у 9 
больных без МС и у 4 больных с МС; ХСН 3-го ФК бы-
ла у 28 больных без МС и у 33 больных с МС. Одышка в 
покое и при минимальной физической нагрузке была у 6 
больных ХСН без МС и у 8 больных с МС, диффузный 
цианоз у 4 и 7 больных соответственно. В исходе госпи-
тализации достигнуто улучшение ХСН у 13 больных 
без МС и 9 больных с МС, без изменений ХСН осталась 
соответственно у 21 и 24 пациентов, летальный исход 
у 3 и 4 соответственно. Через 6 месяцев наблюдения 
у 15 больных без МС и 16 с МС отмечалось клиниче-
ское ухудшение с нарастанием функционального класса 
ХСН. В течение 6 месяцев после госпитального периода 
умерло 5 пациентов без МС и 6 с МС. 

Уровень NTproBNP в группе ХСН без МС у 35 из 37 
больных превышал референсные значения, которые для 
лиц анализируемого возраста составляют до 450 пг/мл; в 
группе ХСН с МС у всех больных он был выше референс-
ных значений. В группе больных ХСН без МС уровень 
NTproBNP составил 2413±1586 пг/мл, превышение 2000 
пг/мл обнаружено у 19 пациентов. В группе больных 
ХСН с МС уровень NTproBNP был 2721±1635 пг/мл, у 24 
больных уровень маркёра превысил 2000 пг/мл (рис. 1). 

Таким образом, основной лабораторный маркер сер-
дечной недостаточности был существенно повышен 
среди исследуемых больных, однако из-за значительных 
колебаний достоверных различий между группами не 
выявлено.

Для учета возможного влияния сочетанной патоло-
гии на течение ХСН проанализировали клинические 
показатели и исходы ХСН у больных без МС и с МС 
в зависимости от уровня маркеров воспаления (вчСРБ) 
и патологических изменений в сердце при хронических 
заболеваниях (ST-2). 

Уровень СРБ превышал референсные значения, ха-
рактерные для здоровых людей (≤ 5,0 мг/л), у 23 из 37 
больных ХСН без МС (62%, 1 группа) и у 33 из 37 боль-
ных с МС (89 %, 2 группа). Средние показатели в 1-й 
группе составили 23,1±5,3 мг/л, во 2 группе –33,0±4,4 
мг/л (p<0,05). При этом у 13 из 37 больных ХСН и МС 
уровень белка превышал референтные значения в 10 и 
более раз. У больных со II ФК сердечной недостаточно-
сти средний уровень СРБ составил 24,4±6,3 мг/л, у боль-
ных с III ФК — 29,3±4,1 мг/л, достоверных различий не 
выявлено (p>0,05). У больных ХСН установлены пря-
мые корреляционные связи уровня NTproBNP с уров-
нем СРБ: суммарно у исследованных больных r=0,28, 
p<0,05), в группе ХСН без МС r=0,24 (p<0,05), в группе 
ХСН с МС r=0,54 (p<0,05).

Уровень ST2 считается характерным для патологиче-
ских изменений в сердце при значениях свыше 35 нг/л 
[11]. Такие значения были у 26 из 37 больных из группы 
ХСН без МС и у 32 из 37 больных с ХСН с МС. Средний 
уровень ST2 составил 51±24 нг/мл у больных ХСН без 
МС и 62±27 нг/мл у больных ХСН с МС. Статистически 
значения ST2 между группами были не достоверными. 
Выявлены достоверные корреляционные связи между 
концентрацией NT-proBNP и ST2: суммарно у исследо-
ванных больных r=0,47, (p<0,05), в группе ХСН без МС 
r=0,32 (p<0,05), в группе ХСН с МС r=0,51(p<0,05). 

Было проведено ранжирование пациентов, придав 
ранг величины изменений концентрациям NT-proBNP, 

СРБ и ST-2. Для СРБ ранги были присвоены диапазонам: 
<5 мг/л – ранг 0, от 5 до 20 мг/л – ранг 1, от 21 до 50 мг/л 
– ранг 2, >50 мг/л – ранг 3. Для NT-proBNP ранги были 
присвоены с зависимости от концентрации следующим 
образом, представленным на рис. 1: <450 пг/мл – ранг 0, 
от 450 до 1000 пг/мл – ранг 1, от 1000 до 2000 пг/мл –  
ранг 2, >2000 пг/мл – ранг 3. Для концентраций ST-2 
ранги формировались следующим образом: <35 нг/мл  
ранг 0, 35—70 нг/мл – ранг 1. 71-150 нг/мл – ранг 2, >150 
нг/мл – ранг 3.

В результате сложения рангов для NT-proBNP и СРБ 
и NT-proBNP и ST-2 и последующего разделения в каж-
дом случае на 4 уровня (суммарно ранги 0-1, 2-3, 4-5 и 6) 
получено существенное разделение с превышением до-
ли пациентов более высоких уровней рангов среди груп-
пы больных ХСН с МС по отношению к группе больных 
ХСН без МС (рис. 2, а, б).

Если же сложить ранги, присвоенные всем трем ис-
следованным маркерам повреждения сердечно-сосуди-
стой системы – NT-proBNP, СРБ и ST-2, то получается 
еще более значимое разделение по выраженности пато-
логических лабораторных сдвигов в группе пациентов 
ХСН с МС по сравнению с группой ХСН без МС (рис. 3).

В группе ХСН с МС по сравнению с группой ХСН без 
МС оказалось существенно больше больных с наиболее 
выраженными патологическими уровнями маркеров по-
вреждения: количество больных суммарным рангом 6-9 
в группе больных ХСН с МС было 59 %, в группе ХСН 
без МС 38 % (р<0,05). 

Исходы заболевания были значительно хуже среди 
пациентов с большими суммарными рангами лаборатор-
ных показателей. Из 18 умерших пациентов 17 входили 
в число с суммарным рангом от 6 до 9, только 1 боль-
ной, умерший после госпитализации, имел суммарный 
ранг 5. В то же время среди 22 больных, у которых в 
исходе госпитализации достигнуто улучшение ХСН, 18 
пациентов имели суммарный ранг от 0 до 5, у 4 больных 
этой категории клинические проявления ХСН остались 
практически без изменений.

Обсуждение. ХСН является как правило терминаль-
ной стадией заболеваний сердечно-сосудистой системы. 
Метаболический синдром – наиболее выраженный фак-
тор, предрасполагающий к тяжелому течению сердечно-
сосудистой патологии, однако, воспаление и поврежде-

Рис. 1. Распределение больных ХСН без МС и ХСН с МС в 
зависимости от уровня NT-proBNP в сыворотке крови. 
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ния сосудистой стенки и сердечной мышцы также край-
не значимы в развитии сердечной недостаточности. 

Мы попытались, используя ранжирование значений 
лабораторных показателей, сопоставить выраженность 
лабораторных маркеров и клинические проявления и ис-
ходы ХСН. Было выбрано равное количество больных 
ХСН с МС и ХСН без МС с сопоставимой степенью кли-
нических проявлений сердечной недостаточности.

За последние годы общепризнанными лаборатор-
ными маркерами сердечной недостаточности стали 
натрийуретические пептиды, которые обеспечивают 
функционирование «оси сердце-почки» и способствуют 
при перегрузке сердца выведению из организма натрия 
и воды, разгружая тем самым работу сердечной мышцы. 
Результаты наших исследований соответствовали этим 
представлениям. Практически у всех больных с ХСН 
был повышен NT-proBNP. 

Классическим биохимическим маркером воспаления 
является СРБ. Мы использовали тест-систему, которая 
позволяла определять СРБ в диапазоне, который до-
ступен для тестов высокочувствительного определения 
СРБ. Однако высокой чувствительности у данной кате-
гории больных не понадобилось, так как у большинства 

больных СРБ был существенно повышен. При этом до-
стоверных различий в уровне СРБ не было ни между 
группами больных ХСН с МС и ХСН без МС, ни между 
группами с разными функциональными классами ХСН. 
Тем не менее, у больных ХСН установлены прямые кор-
реляционные связи уровня NT-proBNP с уровнем СРБ. 

В нашем исследовании не выявлено высокой спец-
ифичности ST-2 для диагностики ХСН с МС и ХСН без 
МС. Для ST-2 выявлена корреляционная связь с NT-
proBNP. Наличие корреляционных связей между NT-
proBNP и СРБ, а также между NT-proBNP и ST-2 можно 
интерпретировать как указание, что воспалительный и 
повреждающий компонент сердечно-сосудистой систе-
мы вовлечены в регуляцию функционирования «оси 
сердце-почки».

Ранжирование уровней лабораторных маркеров па-
тологии миокарда – NT-proBNP, СРБ и ST-2 и оценка 
суммы рангов этих показателей позволили идентифи-
цировать различную степень повреждения сердечной 
мышцы у больных ХСН с МС и больных ХСН без МС, 
а также предположить, что высокий суммарный ранг ла-
бораторных показателей NT-proBNP, СРБ и ST-2, может 
использоваться в качестве предиктора успешного лече-
ния больных ХСН и исходов заболевания, в том числе 
летальности. 

Выводы. 
1. Лабораторные исследования с использованием ор-

ганоспецифических маркеров свидетельствуют, что тя-
жесть сердечной недостаточности у больных с метабо-
лическим синдромом усугубляется факторами воспале-
ния сосудистой стенки и структурно-метаболическими 
повреждениями сердечной мышцы.

2. Ранжирование значений лабораторных маркеров 
NT-proBNP, СРБ и ST-2 и оценка суммы рангов этих по-
казателей позволяют идентифицировать различную сте-
пень повреждения сердечной мышцы у больных ХСН. 

3. Величина суммарного ранжирования NT-proBNP, 
СРБ и ST-2 может использоваться в качестве вероят-
ностного указателя на успешность лечения больных 
ХСН и исходов заболевания, в том числе летальности. 

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

Финансирование. Исследование не имело спонсорс
кой поддержки.

Рис. 2. Распределение больных ХСН без МС и ХСН с МС в зависимости от уровня рангов, присвоенных NTproBNP и СРБ (а), 
и присвоенных NTproBNP и ST2 (б).

а б

Рис. 3. Распределение больных ХСН без МС и ХСН с МС 
в зависимости от суммарного уровня рангов, присвоенных 
NTproBNP, СРБ и ST2.
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Представлены данные комплексного иммуноферментного сравнительного исследования содержания растворимых форм 
sPD-1, sPD-L1, sNKG2D, sNKG2DL1, sB7-H3 и sHLA-G в плазме крови 75 больных эпителиальным раком яичников и 20 
здоровых доноров контрольной группы. Определена диагностическая значимость исследованных белков. Исследование 
показало, что профиль растворимых контрольных точек иммунитета отличается при возникновении злокачественной 
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в плазме крови пациенток, по сравнению с контрольной группой. Обнаружены различия в содержании исследованных 
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ников, что может объяснять недостаточную эффективность существующей иммунотерапии данного типа опухолей. 
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яичников.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  рак яичников; контрольные точки иммунитета; sPD-1; sPD-L1; sNKG2D; sNKG2DL1; sB7-H3; 
sHLA-G.

Для цитирования: Ковалева О.В., Белова Т.П., Кушлинский Д.Н., Короткова Е.А., Подлесная П.А., Грачев А.Н., 
Зиновьев С.В., Терешкина И.В., Соколов Н.Ю., Кудлай Д.А., Кушлинский Н.Е. Растворимые формы контрольных 
точек иммунитета при раке яичников. Клиническая лабораторная диагностика. 2021; 66 (2): 80-86. DOI: http://dx.doi.
org/10.51620/0869-2084-2021-66-2-80-86
Kovaleva O.V.1, Belova T.P.2, Kushlinsky D.N.3, Korotkova E.A.1, Podlesnaya P.A.1, Gratchev A.N.1, Zinoviev S.V.4,  
Tereshkina I.V.1, Sokolov N.Yu.1, Kudlay D.A.2, Kushlinskii N.E.1 
SOLUBLE FORMS OF IMMUNE CHECKPOINTS IN OVARIAN CANCER
1N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology Ministry of Health of the Russian Federation, 115478, Moscow, 
Russia; 
2A.F. Tsyb Medical Radiological Scientific Center – Branch of the National Medical Research Radiological Centre  
of the Ministry of Health of the Russian Federation, 2490031, Obninsk, Russia; 
3Nizhny Novgorod Regional Clinical Oncological Healthcare Center, 603126, Nizhny Novgorod, Russia; 
4Institute of Pharmacy, Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University),  119991, Moscow, Russia
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Введение. Ежегодно в мире от рака яичников (РЯ) 
умирает около 140 тыc. женщин и еще у 220 тыс. вы-
является это заболевание. Показатели 5-летней выжи-
ваемости варьируют от 30 до 50%. Несмотря на успехи 
в области хирургии и химиотерапии, смертность от РЯ 
остается высокой. Основными причинами этого, поми-
мо поздней диагностики, являются мозаичность гене-
тических и эпигенетических нарушений в опухолевых 
клетках и их динамические изменения в ходе лечения, 
что осложняет выбор химиотерапии. Уникальность на-
бора мутаций и эпигенетических изменений в каждой 
опухоли определяет индивидуальную чувствительность 
пациенток к различным схемам лекарственной терапии 
(в том числе, таргетной), при этом даже в группе боль-
ных с обнаруженными мутациями таргетный препарат 
оказывается эффективным только у 50% пациенток (в 
частности, дорогостоящий препарат олапариб, который 
уже внедряется в постоянную клиническую практику 
в России и назначается больным с мутантными генами 
BRCA, у 70% пациенток оказывается неэффективным) 
[1]. Это обуслoвливает необходимость разработки но-
вых терапевтических подходов. В настоящее время в 
связи с активным развитием иммунотерапии, самые 
распространенные ингибиторы контрольных точек им-
мунитета постепенно внедряются в терапию РЯ.

Появление ингибиторов иммунных контрольных 
точек (ICI), в основном включающих моноклональные 
антитела (mAb) к PD-1/PD-L1 (рецептор программируе-
мой гибели клеток 1/лиганд 1 программируемой гибели 
клеток) и CTLA-4 (антицитотоксический Т-лимфоцит-
ассоциированный антиген-4) сформировали терапев-
тический ландшафт некоторых видов злокачественных 
опухолей. За последние несколько лет опубликованo ряд 
исследований, посвященных использованию существу-
ющей иммунотерапии (анти-CTLA4 и анти PD-1/PD-
L1) при РЯ. F.S. Hodi  и соавт. [2, 3] впервые продемон-
стрировали противоопухолевые эффекты ипилимумаба 
(анти-CTLA-44) у девяти больных РЯ в IV стадии после 
вакцинации облученными аутологичными опухолевы-
ми клетками, сконструированными для производства 
гранулоцитарно-макрофагального колониестимулирую-
щего фактора (GVAX). У одного пациента был отмечен 
объективный ответ, и многократные инфузии антитела 
анти-CTLA-4 каждые 3-5 мес позволили стабилизиро-
вать заболевание на 4 года. Кроме того, у трех пациенток 
отмечена стабилизация опухолевого процесса на 6, 4 и 2 
мес соответственно, что подтверждал уровень CA-125.

Несмотря на большое количество проведенных кли-
нических исследований, результаты лечения РЯ, до-
стигаемые с использование моноиммунотерапии, не 
являются столь впечатляющими и многообещающими, 
как при других новообразованиях. Возможно ли что-то 
предпринять? Недавние исследования выявили несколь-
ко иммунных контрольных точек, таких как NKG2D, 
B7-H3, HLA-G и др., которые можно использовать в 
качестве потенциальных мишеней для иммунотерапии 
опухолей.

B7-H3, также называемый CD276, представляет со-
бой трансмембранный гликопротеин I типа, который 
кодируется геном на 15-й хромосоме у человека [4]. 
Первоначальное исследование описало его как положи-
тельный костимулятор, так как он может стимулировать 
Т-клеточный ответ и продукцию IFN-γ [4]. Однако не-
давние исследования показали, что B7-H3 участвует в 
ингибировании Т-клеток [5, 6]. Рецептор для B7-H3 еще 
не идентифицирован, и это может объяснить сложную 
иммуномодулирующую активность B7-H3, поскольку 
он может иметь более одного партнера по связыванию 
с различными функциями [7]. Экспрессию белка B7-H3 
можно обнаружить на активированных иммунных клет-
ках, таких как Т-клетки, NK-клетки и APC. Интересно, 
что B7-H3 гиперэкспрессирован в широком спектре 
опухолевых клеток и связан с прогрессией заболевания 
и прогнозом [8].

NKG2D, он же CD314 – трансмембранный белок II 
типа, принадлежащий к суперсемейству лектинов ти-
па С, кодируется геном KLRK1 (лектин-подобный ре-
цептор киллерных клеток K1), расположенном на 12-й 
хромосоме у человека [9]. NKG2D – это активирующий 
рецептор, экспрессирущийся на поверхности всех NK-
клеток, γδ-T-лимфоцитах и CD8+αβ T-клетках [10]. Та-
ким образом, NKG2D обеспечивает формирование им-
мунного ответа посредством активации T-лимфоцитов 
и NK-клеток, благодаря чему этот белок и его лиганды 
потенциально могут служить терапевтическими мише-
нями для лечения иммунных и онкологических заболе-
ваний [11].

Одним из лигандов NKG2D является белок, из-
вестный как связывающий гликопротеин UL-16 – бе-
лок ULBP1 (NKG2DL1). Известно, что связывание 
этого белка с рецептором NKG2D приводит к акти-
вации сингнальных путей JAK/STAT и PI3K/Akt/ERK 
и, как следствие, активации цитотоксичности NK и 
Т-клеток. Уход опухолевых клеток от иммунного над-



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2021; 66(2)
DOI: http://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-2-80-86

ИММУНОЛОГИЯ

82

зора может осуществляться путем инактивации NKG-
2DL1 [12]. Прогностическая роль NKG2DL1 при раз-
личных онкологических заболеваниях неоднозначна. 
Так R.W.McGilvray et al. показали, что высокая экс-
прессия ULBP1 ассоциирована с худшей выживаемо-
стью больных при РЯ [13], в то время как для коло-
ректального рака она ассоциирована с благоприятным 
прогнозом [14].

Человеческий лейкоцитарный антиген G (HLA-G), 
также является лигандом многих рецепторов, например 
NKG2A и NKG2D. В отличии от NKG2DL1 данный ли-
ганд изучен достаточно хорошо. Накопленные данные 
свидетельствуют о том, что HLA-G способствует им-
мунносупрессии. Так, взаимодействие лиганда с рецеп-
тором CD8 на поверхности Т-лимфоцитов и NK-клеток 
стимулирует FasL-опосредованный апоптоз иммунных 
клеток. Взаимодействие HLA-G с макрофагами через 
рецепторы ILT2 и ILT4 приводит к ингибированию ци-
тотоксичности последних и формированию незрело-
го фенотипа, отличающегося сниженной экспрессией 
CD80/86 и главного комплекса гистосовместимости 
(ГКГ) на поверхности мембран.

HLA-G в некоторых наблюдениях ассоциирован с 
плохим прогнозом РЯ. Так, в обзоре результатов анализа 
экспрессии HLA-G при РЯ с акцентом на его биологи-
ческое и клиническое значение показано, что данный 
белок участвует в механизмах, обеспечивающих уход от 
иммунного надзора злокачественной опухоли, а его по-
вышенная экспрессия связана со степенью тяжести за-
болевания. Авторы отмечают, что не только экспрессия 
HLA-G в опухоли, но и уровень его растворимой формы 
в крови может потенциально использоваться в качестве 
маркера для раннего выявления РЯ у пациенток из груп-
пы высокого риска. Более того, sHLA-G в асцитической 
жидкости может быть использован для дифференциаль-
ной диагностики злокачественных и доброкачествен-
ных новообразований яичников. Также авторы указали 
на возможность использования иммунотерапии анти-
HLA-G в сочетании с химиотерапией у больных РЯ [15]. 
Существуют данные о том, что уровень HLA-G в асци-
тической жидкости положительно коррелирует с экс-
прессией регуляторных Т клеток и отрицательно с экс-
прессией NK и клеток памяти в опухолевой строме [16].

Цель настоящего исследования - сравнительный ана-
лиз содержания sPD-1, sPD-L1, sNKG2D, sNKG2DL1, 
sB7-H3 и sHLA-G в плазме крови пациенток с различ-
ными гистологическими формами эпителиального РЯ и 
контрольной группы здоровых доноров.

Материал и методы. В исследование включены 75 
больных эпителиальным РЯ (средний возраст 54,6 года) 
и 20 здоровых доноров (средний возраст 44,1 года), про-
ходивших обследование и лечение в ФГБУ «Националь-
ный медицинский исследовательский центр онкологии 
им. Н.Н. Блохина» Минздрава РФ. Все процедуры, вы-
полненные в исследовании с участием больных и здо-
ровых доноров, соответствуют этическим стандартам 
этического комитета организации и Хельсинкской де-
кларации 1964 г. и ее последующим изменениям или со-
поставимым нормам этики. От каждого из включенных 
в исследование участника получено информированное 
добровольное согласие. Клинический диагноз у всех 
пациенток подтвержден данными морфологического 
исследования опухоли согласно Международной гисто-
логической классификации. В исследование включены 
пациентки с эпителиальным РЯ трех гистологических 

типов: серозным (52), эндометриоидным (13) и муци-
нозным (10).

Концентрацию исследуемых белков sPD-L1, sPD-1, 
sNKG2D, sNKG2DL1, sB7-H3 и sHLA-G определяли в 
плазме крови, полученной по стандартной методике с 
использованием ЭДТА до начала специфического лече-
ния, с помощью наборов реактивов для прямого имму-
ноферментного анализа: Human PD-L1 Platinum ELISA, 
Human PD-1 ELISA kit (Affimetrix, eBioscience, США), 
Human B7-H3 Quantikine ELISA Kit (Cat # DB7H30, 
R&D), Human NKG2D ELISA Kit (Catalog # LS-F50251, 
LifeSpan BioSciences), Human soluble NKG2D ligands 
ELISA Kit (Catalog MBS744276, MyBiosource), HLA-G 
ELISA Kit (Catalog # LS-F5033, LifeSpan BioSciences) 
в соответствии с инструкциями производителя. Изме-
рения проводили на автоматическом иммунофермент-
ном анализаторе BEP 2000 Advance (Siemens Healthcare 
Diagnostics, Германия). Содержание маркеров выража-
ли в пикограммах (пг), нанограммах (нг) или условных 
единицах (Ед) на 1 мл плазмы крови.

Полученные данные обрабатывали с помощью про-
граммы GraphPad Prizm 9.0. При сравнении показателей 
и анализе их взаимосвязей использовали непараметриче-
ские критерии Манна–Уитни, Краскела–Уоллиса, коэф-
фициент ранговой корреляции Спирмена. Различия и кор-
реляции считали статистически значимыми при p <0,05.

Результаты и обсуждение. Проведен анализ концен-
траций растворимых форм рецептора sPD-1 и его лиганда 
sPD-L1, а также sNKG2D, sNKG2DL1, sB7-H3 и sHLA-G 
в плазме крови 75 первичных больных РЯ и 20 здоровых 
доноров. Среднее содержание sPD-1 в плазме крови здо-
ровых доноров составило 41,5 (19,0-66,4) пг/мл, а в группе 
больных РЯ - 51,0 (11,7-213,2) пг/мл. Среднее содержание 
sPD-L1 в плазме крови в группе контроля составило 70,8 
(9,0-149,5) пг/мл, что статистически значимо выше, чем у 
больных РЯ 38,99 (0,000-113,2) пг/мл (p=0,0034). Среднее 
содержание sNKG2D в плазме крови здоровых доноров со-
ставило 4,36 (0-32,63) нг/мл и было статистически значимо 
ниже, чем у больных РЯ 12,8 (0-289,1) нг/мл (р=0,1083). 
Для лиганда sNKG2DL1, аналогично c sPD-L1, характер-
но его снижение в плазме крови больных РЯ. Так, среднее 
содержание sNKG2DL1 в плазме крови здоровых доноров 
составило 3,8 (0-28,8) нг/мл, а в группе пациенток 1,7 (0-
28,7) нг/мл (р=0,028). Однако необходимо отметить, что 
для данной пары белков наблюдали достаточно большое 
количество образцов, в которых содержание маркеров не 
выявлено. Так, в контрольной группе sNKG2D не обнару-
жили в 15% образцов (3 из 20), а его лиганд - sNKG2DL1 
в 20% образцов (4 из 20). В случае РЯ sNKG2D отсутство-
вал в 44% образцов (33 из 75), а sNKG2DL1 в 56% (42 из 
75). Уровни HLA-G были статистически значимо выше в 
плазме крови здоровых доноров 545,7 (90,8-2173) Ед/мл по 
сравнению с больными РЯ 225,7 (29,9-4421) Ед/мл. Резуль-
таты среднего содержания исследованных белков пред-
ставлены в табл. 1 и на рис. 1.

Как видно из представленных данных, для четырех ис-
следованных белков наблюдается значимое снижения их 
содержания в плазме крови больных эпителиальным РЯ.

Далее провели анализ информативности диагности-
ческого метода с помощью оценки его чувствительно-
сти и специфичности с помощью построения ROC кри-
вых и вычисления площади под ними (AUC). Результаты 
представлены на рис.1, А-Г.

На следующем этапе исследования провели анализ со-
держания sPD-1, sPD-L1, sNKG2D, sNKG2DL1, sB7-H3 и 
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Т а б л и ц а  1
Среднее содержание исследуемых белков в плазме крови больных РЯ и в контроле

Маркеры Контроль (среднее, мин.-макс.) РЯ (среднее, мин.-макс.) p
sPD-1, пг/мл 41,5 (19,0-66,4) 51,0 (11,7 -213,2) 0,1641
sPD-L1, пг/мл 70,8 (9,0-149,5) 38,9 (0-113,2) 0,0034*
sNKG2D, нг/мл 4,4 (0-32,6) 12,8 (0-289,1) 0,1083
sNKG2DL1, нг/мл 3,8 (0-28,8) 1,7 (0-28,7) 0,0028*
sB7-H3, нг/мл 15,0 (9,1-24,8) 12,7 (5,9-40,3) 0,0310*
sHLA-G, Ед/мл 545,7 (90,8-2173) 225,7 (29,9-4421) <0,0001*

Рис. 1. Сравнительный анализ уровней содержания sPD-1, sPD-L1, sNKG2D, sNKG2DL1, sB7-H3, sHLA-G у больных РЯ и 
здоровых доноров.
А – сравнительный анализ уровня содержания sPD-1 и sPD-L1 у больных РЯ и здоровых доноров. ROC-анализ для sPD1 и sPD-L1 у больных РЯ: 
площадь под ROC-кривой  составляет 0,609 (p=0,1620) для sPD1 и 0,724 (p=0,0040) для sPD-L1;
Б – сравнительный анализ уровня содержания sNKG2D и sNKG2DL1 у больных РЯ и здоровых доноров. ROC-анализ для sNKG2D и sNKG2DL1 у 
больных РЯ: площадь под ROC-кривой  составляет 0,614 (p=0,1174) для sNKG2D и 0,706 (p=0,0059) для sNKG2DL1;
В – сравнительный анализ уровней sB7-H3 и sHLA-G в плазме крови больных РЯ и здоровых доноров. ROC-анализ для sB7-H3 и sHLA-G у больных 
РЯ: площадь под ROC-кривой  составляет 0,657 (p=0,0316) для sB7-H3 и 0,875 (p<0,0001) для sHLA-G;
Г – растворимые и мембраносвязанные факторы, подавляющие противоопухолевую активность иммунных клеток.

А

В

Б

Г



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2021; 66(2)
DOI: http://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-2-80-86

ИММУНОЛОГИЯ

84

sHLA-G в образцах плазмы крови больных РЯ в зависи-
мости от гистологического типа опухоли. В исследование 
включены 13 эндометриоидных, 52 серозных и 10 муци-
нозных опухолей. Особо необходимо упомянуть о систе-
ме sNKG2D/sNKG2DL1. Как было указано ранее, данные 
белки не обнаружены почти в половине исследованных об-
разцов крови. Так, для муцинозных опухолей яичников ха-
рактерно выявление растворимой формы рецептора sNK-
G2D в 80% образцов (8 из 10), а лиганда в 50% образцов (5 
из 10). Для серозных опухолей яичников уровни рецептора 
sNKG2D обнаружены в 50% образцов (26 из 52), а лиганда 
в 37% образцов (19 из 52). При эндометриоидных опухо-
лях яичников уровни sNKG2D и sNKG2DL1 обнаружены 
в 62% образцов (8 из 13). Таким образом, sNKG2D чаще 
выявляли в плазме крови пациенток с муцинозным РЯ, в то 
время как sNKG2DL1 - в плазме крови пациенток с эндо-

метриоидным РЯ. Результаты анализа содержания раство-
римых форм всех исследованных маркеров в зависимости 
от гистологического типа опухоли представлены в табл. 2.

Из данных табл. 2 следует, что снижение содержания 
sPD-L1, sNKG2DL1 и sB7-H3 характерно для серозного 
РЯ. Для HLA-G отмечено статистически значимое сни-
жение концентрации маркера в плазме крови больных 
при всех гистологических типах РЯ.

Корреляционная связь между растворимыми фор-
мами sPD-1, sPD-L1, sNKG2D, sNKG2DL1, sB7-H3 и 
sHLA-G. Провели корреляционный анализ экспрессии 
исследуемых белков с помощью определения коэффи-
циента ранговой корреляции Спирмена. Результаты 
представлены на рис. 2.

Показано, что уровни растворимых форм рецеп-
тора sPD-1 и лиганда sPD-L1 статистически значимо 

Т а б л и ц а  2
Среднее содержание исследуемых белков в плазме крови больных раком яичников в зависимости от морфологического типа  

опухоли (среднее, мин.-макс.)

Маркеры Контроль
(n=20)

Рак яичников Kruskal-Wallis test, p
муцинозная

(n=10)
серозная
(n=52 )

эндометриоид-
ная (n=13)

контроль vs 
муцинозная

контроль vs 
серозная

контроль 
vs эндометриоидная

sPD-1, пг/мл 41,5 
(19,0-66,4)

43,0
(30,4-60,3)

52,0
(11,6-213,2)

53,2
(24,6-89,9)

>0,9999 0,5563 0,2932

sPD-L1, пг/мл 70,8 
(9,0-149,5)

42,2
(10,8-105,1)

37,1 
(0-113,3)

43,9
(5,7-107,9)

0,2683 0,0077* 0,3692

sNKG2D, нг/мл 4,4 
(0-32,6)

1,8
(0-6,3)

15,1 
(0-289,1)

12,1
(0-79,3)

>0,9999 0,1925 >0,9999

sNKG2DL1, нг/мл 3,8 
(0-28,8)

0,4
(0-1,6)

2,0
(0-28,7)

1,6
(0-14,7)

0,2740 0,0053* 0,4753

sB7-H3, нг/мл 15,0 
(9,1-24,8)

15,5
(7,9-26,5)

12,3
(5,9-40,2)

11,6
(6,0-16,6)

>0,9999 0,0349* 0,3247

sHLA-G ,Ед/мл 545,7 
(90,8-2173)

132,0 
(41,8-398,4)

256,7
(29,8-4421)

173,9
(41,8-639,7)

0,0118* <0,0001* 0,0053*

Рис. 2. Корреляционный анализ между содержанием sPD-1, sPD-L1, sNKG2D, sNKG2DL1, sB7-H3 и sHLA-G в плазме крови 
больных раком яичников (коэффициент корреляции Спирмена).
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коррелируют между собой (r=0,25; p=0,028). Также вы-
явили корреляционную связь между уровнями sPD-1 
и sNKG2DL1 (r=0,27; p=0,019) и sB7-H3 и sNKG2DL1 
(r=0,44; p<0,001). Кроме того, выявили сильную кор-
реляционную связь между концентрациями sHLA-G 
и sNKG2D, sHLA-G и sNKG2DL1 (r=0,54; p<0,001 и 
r=0,46; p<0,001 соответственно).

Контрольные точки иммунитета играют важную 
роль в поддержании иммунного гомеостаза посредством 
стимуляции или подавления сигналов в иммунных клет-
ках и регулирования их функций. В иммунной системе 
контрольные точки можно разделить на две группы: сти-
мулирующие молекулы, такие как TCR/MHC, и ингиби-
рующие молекулы, такие как CTLA-4/CD80 или CD86 и 
PD-1/PD-L1 (см.рис.1, Г). За последние годы в иммун-
ной системе выявлено и описано большое количество 
новых рецепторов и их лигандов. В дополнение к ре-
цепторам и лигандам на клеточной мембране, выявлен 
ряд растворимых форм иммунных контрольных точек, 
которые могут быть обнаружены в кровотоке. Эти моле-
кулы играют важную роль в иммунной регуляции, могут 
участвовать в развитии различных патологических со-
стояний и считаются потенциальными маркерами и/или 
терапевтическими мишенями.

В данном исследовании впервые проведен комплекс-
ный анализ содержания растворимых форм белков sPD-
1, sPD-L1, sNKG2D, sNKG2DL1, sB7-H3 и sHLA-G в 
плазме крови 75 первичных больных эпителиальным РЯ 
и 20 здоровых доноров.

На первом этапе исследования оценили уровень со-
держания растворимых форм sPD-1 и sPD-L1 в плазме 
крови больных РЯ и в группе контроля. Проведенный 
анализ показал, что содержание лиганда sPD-L1 стати-
стически значимо снижается в плазме крови при разви-
тии опухолевого процесса (p=0,0034). Причем это сни-
жение характерно только для серозного РЯ (p=0,0077). 
Для других гистологических типов РЯ таких закономер-
ностей не наблюдали. Для рецептора sPD-1 не выявлено 
изменений в содержании у больных РЯ. Литературные 
данные относительно содержание растворимых форм 
sPD-1 и sPD-L1 достаточно противоречивы. Известно, 
что концентрация sPD-L1 повышается у пациентов с 
возрастом и при некоторых типах опухолей, например 
при раке почки [17]. Однако для рака желудка таких за-
кономерностей не выявлено. Наоборот, для опухолей 
желудка характерно снижение концентрации sPD-1 в 
крови пациентов [18].

Нами впервые проведен анализ содержания рас-
творимых форм рецептора sNKG2D и одного из его 
лигандов sNKG2DL1. Роль NKG2D в патогенезе РЯ 
весьма противоречива. Современная иммунотерапия 
направлена на стимуляцию функции NKG2D с целью 
повышения иммунного ответа посредством активации 
Т-лимфоцитов и NK-клеток, однако представлены ис-
следования, определяющие NKG2D как фактор злокаче-
ственности опухоли. Так, на модели РЯ продемонстри-
ровано, что NKG2D+ клетки обладали повышенной спо-
собностью к колониеобразованию in vitro и инициации 
развития опухолей in vivo у иммунодефицитных мышей 
[11]. Для данной пары белков результаты были анало-
гичны маркерам sPD-1 и sPD-L1, а именно содержание 
рецептора sNKG2D значимо не менялось при наличии 
опухолевой патологии, в то время как содержание sNK-
G2DL1 значимо снижалось по сравнению с контрольной 
группой. Также как и для sPD-L1, снижение наблюдали 

только в группе пациенток с серозными опухолями яич-
ников. Необходимо отметить, что приблизительно у по-
ловины обследованных больных РЯ в плазме крови бел-
ки sNKG2D и sNKG2DL1 не выявлены. Литературных 
данных относительно содержания данных белков в кро-
ви при различных заболеваниях достаточно мало. Пока-
зано, что содержание одного из растворимых лигандов 
sNKG2D в крови пациентов с множественной миеломой 
выше, чем в контрольной группе [19]. Для РЯ показано, 
что повышенный уровень двух других лигандов NKG2D 
- sMICA and sULBP2 в асцитах, ассоциирован с худшим 
прогнозом [20]. Исследований растворимой формы ли-
ганда sNKG2DL1 при РЯ ранее не проводили.

Кроме того, нами показано значимое снижение содер-
жания sB7-H3 (p=0,0310) и sHLA-G (p<0,0001) у боль-
ных РЯ. Литературные данные, посвященные sB7-H3, 
чаще ассоциируют его экспрессию с плохим прогнозом 
различных заболеваний, например, при гепатоцеллю-
лярной карциноме [21]. В проведенном нами исследова-
нии показано статистически значимое снижение обоих 
лигандов в группе больных РЯ по сравнению с контро-
лем. Необходимо отметить, что статистически значимое 
снижение B7-H3 выявлено в группе больных серозным 
РЯ (p=0,0349), в то время как содержание HLA-G было 
статистически значимо ниже при всех гистологических 
типах опухолей по сравнению c контролем. Также необ-
ходимо отметить, что экспрессия HLA-G при РЯ ассоци-
ирована с благоприятным прогнозом [22].

Проведенное исследование показало, что для раз-
личных морфологических типов эпителиального РЯ 
содержание растворимых форм исследованных белков 
статистически значимо отличается. Из литературных 
данных известно, что муцинозные и эндометриодные 
опухоли РЯ более благоприятны с прогностической точ-
ки зрения, по сравнению с серозным вариантом [23, 24]. 
Полученные нами данные свидетельствуют в пользу 
того, что именно серозные опухоли являются более им-
муногенными по сравнению с другими исследованными 
морфологическими типами РЯ и имеют перспективу для 
проведения иммунотерапии. На сегодняшний день эф-
фективность иммунотерапии эпителиальных опухолей 
яичников составляет приблизительно 10-15% независи-
мо от их гистологического варианта [25]. Возможно, для 
повышения ее эффективности необходимо учитывать 
данный параметр.

Заключение. Несмотря на накопленное достаточно 
большое количество данных в области иммунологии 
опухолей, многие аспекты опухолевой иммуносупрес-
сии и толерантности еще до конца не ясны. Результаты 
исследований, посвященные контрольным точкам им-
мунитета в сыворотке и плазме крови, опубликованные 
за последние годы, свидетельствуют о перспективно-
сти дальнейшего изучения роли данных маркеров при 
опухолях различных локализаций. В настоящее время 
понятно, что существует большое количество взаимо-
регулирующих и компенсаторных механизмов, позво-
ляющих опухоли избегать иммунного ответа. Резуль-
таты, полученные в данном исследовании это также 
подтверждают. Изучение взаимодействия и динамики 
изменения содержания растворимых форм белков кон-
трольных точек иммунитета, а также более строгие кри-
терии отбора больных РЯ для иммунотерапии, помогут 
повысить эффективность существующего лечения.
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Цитологическое исследование биологического материала органов репродуктивной системы зарекомендовало себя как 
эффективный метод выявления и уточняющей диагностики рака и неопухолевых заболеваний эндометрия. Однако при 
традиционном (классическом) цитологическом исследовании могут возникать сложности интерпретации результатов 
из-за высокого уровня неадекватных образцов: наличие слизи, большого количества элементов крови, структур из плохо 
просматриваемых клеток при неправильном приготовлении препарата. В настоящее время все более широкое признание 
и распространение получает метод жидкостной цитологии, основанный на технологии приготовления стандартных 
тонкослойных цитологических препаратов из жидкой клеточной суспензии. Эти слайд-препараты при необходимости 
можно использовать для проведения морфометрии, цитохимических, иммуноцитохимических исследований. Также из 
этого материала можно готовить клеточные блоки, и при наличии небольших кусочков ткани получать информацию 
о гистологическом строении биоптата, использовать эти блоки для проведения иммуногистохимических исследований. 
Детальное исследование содержимого полости матки также необходимо для рассмотрения возможности попадания 
в нее опухолевых клеток рака яичника, маточной трубы или рака другой локализации, это необходимо для получения до-
полнительной информации о происхождении, верификации морфологического диагноза и определения тактики ведения 
и лечения пациентов, так как в вопросах возникновения рака яичника и эндометрия многое остается неясным. Иссле-
дование аспиратов и смывов из полости матки с применением усовершенствованных молекулярных методик вместе с 
уже существующими методами обследования может позволить создавать группы риска по развитию опухолей матки, 
придатков и брюшины. В литературном обзоре приведены сравнительные характеристики различных методов и их 
сочетания, позволяющие совершенствовать диагностику неопухолевых поражений и опухолей органов репродуктивной 
системы, в частности, эндометрия. Поиск литературы проводился по базам данных Scopus, Web of Science, MedLine, 
The Cochrane Library.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  цитологическое исследование эндометрия; жидкостная цитология; рак эндометрия; патология 
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A cytological examination of uterine cavity material has proven to be the effective method of detecting and clarifying the diagnosis 
of cancer and non-tumor endometrial diseases. However, sometimes there are difficulties in interpreting the results in a traditional 
(classical) cytological examination, due to high level of inadequate samples: the presence of mucus, a large number of blood 
elements, structures of poorly visible cells in the wrong preparation of the smear. At present, the method of liquid cytology, based 
on the technology of preparation of standard thin-layer cytological preparations from liquid cell suspension, is increasingly 
developed and widespread. These slides, if necessary, can be used for morphometry, cytochemical, immunocytochemical studies 
etc. It is also possible to prepare cell blocks from this material, and to obtain information about the histological structure if small 
pieces of tissue are presented in cytological material, moreover, to use these blocks for immunohistochemical reactions. Material 
from the uterine cavity may contain tumor cells from ovarian, tubal or other non- endometrial carcinoma, and it is necessary to 
obtain information about their origin, to verify the morphological diagnosis and to determine the management and treatment of 
patients, as a lot of problems concerning ovarian and endometrial cancer remains unclear. Examination of aspirates and scrapes 
from the uterine cavity using advanced molecular techniques, together with existing examination methods, can help to form risk 
groups for uterine, tubal, ovarian and even peritoneal tumors. The review of literature contains comparative characteristics of 
different methods and their combinations, which allow improving diagnostics of non-tumor lesions and endometrial tumors. 
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Введение. По данным ВОЗ среди злокачественных 
новообразований женских половых органов рак эндо-
метрия занимает четвертое место после рака молочной 
железы, шейки матки и яичников. Рак эндометрия (РЭ) 
в развитых странах занимает первое место и составляет 
более 80% в структуре злокачественных новообразова-
ний (ЗНО) тела матки [1]. По данным ВОЗ, в 2018 г. в 
мире зарегистрировано 382 069 новых случаев рака те-
ла матки (РТМ), а смертность от данного заболевания 
составила более 89 000 наблюдений.  В целом в мире 
рак тела матки занимает 6-е ранговое место среди зло-
качественных новообразований у женщин всех возраст-
ных групп и на его долю среди всех злокачественных 
новообразований женского населения приходится до 
8,4%. [2]. В России в 2019 г. число первично выявлен-
ных наблюдений ЗНО тела матки превысило 26 000 [3]. 
Распространенность ЗНО тела матки в России с 2009 по 
2019 гг. увеличилась с 133,7 до 187,3 больных на 100 000 
населения. У 84,6% из них установлена I-II стадия, 8,6% 
– III стадия, 5,7% – IV [3]. Более 90% всех случаев РЭ 
приходится на женщин старше 50 лет, при этом медиана 
возраста и средний возраст заболевших РЭ как в России, 
так и в большинстве стран Евроатлантического блока, 
составляет 63 года и 60–62 года соответственно [2, 4].

Для того, чтобы быстро, эффективно, экономично 
определить характер изменений на ранних этапах раз-
вития заболевания, важно установить морфологический 
диагноз по клеточному составу материала, полученному 
из патологического очага. Золотым стандартом морфо-
логического исследования является комплексное цито-
логическое и гистологическое исследование, взаимодо-
полняющие методы. 

В течение последних двух десятилетий в гинеколо-
гической практике помимо классического (традицион-
ного) метода приготовления и окрашивания препара-
тов (традиционная цитология (ТЦ) используют метод 
жидкостной цитологии (ЖЦ) [5]. Метод основан на 
технологии приготовления стандартных тонкослойных 
цитологических препаратов из жидкой клеточной су-
спензии. Метод ЖЦ приобретает все больший интерес 
в морфологической диагностике реактивных изменений 
и злокачественных новообразований. В сравнении с 
традиционным методом приготовления мазков для ци-
тологического исследования монослойные препараты 
более информативны и качество их не зависит от каче-
ства работы лаборанта. Препараты при необходимости 
можно использовать для проведения цитохимических, 
иммуноцитохимических исследований (ИЦХИ). Кроме 
того, из этого материала можно готовить клеточные бло-
ки, и при получении небольших кусочков ткани полу-

чать информацию о гистологическом строении ткани из 
патологического очага, а также использовать эти блоки 
для проведения иммуногистохимического исследования 
(ИГХИ) [5].

Целью данного обзора является анализ данных ли-
тературы по представлению возможностей повышения 
эффективности методов диагностики неопухолевых 
поражений и опухолей эндометрия за счет применения 
комплексного морфологического исследования (тради-
ционного цитологического, метода жидкостной цито-
логии и клеточных блоков, с использованием ИЦХИ и 
ИГХИ) аспирата из полости матки и материала, полу-
ченного в ходе операции по поводу неопухолевых по-
ражений и опухолей эндометрия.

Современные методы диагностики патологии 
эндометрия. В настоящее время значительное место в 
диагностике патологии эндометрия исследователи отво-
дят биохимическим методам, среди которых наиболее 
актуальными являются методы определения маркеров 
окислительной модификации белков, сопровождающих-
ся необратимыми изменениями тканей [6]. Достаточно 
надежными, хотя и не лишенными недостатков, авторы 
считают иммунофлюоресцентную и гистохимическую 
методику исследования ткани эндометрия с обнару-
жением выделившихся в эндометриальную слизь ряда 
ферментов и их изоформ [7]; определение в смывах из 
полости матки опухолевых маркеров [7]; содержание 
карбонильных групп белка [8]; цитологическое исследо-
вание (ЦИ) аспирата из полости матки [9]. 

Среди аппаратных методов широкое распростране-
ние получило эхографическое исследование органов 
репродуктивной системы при эндометриозе [10]. Среди 
дополнительных методов диагностики патологии эн-
дометрия описано радионуклидное исследование [9]. 
Ведущее место в диагностике внутриматочной патоло-
гии занимает гистероскопия [11], для которой авторами 
показана отрицательная прогностическая ценность на 
уровне более 97%, когда в полностью визуализирован-
ной полости матки не обнаруживается структурных от-
клонений и когда эндометрий кажется тонким и одно-
родным [12]. Авторы уточняют, что гистероскопия явля-
ется полезным диагностическим инструментом, но для 
диагностики патологии эндометрия должна дополняться 
биопсией эндометрия [13]. Максимально применяемым 
является метод диагностики патологии эндометрия, ос-
нованный на гистологическом исследовании соскоба из 
полости матки [14, 15]. 

Патологические состояния эндометрия, класси-
фикации. По классификации Я.В. Бохмана [16], патоло-
гические состояния эндометрия делятся на:
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– фоновые заболевания (железистая гиперплазия, по-
липы эндометрия);

– предраковые заболевания (атипическая гиперпла-
зия I, II, III степени);

– РЭ.
Гиперплазия эндометрия (ГЭ) – гормонально зависи-

мая патология эндометрия, которая развивается на фоне 
относительной или абсолютной гиперэстрогенемии и 
проявляется морфологическими изменениями желез и 
стромы эндометрия [17].

В 2014 г. ВОЗ принимает новую (действующую) 
классификацию ГЭ, объединяющую две категории [18]:

1) ГЭ без атипии; 2) атипическая гиперплазия эндо-
метрия/ эндометриальная интраэпителиальная неопла-
зия (AЕH/EIN).

Полипы эндометрия выносят за рамки данной клас-
сификации. В подавляющем большинстве наблюдений 
полипы формируются на фоне неизмененной слизистой 
оболочки, и поэтому по современным классификациям 
их не относят к гиперпластическим процессам эндоме-
трия [19].

Простая ГЭ без атипии – это наиболее часто встре-
чающийся вариант ГЭ, эквивалентом ее являются тер-
мины «железистая» и «железисто-кистозная» ГЭ. При 
гистологическом исследовании (ГИ) отмечают повы-
шение числа железистых и стромальных структур; при 
этом первые преобладают незначительно. Рак на фоне 
простой ГЭ развивается у 1-3% пациенток. 

Сложная ГЭ без атипии предполагает изменение 
формы и размера желез с преобладанием железистого 
компонента над стромальным. Сложная ГЭ без атипии 
соответствует термину «невыраженная аденоматозная 
гиперплазия», рак матки на ее фоне развивается прибли-
зительно в 3-10% наблюдений [20].

Атипическую гиперплазию эндометрия относят к 
облигатно предраковому процессу; выделяют преиму-
щественно структурную (аденоматозную) и клеточную 
гиперплазию. Атипическая гиперплазия эндометрия 
(аденоматоз, атипическая железистая гиперплазия) ха-
рактеризуется более выраженными пролиферативными 
изменениями эпителиального компонента с атипией 
строения желез (формы и расположения). Как правило 
отмечается преобладание объема желез над объемом 
стромы [21].

Простая ГЭ с атипией проявляется в изменении 
нормального расположения ядер железистых клеток, а 
также в их необычной, зачастую округлой форме. Отли-
чительным признаком является наличие атипии клеток 
желез без изменений стромы. Эпителий демонстрирует 
повышенную митотическую активность. Рак на ее фоне 
развивается приблизительно в 8-20% наблюдений. 

Сложная ГЭ с атипией — наиболее опасная форма 
гиперплазии, приблизительно в 22-57% случаев на ее 
фоне развивается РЭ. Возрастает митотическая актив-
ность, число и спектр патологических митозов, что про-
является выраженной пролиферацией железистого ком-
понента, явлениями тканевой и клеточной атипии без 
инвазии базальной мембраны [20].

РТМ – симптомное заболевание, при этом основной 
и первый признак РЭ – кровянистые выделения из по-
ловых путей, ациклическое или на фоне постменопаузы. 
При своевременном обращении к врачу и правильной 
верификации диагноза заболевание диагностируют на 
ранних (I–II) стадиях опухолевого процесса более чем 
у 80% пациенток. С этим связаны благоприятный про-

гноз и низкие показатели одногодичной летальности 
больных: в 2018 г. данный показатель составил 8,9% в 
России, 6,5% – в США, 5–10% – в различных странах 
Европы [2, 22].

Средний возраст пациенток составляет 59-62 года. 
Иными словами, РЭ – это прежде всего постменопау-
зальный рак. Данный фактор чрезвычайно важен, так 
как именно состояние постменопаузального эндометрия 
(линейный тип М-эхо) формирует некоторое понятие 
нормы при ультразвуковом сканировании, что может и 
должно быть использовано в качестве скринингового 
теста [23].

Аденокарцинома эндометрия (эндометриальная аде-
нокарцинома) – наиболее часто встречающаяся злокаче-
ственная опухоль тела матки (80%), которая в большин-
стве наблюдений (80-85%) является эстроген-зависимой 
опухолью и только на 15-20% – эстроген-независимой. 

Йокогамская система для отчетности по эндоме-
триальной цитологии. На симпозиуме, посвященном 
цитологическому исследованию материала из полости 
матки, проходившем на международном конгрессе ICC 
(International Congress of Cytology) в 2016 г. в г. Иоко-
гама (Япония), международные эксперты по эндометри-
альной цитологии договорились о разработке приемле-
мой для всего мира системы под названием Йокогамская 
система (The Yokohama System (TYS) для отчетности по 
эндометриальной цитологии [24].

Согласно классификации Йокогамской системы вы-
деляют следующие критерии цитологических исследо-
ваний:

TYS0 – неинформативный материал.
Полученный образец нельзя оценить по разному ря-

ду причин (например, избыток примеси крови или эле-
ментов воспаления, контаминация содержимым влага-
лища, отсутствие клеток эндометрия и т.д.);

TYS1 – отсутствие ЗНО и предшествующих пораже-
ний.

Непатологический/физиологический эндометрий. 
Если все структуры (кластеры) клеток в препарате пред-
ставлены физиологическими трубчатыми или плоскими 
формами, сопровождаемыми стромальными клетками и 
ядерное перекрытие составляет менее трех слоев, цито-
логическая картина оценивается как отрицательная по 
наличию злокачественной опухоли и предшественников 
(TYS1). 

TYS2 – атипичные клетки эндометрия неопределен-
ного значения (ATEC-US).

Заключение по ATEC-US дают в случае, когда ати-
пичные клетки эндометрия присутствуют, но их зна-
чимость не может быть определена из-за имеющихся 
воспалительных, метапластических или ятрогенных 
изменений. Если цитологических данных недостаточно 
для классификации по любой другой из вышеуказанных 
диагностических категорий, следует выбрать ATEC-US 
(TYS2). В таких случаях последующая биопсия эндоме-
трия не требуется, если только изменения не повторя-
ются.

TYS3 – гиперплазия эндометрия без атипии. При ма-
лом увеличении микроскопа обнаруживают более пяти 
клеточных скоплений в виде расширенных ветвящихся 
железистых структур, с наложением ядер не более чем 
в три слоя. Для того, чтобы дать заключение о гипер-
плазии эндометрия без атипии, необходимо убедиться 
в отсутствии ядерной атипии на среднем увеличении 
микроскопа. 
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Однако, отмечены две основные проблемы: во-
первых, биопсия является очень болезненной и инвазив-
ной процедурой, во-вторых, высока доля неадекватных 
образцов. Поэтому проведение биопсии у всех пациен-
тов с аномальным генитальным кровотечением считают 
проблематичным [30].

Альтернативой выскабливанию полости матки явля-
ется Пайпель-биопсия – метод, позволяющий получить 
адекватный материал для исследования, при этом мини-
мально травмирующий эндометрий [29].

Зарубежные коллеги признали, что эндометриальная 
цитология является полезным методом диагностики с 
высокой чувствительностью и специфичностью при вы-
явлении эндометриальных нарушений [31]. В Японии 
ЦИ материала из полости матки является первым шагом 
для оценки состояния эндометрия у женщин с подозре-
нием на карциному [30]. 

Применение метода жидкостной цитологии в 
диагностике патологии эндометрия. Внедрение ЖЦ в 
рутинную практику позволило исследовать клетки эндо-
метрия на предмет установления цитологического диа-
гноза, а также сделало возможным применение вспомо-
гательных методов изучения молекулярных изменений 
при РЭ [24].

В образцах, приготовленных методом ЖЦ, клетки 
эндометрия могут казаться более гиперхромными и по-
лиморфными, с более видимыми ядрышками, чем в тра-
диционных мазках. Лучший диагностический результат 
по материалу, приготовленному методом ЖЦ, объясня-
ется хорошим сохранением клеток и отсутствием за-
грязнения элементами крови или воспаления, с которы-
ми часто сталкиваются в традиционных мазках. ЖЦ по-
зволяет обнаружить диагностические клетки даже при 
их небольшом количестве [21].

В настоящее время используют различные техноло-
гии для приготовления препаратов, по данным литера-
туры наиболее распространенными в мире являются две 
основные технологии жидкостной цитологии: ThinPrep 
(TP; Hologic Inc., Marlborough, MA, USA) [32, 33] и Sure-
Path (SP; BD Diagnostics, Burlington, NC, USA) [34 – 36].
Эти два способа отличаются устройствами для отбора 
проб и технологическими особенностями, но в целом 
оба метода имеют хорошую диагностическую точность. 

Q.Wang и соавт. [37] провели метаанализ для оценки 
метода цитологии эндометрия в диагностике рака эндо-
метрия примерно у 4179 пациенток с различными по-
ражениями эндометрия с цито-гистопатологическими 
результатами и установили, что цитологическое иссле-
дование эндометрия является эффективным диагности-
ческим методом.

В результате исследования F. Yanaki и соавт. [38] 1116 
образцов эндометрия, приготовленных методом ЖЦ и 
1044 образцов аспирационной биопсии эндометрия, ав-
торы сообщили, что ЖЦ эндометрия может иметь важ-
ное значение в различных клинических ситуациях для 
выявления и уточняющей диагностики злокачествен-
ных опухолей эндометрия. Также они отметили, что ЖЦ 
можно использовать для скрининга опухолей эндоме-
трия в более широком масштабе.

В исследовании Х. Yang и соавт. [39] по анализу при-
менения этих методов показано, что при атипической 
гиперплазии диагностическая точность ЖЦ при ис-
следовании эндометрия составила 86,1%, чувствитель-
ность – 70,3%, специфичность – 88,5%, положительное 
прогностическое значение – 48,0% и отрицательное 

TYS4 – атипичные клетки эндометрия, нельзя ис-
ключить AEH/EIN (ATEC-AE). 

Термин АТЕС используют, когда обнаруживают ати-
пичные клетки эндометрия. ATEC-AE используют, ког-
да есть предположение об атипичной гиперплазии эн-
дометрия или злокачественной опухоли, но изменений 
недостаточно для того, чтобы интерпретировать их как 
злокачественное новообразования (TYS6): количество 
атипичных клеток ограничено или атипия вызвана вос-
палением, метапластическими изменениями или ятро-
генным воздействием. В таком случае рекомендуется 
последующая биопсия эндометрия.

TYS5 – атипическая гиперплазия эндометрия/ эн-
дометриальная интраэпителиальная неоплазия (AЕH/
EIN).

TYS6 – Malignant neoplasms (adenocarcinoma). При 
малом увеличении микроскопа наблюдаются ком-
плексы из клеток с неравномерными выпячиваниями, 
нагромождением ядер в три или более слоев. Морфо-
логический диагноз аденокарциномы (TYS6) или ати-
пичной гиперплазии эндометрия/эндометриоидной 
внутриэпителиальной неоплазии (AEH/EIN) (TYS5) 
устанавливают, если при среднем увеличении микро-
скопа отмечают ядерную атипию или некротический 
фон, нарушение цитоархитектоники в структурах (ком-
плексах): крибриформные структуры и/или структуры 
«спина к спине» [24]. 

AEH/EIN (TYS5) можно отличить от аденокарци-
номы (TYS6), если при наличии четко определенных 
ядерных аномалий отсутствуют дополнительные дан-
ные, свидетельствующие об инвазии: нет явного не-
кротического фона, изолированных злокачественных 
клеток, структур «спина к спине» или крибриформных 
структур [24].

Очень важна правильность трактовки изменений 
в клетках железистого и стромального компонентов в 
фазу пролиферации и в фазу секреции, так как труд-
ности, с которыми сталкивается цитолог при изучении 
аспиратов из полости матки, связаны, прежде всего, с 
тем, что эндометрий постоянно меняется в зависимо-
сти от фаз менструального цикла.  В пластах отторга-
ющегося менструального эндометрия в отдельных слу-
чаях встречаются группы клеток, которые могут оши-
бочно расцениваться как элементы злокачественного 
новообразования [25]

Сравнительная характеристика различных мето-
дов диагностики патологии матки. Существуют ин-
струментальные методы выявления патологии эндоме-
трия, такие как трансвагинальное ультразвуковое иссле-
дование (УЗИ), гистероскопия, соногистерография. УЗИ 
считается первым шагом в оценке состояния женщин с 
постменопаузальным кровотечением [26]. 

Трансвагинальное УЗИ является наиболее распро-
страненным диагностическим тестом, который позво-
ляет измерить толщину эндометрия [27]. S. Granberg и 
соавт. [28] полагают, что толщина эндометрия у женщин 
в постменопаузе, равная 5 мм и менее, позволяет с вы-
сокой (96%) вероятностью исключить заболевание сли-
зистой оболочки тела матки. 

«Золотым стандартом» в комплексной оценке состо-
яния эндометрия в репродуктивном возрасте считают 
морфологическую диагностику по биоптату эндометрия 
в середине фазы пролиферации на 7–10-й день менстру-
ального цикла с последующим исследованием его ре-
цепторного аппарата при помощи ИГХИ [29]. 
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прогностическое значение – 95,2%. В отношении кар-
циномы эндометрия диагностическая точность ЖЦ эн-
дометрия составила 94,4%; чувствительность – 53,2%, 
специфичность – 98,6%, положительное прогностиче-
ское значение – 79,8% и отрицательное прогностическое 
значение – 95,3%. Авторы сделали обоснованный вывод 
о полезности применения ЖЦ в качестве метода первой 
линии [39]. Число неадекватных образцов, приготовлен-
ных методом ЖЦ, ниже, чем у образцов, приготовлен-
ных, традиционным методом [30].

Применение иммуноцитохимического метода 
в диагностике РЭ. ИЦХИ может быть применено на 
препарате клеточного блока с отличными результата-
ми и высокой диагностической точностью [40]. Метод 
клеточного блока может быть использован в качестве 
вспомогательного способа дифференциальной диагно-
стики при гиперплазии в связи с атипией и аденокарци-
номе. Подготовка клеточного блока – это хорошо заре-
комендовавший себя метод подготовки материала для 
ЦИ [24]. Показано, что обычная подготовка клеточных 
блоков требует большого количества клеток в образце, 
чтобы получить оптимальные парафиновые блоки, ко-
торые содержат достаточное количество встроенных 
клеток, а коэффициент достижения заключенных в 
парафин срезов клеточных блоков из эффузионных об-
разцов составляет 47,7%, что не является оптимальным 
для анализа [41].

Имеются основания полагать, что рецепторный ста-
тус пайпель-биоптата также возможно исследовать с 
помощью ИЦХИ. Преимуществами являются: малая 
инвазивность, небольшой объем достаточного для ис-
следования материала, т.к. материал оценивается цито-
логически, доступность, всего три этапа предподготов-
ки, высокая скорость, а также высокая информативность 
метода [29]. 

Панель антител, применяемая для ИЦХИ эндометри-
альных поражений, включает: 

– рецепторы эстрогена (ER);
– рецепторы прогестерона (PR);
– PTEN (сокр. от англ. Phosphatase and tensin homolog 

delete on chromosome 10 – фосфатаза с двойной суб-
стратной специфичностью);

– р53 (белок p53 – транскрипционный фактор, ре-
гулирующий клеточный цикл, выполняет функцию су-
прессора образования злокачественных опухолей);

– Кі-67 белок-антиген, показывающий активность 
опухолевых клеток);

– р16 (белок – ингибитор циклин-зависимых киназ, 
регулирует клеточный цикл). 

Данные маркеры были отобраны исследователями с 
целью облегчения дифференциации эндометриальной 
и эндоцервикальной аденокарциномы и эндометриоид-
ной карциномы от серозной и светлоклеточной карци-
номы, а также для реализации использования маркеров, 
связанных с неоплазией и прогнозом [42]. Однако, про-
гностическая ценность каждого из этих критериев для 
диагностики определенного типа рака не в полной мере 
изучена, и имеется необходимость дальнейшего иссле-
дования.

На основе биомаркеров РЭ традиционно разделяют 
на два подтипа. Наиболее часто встречающийся и, как 
правило, спорадически возникающий РЭ типа I, обычно 
характеризуется наличием высокодифференцированных 
клеток, по гистологическим характеристикам является 
эндометриоидным, а сами клетки опухоли обнаружива-

ют нормальный диплоидный кариотип, нестабильность 
микросателлитов (MSI) и экспрессируют ER и PR. При 
РЭ типа I мутации в гене опухолевого супрессора TP53 
происходят редко, и больные имеют хорошие шансы на 
выздоровление [43]. РЭ типа I проявляется мутациями 
в K-ras, PTEN, фосфатидилинозитол-4,5-бисфосфат-3-
киназной каталитической субъединице альфа (PIK3CA), 
и генах катенина бета-1 (CTNNB1) [44].  

В отличие от этого, РЭ типа II не относится к эндо-
метриоидным опухолям, содержит низкодифференциро-
ванные клетки, для многих из которых характерна ане-
уплоидия, отсутствуют генетические изменения в белке 
p53, а ER и PR не экспрессируются. При этом течение 
болезни имеет неблагоприятный прогноз [43]. Однако, 
некоторые авторы указывают, что тип II проявляет хро-
мосомную нестабильность [45].

Внедрение в практику ИЦХИ и недавнее открытие 
новых генов и их функций при раке привели к откры-
тию клеточных белков или нуклеиновых кислот, кото-
рые экспрессируются исключительно в опухолях.  Эти 
биомаркеры обладают потенциалом повышения диагно-
стической согласованности и воспроизводимости рако-
вых заболеваний [46]. К биомаркерам помимо описан-
ных относят L1-молекулу клеточной адгезии (L1CAM), 
MutL гомолог 1 (MLH1), белок-продукт PMS2-гена, 
участвующий в  восстановлении несоответствия ДНК, 
β-катенин и Е-кадгерин [47].

Согласно данным литературы, совпадение результа-
тов ИГХИ и ИЦХИ при опухолевых процессах состав-
ляет для ER 98%, для PR – 97% [48]. 

Мутации генов PTEN, β-Катенин и p53 – наиболее 
частые молекулярные дефекты при раке эндометрия I и 
II типа [49, 50, 51]. Потеря PTEN и положительное ядер-
ное окрашивание β-Катенин часто наблюдались при ати-
пической гиперплазии эндометрия, но не в нормальном 
пролиферативном эндометрии. Комбинация PTEN – и 
β-Катенин + в результате могут стать надежными мар-
керами в диагностике атипической гиперплазии эндоме-
трия [52]. 

Несмотря на большое количество работ, как отече-
ственных, так и зарубежных авторов, посвященных изу-
чению молекулярно-биологических аспектов РЭ, в насто-
ящее время к широкому клиническому использованию 
при раке тела матки не рекомендован ни один из опухо-
левых маркеров, поскольку недостаточно информации 
для их внедрения в клиническую практику. Детальное 
изучение данной проблемы позволит оптимизировать не 
только диагностику, но и лечение рака эндометрия, а ис-
следование генетических особенностей двух вариантов 
РЭ, будет способствовать персонализации подходов в его 
терапии [53], в связи с чем исследовательские усилия со-
средоточены на открытии новых неинвазивных методов 
диагностики и понимания молекулярной архитектуры 
опухоли в режиме реального времени [54].

Проблема ранней диагностики и лечения новообра-
зований органов репродуктивной системы крайне акту-
альна, и рассматривая вопросы РЭ нельзя обойти сторо-
ной взаимосвязь рака эндометрия, яичника и маточной 
трубы, тем более что проблема рака яичника является 
одной из самых трудных в гинекологии [55].  Детальное 
исследование содержимого полости матки также необ-
ходимо в связи с возможностью попадания в нее опухо-
левых клеток рака яичника и маточной трубы.  Актуаль-
ность исследований этих нозологических форм возрас-
тает в связи с широкой распространенностью опухолей 
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и опухолевидных образований яичников и стойкой тен-
денцией к росту заболеваемости злокачественными 
опухолями органов репродуктивной системы, хотя за 
последние за последние 20 лет пятилетняя выживае-
мость и увеличилась на 13% [56]. Во многих странах, 
включая и Россию, рак яичника занимает 8-е ранговое 
место среди злокачественных новообразований у жен-
щин всех возрастных групп и на его долю среди всех 
злокачественных новообразований женского населения 
приходится до 4,3% [3, 57].

Столь неутешительные показатели  связаны и  со   
скудной клинической симптоматикой на ранних стади-
ях заболевания, отсутствием оптимальных алгоритмов 
скрининга и  ранней диагностики  многочисленностью 
форм опухолей яичников. Также спорным остается во-
прос теории возникновения рака яичника, так как извест-
но, что мезотелий органов  репродуктивной системы жен-
щины не имеет  эмбриологической связи с малигнизиро-
ванным эпителием при раке яичника, и феномен   одного 
из звеньев патогенеза этого заболевания – регургитация 
клеток через маточные трубы, наблюдаемая почти у 95% 
женщин во время менструации, в связи с чем возможен 
перенос содержимого матки и труб на серозную поверх-
ность матки, придатков матки и брюшины. В 2016 г. R.J. 
Kurman и соавт [58] была предложена теория овариаль-
ного канцерогенеза, согласно которой первоисточником 
рака яичников является эпителий фимбриального отдела 
маточной трубы или серозная трубная интраэпителиаль-
ная карцинома маточной трубы. 

Большое число исследований, посвященных канце-
рогенезу рака яичников, указывает на необходимость 
детального иммуноцитохимического и иммуногистохи-
мического исследования содержимого полости матки с 
учетом возможности попадания опухолевых клеток не 
только в брюшную полость, но в первую очередь в по-
лость матки. Это важно для верификации морфологиче-
ского диагноза и определения тактики ведения и лече-
ния пациенток.

Исследование аспиратов и смывов из полости матки 
с применением усовершенствованных молекулярных 
методов вместе с уже существующими, позволит созда-
вать группы риска по развитию опухолей матки, придат-
ков и брюшины, в комплексе скринингового алгоритма.

Заключение. Увеличение заболеваемости рака эн-
дометрия продолжается во всем мире, в связи с чем 
активно идет поиск надежных критериев выявления и 
уточняющей диагностики злокачественных опухолей 
полости матки и предшествующих поражений. В на-
стоящее время получены научные доказательства связи 
рака эндометрия, маточных труб и яичника. Кроме того, 
элементы рака труб и яичника могут попадать в полость 
матки и быть обнаружены при исследовании материала 
из эндометрия. В связи с этим требуется внедрение на-
дежных, безопасных методов выявления и уточняющей 
диагностики злокачественных новообразований эндо-
метрия и придатков матки с учетом связи рака эндоме-
трия, маточной трубы и яичника. Таким образом, крайне 
важно изучать и расширять возможности традиционной 
и жидкостной цитологии с использованием молекуляр-
ных методов в выявлении и уточняющей диагностике 
рака тела и придатков матки.
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Целью настоящей работы стало на небольшом количестве наблюдений показать эффективность цитологического ме-
тода, исключая все возможные ошибки преаналитического этапа. В работе представлены несколько простых и легко 
воспроизводимых алгоритмов цитологического исследования плевральных выпотов серозного характера с небольшим 
клеточным содержимым. На примере 20 наблюдений изучения клеточного состава серозных экссудатов показана пря-
мая зависимость результатов исследования от преаналитического этапа. Полное исследование выпотных жидкостей 
с соблюдением всех этапов преаналитики и применением современных методов цитологической диагностики позволяет 
свести на нет варианты ложноотрицательных заключений.
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The purpose of this work was to show the effectiveness of the cytological method on a small number of observations, excluding all 
possible errors of the preanalytical stage. The paper presents several simple and easily reproducible algorithms for the cytological 
study of serous pleural effusions with small cellular content. On the example of 20 observations of the study of the cellular 
composition of serous exudates, a direct dependence of the research results on the preanalytical stage is shown. A complete study 
of effusion fluids in compliance with all stages of preanalytics and the use of modern methods of cytological diagnostics makes it 
possible to nullify the options for false-negative.

K e y  w o r d s :  cytological diagnosis; sample preparation; serous effusions.
For correspondence: Slavnova E. N., Doctor of Medicine, Leading Researcher, Department of Oncocytology, P.A. Herzen Mos-
cow Oncological Institute; e-mail: mnioict@mail.ru
For citation: Smetanina S.V., Uskova E.Yu., Khusiyanova A.A., Danyaeva M.B, Korol’kova S.B., Slavnova E.N., Voronova 
N.N. Cellular composition research of serous pleural effusion fluids. Conceptual issues of preanalytics. Klinicheskaya Labora-
tornaya Diagnostika. 2021; 66 (2): 95-98 (in Russ.). DOI: http://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-2-95-98
Information about authors:
Smetanina S.V. ,https://orcid.org/0000-0002-7000-5910;
Uskova E.Yu., https://orcid.org/0000-0002-1694-2321;
Khusiyanova A.A., https://orcid.org/0000-0001-5212-9568;
Danyaeva M.B. ,https://orcid.org/0000-0002-9299-7754;
Korol’kova S.B.,https://orcid.org/0000-0002-0910-5760;
Slavnova E.N. ,https://orcid.org/0000-0003-2307-4355;
Voronova N.N. ,https://orcid.org/0000-0002-4481-9435.
Acknowledgment. The study had no sponsor support.
Conflict of interests. The authors declare absence of conflict of interests.

                                                                                   Received 12.08.2020
                                                                                  Accepted 12.10.2020

Для корреспонденции: Славнова Елена Николаевна, д-р мед. наук, вед.науч. сотр. отд-ния онкоцитологии МНИОИ им.П.А.Герцена, e-mail: 
mnioict@mail.ru

Введение. Синдром плеврального выпота в струк-
туре общей заболеваемости, по данным литературы, 
составляет 3,4-3,8%, это более 320 случаев на 100 тыс. 

населения [1, 2], что соответствует примерно 0,5 млн че-
ловек в год по РФ [3]. По данным многих авторов, в 85% 
наблюдений накопление жидкости в серозных полостях 
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отмечается при неопухолевой патологии, в остальных 
15% наблюдений причиной выпотов являются неопла-
стические процессы [1, 2, 4, 5].

По данным литературы, у 7-15% больных с плев-
ральными экссудатами диагноз злокачественной опухо-
ли впервые устанавливается на основании изучения его 
клеточного состава, при этом локализация первичной 
опухоли, как правило, неизвестна [6 – 8]. 

Основным методом диагностики плеврального вы-
пота являются лучевые методики [9,10].  Единственным 
методом морфологической диагностики выпотов был и 
остается цитологический [11 – 14]. Оценка чувствитель-
ности цитологического исследования плеврального вы-
пота, по данным литературы, колеблется от 40% до 96% 
[6, 11, 12, 15 – 18] и напрямую зависит от ряда причин, в 
том числе, от преаналитического этапа пробоподготовки. 

Анализируя данные литературы последних лет по раз-
делу преаналитического этапа обработки выпотных жид-
костей, необходимо отметить, что они, в основном, затра-
гивают вопросы современных методик нанесения материа-
ла (монослой с помощью цитоцентрифуги или технологии 
BD SurePath™ и т.п.) [18 – 20], клеточных блоков [12, 14, 
17, 21 – 23]. При наличии данных методик в лаборатории, 
чувствительность и специфичность цитологического мето-
да при исследовании выпотных жидкостей действительно 
высока, особенно в тех случаях, когда дополняется имму-
ноцитохимической диагностикой [12, 17, 23, 24].

Многие авторы оценивают все возможные методы 
обработки, стремясь найти лучшую методологию и ком-
бинацию. Основываясь на этих исследованиях, рекомен-
дуется использовать комбинацию методов традицион-
ной цитологии в сочетании с методом концентрации для 
достижения максимальной чувствительности [17,23,25]. 

 Протоколы обработки самой биологической жидко-
сти от получения материала до его нанесения на пред-
метное стекло отражены в руководствах первого деся-
тилетия ХХI века [26] и существенно не были изменены 
с 90-х годов. В интернет-поисковых системах, на сегод-
няшний день, есть рекомендации по:

• минимальному количеству необходимого материала 
для адекватности образца [12], что  противоречит данным 
работы В.Ю. Сельчука и соавт. [27], в которой отмечено, 
что повышение частоты обнаружения опухолевых клеток 
осуществляется посредством повторных плевральных 
пункций и не зависит от количества исследуемого объема;

• использованию консервантов типа CytoLyt™, 
CytoRich™ и т.д. [25].

Необходимо отметить, что выпотные жидкости имеют 
более высокую концентрацию тромбина и фибриногена, 
чем кровь. Следовательно, под воздействием тромбина 
в экссудатах фибриноген образует сгустки фибрина, ко-
торый имеет тенденцию захватывать диагностические/
опухолевые клетки. В руководствах по клинической ла-
бораторной диагностике есть рекомендации по добав-
лению гепарина или цитрата натрия в эвакуированную 
жидкость. Важно знать, что это не особенно препятствует 
свертыванию [28]. Врачи, занимающиеся цитологиче-
ской диагностикой, должны быть надлежащим образом 
ознакомлены с возможными причинами ложноотрица-
тельных результатов при выявлении онкопатологии при 
исследовании жидкостей в подобных ситуациях. 

Ни в одной работе мы не встретили рекомендации по 
обработке серозных экссудатов с образовавшимся фи-
бринозным сгустком. Исключение составляет информа-
ционно-методическое письмо для лаборантов и врачей 

клинической лабораторной диагностики, врачей-клини-
цистов «Выпотные жидкости: получение и обработка 
материала для цитологического исследования», опу-
бликованное в 2015 г. на сайте БУЗ ВО «Воронежская 
областная клиническая больница № 1» [29]. В данном 
письме  рекомендуется тщательно распотрошить и от-
жать образовавшийся сгусток, а выделившуюся жид-
кость отцентрифугировать и исследовать по общей схе-
ме, оставшиеся плотные нити и кусочки выбросить.

По опыту нашей работы повышение диагностиче-
ской значимости результатов цитологического исследо-
вания определяется четким соблюдением преаналитиче-
ского этапа, а именно:

1) доставка всей эвакуированной жидкости в лабо-
раторию; 

2) обработка всего доставленного материала в ла-
бораторию, в том числе, образовавшихся фибринозных 
сгустков.

В нашей практике количество плевральных выпотов 
за 2019 г. составило 289 случаев, из них 36,6% (n=106) 
серозного характера. Наибольшие проблемы были свя-
заны именно с обработкой серозных экссудатов больших 
объемов с низкой клеточностью, что составило 13,5% 
(n= 39), особенно, в случаях образования фибринозных 
сгустков – 3,8 % (n=11).

Цель исследования – на небольшом количестве на-
блюдений показать эффективность результатов исследо-
вания при минимизации ошибок на преаналитическом 
этапе, применяя все возможные методы пробоподготов-
ки, соблюдая основное правило обработки экссудатов: 
обработка всей эвакуированной жидкости.

Материал и методы. Проведено 20 исследований 
плевритов серозного характера пациентов в возрасте 36-
73 лет, 7 из которых в поликлинику ГБУЗ НО «НОКОД» 
обратились впервые, 13 в анамнезе имели карциному 
различной локализации.

Клеточный состав жидкости исследовали цитологи-
ческим методом, применяя технику:

1) монослойных препаратов на цитоцентрифуге 
Cellspin-II с режимом 2000 об/мин в течение 10 мин по 
стандартной методике; 

2) клеточного обогащения путем центрифугирования 
на лабораторной центрифуге Elmi СМ-6М по 5-8 про-
бирок V =10 мл, объединяя полученные осадки после 
удаления надосадочной жидкости;

3) клеточного блока на основе желатина;
4) иммуноцитохимии.
Получившиеся монослойные препараты, в том чис-

ле, после клеточного обогащения, окрашивали экспресс 
красителем LEUKODIF 200 производства Erba Lachema 
(Чехия), препараты клеточного блока окрашивали ге-
матоксилином и эозином. Иммуноцитохимическое ис-
следование проводили на иммуногистостейнере Roche 
Ventana, используя панель антител фирмы CellMarque с 
учетом клинических данных. Готовые препараты иссле-
довали на световом микроскопе при увеличениях х10, 
20 и масляной иммерсии 100.

Этапы диагностического поиска у пациентов с син-
дромом скопления жидкости в плевральной полости 
серозного характера. На первом этапе проводили цито-
логическое исследование жидкости на препаратах, при-
готовленных на цитоцентрифуге Cellspin-II с режимом 
2000 об/мин в течение 10 мин по стандартной методике. 
Получившиеся монослойные препараты окрашивали 
экспресс красителем.
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На втором этапе, в случае отрицательного результата 
на следующие сутки после отстаивания, проводили за-
бор материала пипеткой со дна емкости, в которой была 
доставлена жидкость. Весь забранный со дна материал 
центрифугировали, при необходимости применяли кле-
точное обогащение путем многократного центрифуги-
рования каждой порции, объединяя полученные осадки.

На третьем этапе, в случае отрицательного результа-
та и наличия фибринозного сгустка, проводили исследо-
вание сгустка после заключения его в клеточный блок.

Результаты. При цитологическом исследовании 
плевритов серозного характера после первого центри-
фугирования обнаружены комплексы карциномы толь-
ко у 55% пациентов (n=11). В 30% (n=6) наблюдений 
метастатический характер экссудата был подтвержден 
после клеточного обогащения. В 15% (n=3) наблюдений 
наличие опухолевых клеток было обнаружено только в 
фибринозном сгустке. 

У 13 пациентов, имеющих в анамнезе карциному раз-
личной локализации, наличие прогрессирования заболе-
вания подтверждалось клиническими данными. В случа-
ях первичных пациентов метастатический характер плев-
рита был подтвержден обнаружением первичного очага 
дополнительными инструментальными данными и гисто-
логическим заключением операционного материала.

Особого внимания заслуживает случай первичного 
обращения женщины в возрасте 70 лет с плевритом не-
ясной этиологии, у которой неоднократно проводилось 
исследование жидкости в медицинских организациях 

Нижегородской области. Эвакуированный плеврит в ус-
ловиях ГБУЗ НО «НОКОД» был полностью исследован, 
а именно фибринозный сгусток, где и удалось обнару-
жить комплексы карциномы (рис. 1). Учитывая клини-
ческие данные, ограниченное количество материала 
клеточного блока, было проведено иммуноцитохими-
ческое исследование (ИЦХ) с антителами PAX8, WT1, 
эстрогенов, Cdx2, CK20 (рис. 2, 3, 4, 5). По результатам 
исследования определен первичный очаг в яичнике. 

Обсуждение. Наличие в экссудате опухолевых клеток 
чаще всего свидетельствует о распространенном опухо-
левом процессе. В большинстве таких случаев концен-
трация клеток в жидкости бывает высокой. Однако ино-
гда в экссудатах серозного характера их может быть мало. 
Для получения достаточной их концентрации необходи-
мо исследовать весь объем полученной жидкости, произ-
водить ее отстаивание, центрифугирование придонного 
слоя жидкости с большим количеством пробирок, что 
позволяет увеличить количество уверенных цитологиче-
ских заключений о наличии злокачественного процесса, 
при этом своевременное назначение противоопухолевого 
лечения может быть эффективным, а в случае необходи-
мости проведения молекулярно-генетического исследо-
вания данного материала будет достаточно [14].

При клиническом проявлении первичного очага на-
личие в цитологических препаратах небольшого коли-
чества опухолевых клеток может быть достаточным для 
подтверждения метастазирования. Проведение ИЦХ 
исследований в случаях метастазирования опухолей не-
ясной первичной локализации, в том числе, синхронных 
или метахронных первично-множественных опухолей, 
требует достаточного количества клеток, что достигает-
ся клеточным обогащением и обработкой всех образо-
вавшихся фибринозных сгустков.

Исследования показали возможные причины ложно-
отрицательны результатов:

•	 при обработке в лаборатории только части до-
ставленной жидкости;

Рис.1. Емкость с плевральной жидкостью серозного характе-
ра с наличием фибринозного сгустка.

Рис.2. Срез клеточного блока, сформированного из фибри-
нозного сгустка. Окраска гематоксилином и эозином. Ув. х20.

Рис. 3. ИЦХ. Положительная реакция с антителами Pax8. Ув. 
х20.

Рис. 4. ИЦХ. Положительная реакция с антителами WT 1. Ув. 
х20.
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•	 при отсутствии возможности изучения клеточ-
ного состава фибринозного сгустка.

Заключение. На примере 20 наблюдений изуче-
ния клеточного состава серозных экссудатов показана 
прямая зависимость результатов исследования от пре-
аналитического этапа. Полное исследование выпотных 
жидкостей с соблюдением всех этапов преаналитики 
и применением современных методов цитологической 
диагностики позволяет свести на нет варианты ложно-
отрицательных заключний.
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Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
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На современном этапе развития общества, актуальными остаются вопросы сохранения и укрепления важнейшей про-
изводительной силы, определяющей экономическое развитие и национальную безопасность страны. Одной из базовых 
отраслей промышленности России, формирующей до 20% ВВП, является металлургия. Данное исследование посвящено 
оценке состояния слизистой оболочки полости рта у работников этой отрасли.
Цель работы – оценить образование микроядер в буккальных клетках в качестве раннего биомаркера нарушений здоро-
вья в результате профессионального воздействия факторов производства металлургического комбината. Проведены 
гигиенические и клинико-лабораторные исследования у работников металлургического комбината республики Башкор-
тостан. Выполнены цитологические исследования буккального эпителия. Статистическая обработка результатов про-
ведена при помощи прикладных программ IBM, SPSS, Statistics, Microsoft Excel. Общая оценка условий труда, согласно 
критериям Р.2.2.2006-05 для работников металлургического комбината, установлена 3.2-3.3. Анализ буккального эпи-
телия выявил встречаемость клеток с цитогенетическими нарушениями у рабочих основной группы. Клетки с ядрами 
атипичной формы идентифицированы у работников при длительности контакта с неблагоприятными факторами про-
изводства более десяти лет. Выявлены признаки деструкции ядра, характеризующие повышение апоптической актив-
ности у рабочих с продолжительным временем контакта. Исследования выявили, что при стаже работы более 10 лет 
происходит преобладание процессов пролиферации над процессами дифференцировки. Полученные результаты могут 
быть использованы в качестве диагностических методов, расширяющих перспективы выявления предпатологических и 
патологических состояний.
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At the present stage of development of society, the issues of preserving and strengthening the most important productive force that 
determine the economic development and national security of the country remain relevant. Metallurgy is one of the basic indus-
tries in Russia, which forms up to 20% of GDP. This study assesses the condition of the oral mucosa in workers in the industry. 
To evaluate the formation of micronuclei in buccal cells as an early biomarker of health disorders as a result of occupational 
exposure to production factors of a metallurgical plant. Hygienic and clinical laboratory tests were carried out for workers of the 
metallurgical plant of the Republic of Bashkortostan. Cytological studies of the buccal epithelium were performed. Statistical pro-
cessing of the results was carried out using the applied programs IBM, SPSS, Statistics, Microsoft Excel. The general assessment 
of working conditions in accordance with the criteria of R.2.2.2006-05 for workers of the metallurgical plant was established as 
3.2-3.3. Analysis of the buccal epithelium revealed the occurrence of cells with cytogenetic disorders in the workers of the main 
group. Cells with atypical nuclei were identified in workers with a duration of contact with unfavorable factors of production for 
more than ten years. Signs of nuclear destruction were revealed, characterizing an increase in apoptotic activity in workers with 
prolonged contact times. Studies have shown that with more than 10 years of work experience, proliferation processes prevail over 
differentiation processes.
The results obtained can be used as diagnostic methods that expand the prospects for identifying pre-pathological and pathologi-
cal conditions.
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Введение. На современном этапе развития общества, 
актуальными остаются вопросы сохранении и укрепле-
нии важнейшей производительной силы, определяющей 
экономическое развитие и национальную безопасность 
страны, а именно ее трудовых ресурсов. Одной из базо-
вых отраслей промышленности России, формирующей 
до 20% ВВП, является металлургия. Россия на мировом 
рынке входит в число ведущих экспортеров цветных и, 
особенно черных металлов [1].

Металлургическое производство относится к пред-
приятиям полного цикла, что предполагает использо-
вание огромного числа технологических процессов, 
различных температурных режимов, связующих и ка-
тализаторных материалов. Несмотря на проводимую 
модернизацию отрасли, существенному снижению 
доли операций, выполняемых вручную и преоблада-
нию непрерывных технологических процессов, усло-
вия труда ряда профессий не исключают воздействия 
комплекса вредных производственных факторов: на-
гревающий микроклимат, сложные аэрозоли металлов, 
а также огнеопасные и взрывоопасные, ядовитые ве-
щества, шум, вибрация, воздействие электромагнит-
ного излучения [2]. Несомненно, указанные факторы, 
воздействующие на работников в процессе трудовой 
деятельности, способны явиться причиной развития 
нарушений здоровья. Исследования отечественных ав-
торов подтвердили значительную роль вредных факто-
ров металлургического производства в формировании 
патологических состояний различных органов и си-
стем. [3, 4, 5].  

В литературе последних лет достаточно работ, по-
священных анализу различных маркеров ранней, до-
нозологической диагностике при воздействии факторов 
производства [6,7]. Одним из тестов, позволяющих оце-
нить заболевания и процессы, связанные с индукцией 
повреждения ДНК, в качестве эффективного биомар-
кера рассматривается микроядерный тест буккального 
эпителия [8]. 

Актуальность проведенного исследования опреде-
ляется выявлением предпатологических и патологиче-
ских состояний, позволяющих диагностировать степень 
тяжести, прогнозировать течение профессиональных и 
профессионально обусловленных заболеваний. Кроме 
того, минимальная инвазивность сбора клеток, низкая 
стоимость, простота хранения и подготовка препаратов 
делают микроядерный тест буккального эпителия иде-
альным выбором для молекулярно-эпидемиологических 
исследований при воздействии различных факторов 
производства [9 – 11]. 

Цель работы – оценить образование микроядер в 
буккальных клетках в качестве раннего биомаркера на-

рушений здоровья в результате профессионального воз-
действия факторов металлургического производства.

Материал и методы.  Для достижения поставлен-
ной цели и решения задач настоящей работы на одном 
из предприятий металлургического комбината прове-
дены цитологические исследования буккального эпите-
лия, взятых у работников, работающих в основных це-
хах, сгруппированных по технологическому принципу. 
В основную группу вошли работники, профессиональ-
ная деятельность которых не исключает воздействие на 
организм факторов производственной среды (n=114), во 
вторую группу вошли работники вспомогательных под-
разделений, не имеющие контакта с промышленными 
веществами (n=50). Основная группа была подразделена 
по признаку времени контакта с промышленными аэро-
золями на 2 подгруппы: с малым временем контакта (до 
10 лет) и с продолжительным временем контакта (бо-
лее 10 лет). Средний возраст обследованных составил 
48,35+8,74 лет, общий стаж – 18,54+9,72 лет. Все группы 
сопоставимы по полу и возрасту и числу курящих со-
трудников.

Отбор проб проведен в условиях углубленного об-
следования работников, госпитализированных в стаци-
онар клиники ФБУН «Уфимский НИИ медицины труда 
и экологии человека» для уточнения диагноза и решения 
экспертных вопросов профпригодности. Лабораторные 
исследования осуществлены с информированного со-
гласия обследуемых, в соответствии с этическими нор-
мами Хельсинской декларации 2000 года.

Материалом исследования служили образцы много-
слойного плоского неороговевающего эпителия сли-
зистой оболочки полости рта (буккального эпителия) 
работников. Перед взятием образцов обследуемые тща-
тельно ополаскивали рот стерильным физиологическим 
раствором. Эпителиальные клетки соскабливали со сли-
зистой щеки стерильным шпателем и наносили на пред-
метное стекло. Образцы высушивали, окрашивали по 
методу Паппенгейма-Крюкова. Препараты анализирова-
ли под микроскопом Микмед-5 (Россия) при увеличении 
10х40; 10х100. Микроядра идентифицировали согласно 
стандарту, описанному в работе Tolbert P.E. [12]. Так же, 
учитывались двуядерные клетки, кариопикноз, карио-
рексис, кариолизис.

Анализ частоты встречаемости клеточных аномалий 
проводили на отдельно лежащих неповрежденных и рас-
правленных клетках с подсчетом не менее 1000 клеток в 
каждом препарате, определяли отношение количества 
клеток с микроядрами и другими признаками ядерной 
дегенерации к общему числу ядросодержащих клеток 
(‰). Из анализа исключали клетки, на поверхности ко-
торых имеются многочисленные микроорганизмы.
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Для оценки гигиенических параметров условий тру-
да проведен анализ санитарно-гигиенических характе-
ристик, предоставленных предприятием при установ-
лении связи заболевания с профессией. Всего проана-
лизировано 18 характеристик, из них по  профессиям: 
калильщик – 4 человека (22%); прессовщик лома и отхо-
дов металла – 3 человека (16,6%); машинист по навивке 
канатов – 3 человека (16,6%);  автоматчик холодно-вы-
садочных автоматов – 3 человека (16,6%); огнеупорщик, 
занятый на футеровке термических печей – 5 человек 
(27,7%).

Статистическая обработка результатов проведена 
при помощи прикладных программ IBM SPSS Statistics, 
Microsoft Excel. Проверку на нормальность распределе-
ния количественных показателей в группах проводили 
по критериям Колмогорова-Смирнова. Для описания 
количественных данных использовались следующие 
расчетные показатели: определение средних величин 
(M), стандартного отклонения (δ), стандартной ошиб-
ки средней (m). Для сравнения двух групп по выражен-
ности количественных признаков применяли критерии 
Стьюдента. В процессе анализа вывод о статистической 
значимости принимался при p<0,05.

Результаты. Производства металлургического 
предприятия имеют в своем составе доменные, марте-
новские и прокатные цеха. В процессе работы в этих це-
хах происходят существенные изменения внешней сре-
ды: резкое повышение температуры воздуха в теплый 

период года и снижение ее в холодный, мощное излуче-
ние от нагретого и расплавленного металла, выделение 
на некоторых участках значительных количеств окиси 
углерода, запыленность воздуха на подготовительных 
процессах и пр.

Общая гигиеническая оценка условий труда, работ-
ников металлургического комбината согласно критери-
ям Р.2.2.2006-05 соответствует вредному 3 классу 2-3 
степени (3.2-3.3) [13] (см. таблицу).

Встречаемость клеток с цитогенетическими наруше-
ниями у рабочих, контактирующих с вредным производ-
ственным фактором, выше, чем в контрольной группе, 
не имеющих контакта с вредным производственным 
фактором (рис. 1).

Микроядра являются обособленной частью генети-
ческого материала за пределами основного ядра, кото-
рая  представлена либо фрагментом хромосомы, обра-
зовавшимся в результате повреждения ДНК, либо одной 
или несколькими целыми хромосомами, отставшими в 
анафазе и не вошедшими в основное ядро. Повышение 
частоты клеток с микроядрами в ротовой полости иссле-
дователи относят к наиболее ранним проявлениям нару-
шения цитогенетического гомеостаза и снижения адап-
тационного резерва организма [14]. Клетки с ядрами 
атипичной формы идентифицированы у работников при 
длительности контакта с неблагоприятными факторами 
производства более десяти лет и могут быть обусловле-
ны неправильным расположением хроматина в ядре, а 

Классификация условий труда работников металлургического комбината по степени вредности и опасности

Профессия

Вредные факторы, класс условий труда

Шум 
Пыль раститель-
ного и животного 
происхождения 

Химические 
вещества (най-

ти в СГХ)

Тяжесть 
труда

Микроклимат 
производствен-
ных помещений

Общая оценка 
условий труда 

Калильщик 3.1 3.1 3.1 3.2 3.1 3.3
Прессовщик лома и отходов металла 3.1 3.2 3.2 3.2 3.1      3.3
Машинист по навивке канатов 3.1 3.1 3.1 3.1-3.2 3.1 3.2
Автоматчик холодно-высадочных 
автоматов 3.1 3.2 3.2 3.2 3.2 3.3

Огнеупорщик, занятый на футеровке 
термических печей 3.1 3.2 3.1 3.1-3.2 3.1 3.2 -3.3

Рис. 1. Встречаемость клеток с цитогенетическими нарушениями.
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также смещением положения интерфазных хромосом в 
результате хромосомных аберраций в митозе или нару-
шения веретена деления и анеуплоидии [15]. 

Схожая картина наблюдается и для показателей на-
рушения пролиферации: частоты встречаемости двуя-
дерных клеток и клеток с круговой насечкой (рис. 2). 

Обсуждение. Сравнительный анализ показателей 
пролиферации клеток буккальных эпителиоцитов выя-
вил, что частота многоядерных клеток у рабочих со ста-
жем до 10 лет в несколько раз меньше относительно дан-
ного показателя у рабочих со стажем более 10 лет. Также 
обращает на себя внимание признаки деструкции ядра, 
характеризующие повышение апоптической активности 
у рабочих с продолжительным временем контакта.  

Высокий пролиферативный потенциал и апоптиче-
ская активность клеток являются предпосылками на-
личия скрытых механизмов нарушения регенерации, 
компенсаторного характера (рис. 3). Нарушение баланса 

между клеточной пролиферацией и апоптозом влияет на 
эффективность регенераторных процессов при повреж-
дении и приспособлении к патологическим условиям 
организма. 

Анализ кариологических показателей позволил под-
твердить цитотоксическое действие промышленных 
аэрозолей. Исследования выявили, что при стаже ра-
боты более 10 лет происходит преобладание процессов 
пролиферации над процессами дифференцировки. При 
профессиональном стаже свыше 20 лет в организме, ра-
ботающих имеют место адаптивные процессы.

Таким образом, показана связь между частотой встре-
чаемости цитогенетических показателей и показателей 
деструкции ядра с длительностью контакта с вредным 
производственным фактором. Полученные результаты 
могут быть использованы в качестве диагностических 
методов, расширяющих перспективы выявления пред-
патологических и патологических состояний; для раз-

Рис. 2. Суммарный показатель пролиферации у работников металлургического производства.

Рис. 3. Апоптическая активность клеток буккального эпителия у работников металлургического производства.
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работки алгоритма скрининговых обследований работ-
ников, а также в качестве ранних индикаторов наруше-
ний здоровья в условиях воздействия вредных факторов 
производственной среды. 

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

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

Л И Т Е Р А Т У Р А (пп. 8-12, 15  см.  R E F E R E N C E S )
1.	 Аналитический бюллетень /Металлургия: Тенденции и прогнозы. 

Доступно на сайте http://vid1.rian.ru/ig/ratings/metallurgy_demo.pdf].
2.	 Симонова Н.И., Кондрова Н.С. Качество и эффективность меди-

цинской помощи, оказываемой работникам, занятым в условиях 
труда, не отвечающих санитарно-гигиеническим требованиям. 
Медицина труда и промышленная экология. 2010; 6: 1-7.

3.	 Электронный ресурс. Доступно на сайте http://www.mechel.ru/
sector/steel/bmk/

4.	 Зайцева Н.В., Шур П.З., Клименко А.Р., Устинова О.Ю., Лебеде-
ва-Несевря H.A., Костарев В.Г. Гигиеническая оценка факторов 
риска на производствах порошковой металлургии. Медицина 
труда и промышленная экология. 2011; 11: 16-9.

5.	 Базарова Е.Л., Федорук А.А., Рослая Н.А., Ошеров И.С., Бабен-
ко А.Г. Опыт оценки профессионального риска, связанного с 
воздействием промышленных аэрозолей, в условиях модерни-
зации металлургического предприятия. Здоровье населения и 
среда обитания. 2019; 310 (1):38-45.

6.	 Садртдинова Г.Р., Масягутова Л.М., Власова Н.В., Чудновец 
Г.М., Хайруллин Р.У. Гематологические исследования при диа-
гностике ранних нарушений здоровья у работников при наличии 
хрома в воздухе рабочей зоны. Санитарный врач. 2019; 11: 40-4.

7.	 Масягутова Л.М., Бакиров А.Б., Симонова Н.И., Гизатуллина Л.Г. 
Лабораторное обоснование этапности и объема профилактиче-
ских мероприятий при работе в условиях микробного загрязне-
ния воздуха рабочей зоны. Клиническая лабораторная диагно-
стика. 2018; 63 (9): 584-7.

13.	 Руководство Р 2.2.2006-05 «Руководство по гигиенической оцен-
ке факторов рабочей среды и трудового процесса. Критерии и 
классификация условий труда» М.: Федеральный центр гигиены 
и эпидемиологии Роспотребнадзора; 2005.

14.	 Дерюгина А.В., Иващенко М.Н., Игнатьев П.С., Самоделкин 
А.Г., Белов А.А., Гущин В.А. Оценка генотоксических эффек-
тов буккального эпителия при нарушении адаптационного ста-
туса организма. Клиническая лабораторная диагностика. 2018; 
63(5): 290-2. doi: 10.18821/0869-2084-2018-63-5-290-292.

R E F E R E N C E S
1.	 Analytical Bulletin / Metallurgy: Trends and Forecasts. Available at 

http://vid1.rian.ru/ig/ratings/metallurgy_demo.pdf]. (in Russian)
2.	 Simonova N.I., Kondrova N.S. The quality and efficiency of medical 

care provided to workers employed in working conditions that do 
not meet sanitary and hygienic requirements. Meditsina truda I 
promyshlennaya ekologiya. 2010; 6: 1-7. (in Russian)

3.	 Electronic resource. Available at http://www.mechel.ru/sector/steel/
bmk/ (in Russian)

4.	 Zaitseva N.V., Shur P.Z., Klimenko A.R., Ustinova O.Yu., Lebedeva-
Nesevrya N.A., Kostarev V.G. Hygienic assessment of risk 
factors in the production of powder metallurgy. Meditsina truda I 
promyshlennaya ekologiya. 2011; 11: 16-9. (in Russian)

5.	 Bazarova E.L., Fedoruk A.A., Roslaya N.A., Osherov I.S., Babenko 
A.G. Experience in assessing professional risk associated with 
exposure to industrial aerosols in the context of modernization of 
a metallurgical enterprise. Zdorov,e naseleniya I sreda obitaniya. 
2019;1 (310): 38-45.  (in Russian)

6.	 Sadrtdinova G.R., Masyagutova L.M., Vlasova N.V., Chudnovets 
G.M., Khairullin R.U. Hematological examinations in the diagnosis of 
early health disorders in workers in the presence of chromium in the air 
of the working area. Sanitarnyi vrach. 2019; 11: 40-4. (in Russian)

7.	 Masyagutova L.M., Bakirov A.B., Simonova N.I., Gizatullina L.G. 
Laboratory substantiation of the stages and scope of preventive 
measures when working in conditions of microbial air pollution in 
the working area. Klinicheskaya laboratornaya  diagnostika. 2018; 
63(9): 584-7. (in Russian)

8.	 Hopf N.B., Bolognesi C, Danuser B, Wild P. Biological monitoring 
of workers exposed to carcinogens using the buccal micronucleus 
approach: A systematic review and meta-analysis. Mutat. Res. 2019 
Jul-Sep; 781:11-29. doi: 10.1016/j.mrrev.2019: 02.006.

9.	 Fenech M., Holland N., Zeiger E., Chang W.P., Burgaz S. et al. The 
HUMN and HUMNxL international collaboration projects on human mi-
cronucleus assays in lymphocytes and buccal cells – past, present and fu-
ture. Mutagenesis. 2011 Jan; 26(1):239-45. doi: 10.1093/mutage/geq051.

10.	 Dhillon V.S., Aslam M., Husain S.A. The contribution of genetic and 
epigenetic changes in granulosa cell tumors of ovarian origin. Clin.. 
Cancer Res. 2004 Aug 15; 10(16): 5537-45.

11.	 Krishna  L., Sampson U., Annamala P.T., Unni K.M., Binukumar B., 
George A., Sreedharan R. Genomic Instability in Exfoliated Buccal 
Cells among Cement Warehouse Workers. Int. J. Occup. Environ. 
Med. 2020 Jan; 11(1): 33-40. doi: 10.15171/ijoem.2020. 1744.

12.	 Tolbert P.E., Shy C.M., Allen J.W. Micronuclei and other nuclear 
anomalies in buccal smears: methods development. Mutat. Res. 1992 
Feb; 271(1): 69-77.

13.	 Manual P2.2.2006-05 “Guidelines for the hygienic assessment of 
factors working environment and labor process. Criteria and classi-
fication of working conditions” Moscow: Federal Center of Hygiene 
and Epidemiology; 2005. (in Russian)

14.	 Deryugina A.V., Ivashchenko M.N., Ignatiev P.S., Samodelkin A.G., 
Belov A.A., Gushchin V.A. The evaluation of genotoxic effects in 
buccal epithelium under disorders of adaption status of organism. 
Klinicheskaya laboratornaya diagnostika. 2018; 63(5): 290-2. doi: 
10.18821/0869-2084-2018-63-5-290-292. (in Russian)

15.	 Aguiar Torres L., Dos Santos Rodrigues A., Linhares D., Camarin-
ho R., Nunes Páscoa Soares Rego Z.M., Ventura Garcia P. Buccal 
epithelial cell micronuclei: Sensitive, non-invasive biomarkers of 
occupational exposure to low doses of ionizing radiation. Mutat. 
Res. Genet.Toxicol. Environ Mutagen. 2019. Feb; 838:54-8. doi: 
10.1016/j.mrgentox.

                                                                                                                       Поступила 28.10.20
                                                                                                          Принята к печати 02.11.20



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2021; 66(2)
DOI: http://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-2-104-109

ГЕМАТОЛОГИЯ

104

ГЕМАТОЛОГИЯ

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2021

Тепленький М.П., Матвеева Е.Л., Спиркина Е.С., Гасанова А.Г.

ВЗАИМОСВЯЗЬ ПОКАЗАТЕЛЕЙ ПЕРОКСИДАЦИИ И ГЕМОГРАММЫ У ДЕТЕЙ  
С ПАТОЛОГИЕЙ ТАЗОБЕДРЕННОГО СУСТАВА

ФБГУ «Национальный медицинский исследовательский центр «Травматологии и ортопедии» имени академика  
Г.А. Илизарова Минздрава РФ, 640014,  г. Курган, Россия

Рост числа пациентов с патологиями тазобедренного сустава среди детей разного возраста делают диагностику и 
лечение этих заболеваний одной из самых фактически существующих проблем в современной ортопедии. Цель работы –  
определение особенностей системы перекисного окисления липидов – антиоксидантной защиты и показателей гемо-
граммы у детей с разными формами патологии тазобедренного сустава. Проанализированы результаты предопераци-
онного обследования 47 пациентов в возрасте 6-15 лет (средний возраст 10,3 лет), находившихся на лечении в клинике 
«ФГБУ НМИЦ «ТО» имени академика Г.А. Илизарова» Минздрава РФ. Мальчиков было 25, девочек – 20. С учетом нозо-
логии больные были распределены на пять групп. Диагноз установлен на основании клинико-рентгенологического обсле-
дования. I группу составили 8 пациентов мужского пола с болезнью Пертеса II стадии (средний возраст 8,75+1,63). Во 
II группу отнесены 16 пациентов (8 мальчиков, 7 девочек) с болезнью Пертеса III стадии. (средний возраст 11,80+0,89). 
В III группу включены 12 пациентов (6 мальчиков, 6 девочек) с асептическим некрозом головки бедренной кости (средний 
возраст 14,7+2,35). IV группу составили 4 пациента (1 мальчик, 3 девочки) с эпифизарной дисплазией. (средний возраст 
10,25+1,36). В V группу отнесены 7 пациентов с дисплазией тазобедренного сустава, осложненной асептическим некро-
зом головки бедренной кости (средний возраст 8,33+2,11). За норму взяты данные, которые были получены после обсле-
дования 10 здоровых подростков мужского пола (возраст 13-14) и 5 подростков женского пола (возраст 8-14 лет). Изме-
нения в показателях перекисного окисления липидов и активности антиоксидантов имеют однонаправленный характер 
при разных формах патологии тазобедренных суставов у детей, а содержание продуктов пероксидации достоверно кор-
релирует с показателями гемограммы при остеохондропатии II стадии и при осложненной дисплазии тазобедренного 
сустава. В комплексе диагностических мероприятий у детей с дистрофическими поражениями тазобедренного сустава 
для уточнения характера и стадии патологического процесса в качестве дополнительных критериев можно применять 
показатели гемограммы и системы перекисного окисления липидов – антиоксидантной защиты. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  гемограмма; перекисное окисление липидов; остеохондропатия; асептический некроз головки 
бедренной кости.
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Teplen’kiy M.P., Matveeva E.L., Spirkina E.S., Gasanova A.G.
RELATIONSHIP OF PEROXIDATION INDICATORS AND HEMOGRAMS IN CHILDREN WITH HIP JOINT 
PATHOLOGY
Federal Budgetary State Institution «National Medical Research Center» Traumatology and Orthopedics «named after 
academician G.A. Ilizarov of the Ministry of Health of Russia», 640014, Kurgan, Russia  
The increase in the number of patients with hip pathologies among children of different ages makes the diagnosis and treatment 
of these diseases one of the most actually existing problems in modern orthopedics. The aim of the work was to determine the 
features of the lipid peroxidation system – antioxidant protection and hemogram indices in children with various forms of hip joint 
pathology. The results of a preoperative examination of 47 patients aged 6-15 years (average age 10.3 years) who were treated 
at the clinic “FSBI NICC“ TO ”named after academician G. A. Ilizarova, Ministry of Health of the Russian Federation. There 
were 25 boys and 20 girls. Given nosology, patients were divided into five groups. The diagnosis was established on the basis of a 
clinical and radiological examination. Group I consisted of 8 male patients with stage II Perthes disease (mean age 8.75 + 1.63). 
Group II includes 16 patients (8 boys, 7 girls) with stage III Perthes disease. (average age 11.80 + 0.89). Group III included 12 
patients (6 boys, 6 girls) with aseptic necrosis of the femoral head (average age 14.7 + 2.35). Group IV consisted of 4 patients (1 
boy, 3 girls) with epiphyseal dysplasia. (average age 10.25 + 1.36). Group V includes 7 patients with hip dysplasia complicated by 
aseptic necrosis of the femoral head (mean age 8.33 + 2.11). The norm is the data that was obtained after examining 10 healthy 
male adolescents (age 13-14) and 5 female adolescents (age 8-14 years). Changes in lipid peroxidation rates and antioxidant 
activity are unidirectional in different forms of pathology of the hip joints in children, and the content of peroxidation products 
reliably correlates with hemogram values in stage II osteochondropathy and complicated hip dysplasia. In the complex of 
diagnostic measures for children with dystrophic lesions of the hip joint, to clarify the nature and stage of the pathological process, 
as additional criteria, hemogram indicators and lipid peroxidation systems – antioxidant protection can be used.

K e y  w o r d s :  hemogram; lipid peroxidation; osteochondropathy; aseptic necrosis of the femoral head.
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Введение. Рост числа пациентов с патологиями тазо-
бедренного сустава среди детей разного возраста делают 
диагностику и лечение этих заболеваний одной из самых 
актуальных проблем в современной ортопедии [1, 2]. В 
настоящее время диагностика с использованием совре-
менных методов исследования этой патологии позволя-
ет определить заболевание и детализировать функцио-
нальные нарушения, когда они еще не проявляются кли-
нически [3, 4]. Несмотря на предложенное множество 
оперативных и консервативных способов результаты 
лечения и эффективность диагностики не всегда удов-
летворительны и требуют анализа патогенетических 
основ развития данной группы заболеваний у детей. В 
литературных источниках есть информации об измене-
нии иммунологических и биохимических показателей 
периферической крови у детей с суставной патологией 
[5]. Кроме того, в литературе активно обсуждается роль 
механизмов пероксидации и антиоксидантной защиты 
в патогенезе детской суставной патологии. Поскольку 
клетки крови эмбриогенетически имеют мезенхималь-
ное происхождение и являются разновидностью соеди-
нительной ткани [6], а продукты пероксидации являют-
ся ключевыми в механизмах развития деструктивных 
процессов в клеточных мембранах, некоторые авторы 
проводят взаимосвязь между степенью выраженности 
клинических проявлений соединительнотканной недо-
статочности у детей с нарушениями структурно-метабо-
лического статуса клеток периферической крови, систе-
мой перекисного окисления липидов и антиоксидантной 
защиты [7, 8]. В связи с недостаточностью такого рода 
сведений нами была поставлена цель исследования – 
определение особенностей системы перекисного окис-
ления липидов – антиоксидантной защиты и показате-
лей гемограммы у детей с разными формами патологии 
тазобедренного сустава.

Материал и методы. Проанализированы резуль-
таты предоперационного обследования 47 пациентов в 
возрасте 6-15 лет (средний возраст 10,3 лет), находив-
шихся на лечении в клинике «ФГБУ НМИЦ «ТО» имени 
академика Г.А. Илизарова» Минздрава РФ. Мальчиков 
было 25, девочек – 20. С учетом нозологии больные бы-
ли распределены на пять групп. Диагноз установлен на 
основании клинико-рентгенологического обследования. 
I группу составили 8 пациентов мужского пола с бо-
лезнью Пертеса II стадии (средний возраст 8,75+1,63). 
Во II группу отнесены 16 пациентов (8 мальчиков, 7 
девочек) с болезнью Пертеса III стадии. (средний воз-
раст 11,80+0,89). В III группу включены 12 пациентов 

(6 мальчиков, 6 девочек) с асептическим некрозом го-
ловки бедренной кости (средний возраст 14,7+2,35). IV 
группу составили 4 пациента (1 мальчик, 3 девочки) с 
эпифизарной дисплазией. (средний возраст 10,25+1,36). 
В V группу отнесены 7 пациентов с дисплазией тазобе-
дренного сустава, осложненной асептическим некрозом 
головки бедренной кости (средний возраст 8,33+2,11).

За норму взяты данные,  полученные  после обследо-
вания 10 здоровых подростков мужского пола (возраст 
13-14) и 5 подростков женского пола (возраст 8-14 лет) 
[9]. При окислительном стрессе первичным механизмом 
повреждения клеток являются первичные продукты пе-
роксидации – диеновые конъюгаты (ДК). Данный метод 
определения продуктов липопероксидации основан на 
поглощении монохроматического потока, в виде спек-
трально-избирательной световой энергии, которая про-
ходит через исследуемый раствор. Вторичные продукты 
липопероксидации – малоновый диальдегид (МДА) слу-
жат маркерами перекисного окисления жиров и окси-
дативного стресса. Результаты определения продуктов 
перекисного окисления липидов и окислительной мо-
дификации белков представлены в виде расчетного ко-
эффициента суммы и отношений. Основной функцией 
фермента каталазы является катализирование реакции 
разложения перекиси водорода до безвредных для орга-
низма веществ. Определение активности ключевых фер-
ментов антипероксидной и антирадикальной защиты су-
пероксиддисмутазы (СОД) проводилось на способности 
фермента, тормозить автоокисление адреналина.

При обработке полученных данных в исследуемых 
группах была проведена проверка на нормальность рас-
пределения выборки, рассчитано значение средней и 
стандартное отклонение. Статистическую значимость в 
группах сравнения оценивали, используя непараметри-
ческий критерий Вилкоксона. Статистическую взаимос-
вязь двух или более случайных величин между выбор-
ками оценивали по критерию Спирмена (rS). Достовер-
ными считали отличия при уровне значимости р < 0,05.

Результаты. При оценке активности процессов 
перекисного окисления липидов определяли не только 
концентрации первичных и вторичных продуктов пе-
роксидации, но и находили их суммарное значение (рис. 
1). Cнижение количества первичных (диеновые конъ-
югаты) и вторичных (малоновый альдегид) продуктов 
пероксидации различной степени выявлено у пациентов 
всех групп. Во II, III, IV, V группе отклонение от нормы 
было статистически достоверным. У пациентов с II ста-
дией болезни Пертеса эти изменения не имели статисти-
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чески значимых отличий. Для III стадии остеохондропа-
тии тазобедренного сустава было характерно повыше-
ние активности супероксиддисмутазы. Для пациентов 
с эпифизарной дисплазией и осложненной дисплазией 
тазобедренного сустава было характерно значительное 
снижение уровня первичных продуктов липоперокси-
дации (ДК) и ПОЛ (ДК+МДА). При эпифизарной дис-
плазии указанные изменения сопровождались повыше-
нием активности СОД. При осложненной дисплазии та-
зобедренного сустава отмечено достоверное снижение 
активности каталазы. Изучение активности ферментов 
антиоксидантной системы показало мобилизацию анти-
оксидантной защиты на стадии разбалансировки. При 
значительном (в 1,5 раза) и статистически значимом по-
вышении активности СОД во II, III, IV группе, значения 
активности каталазы были снижены (статистически зна-
чимо у пациентов V группы до 32% от нормы). Возмож-
но, снижение активности каталазы вызвано тем, что в 
условиях повышенного образования свободных радика-
лов происходило расходование данного фермента, либо 
ингибированием каталитической активности продукта-
ми реакции. Эти данные являются признаками развития 
окислительного стресса, наиболее выраженного в IV и 
V группе.

На рис. 2 представлены результаты исследования ге-
мограммы во всех пяти группах пациентов до проведе-
ния оперативного лечения.

Согласно полученным нами данным, у детей с дис-
плазией тазобедренного сустава, осложненной асеп-
тическим некрозом (АНГБК) V группа количество 
лейкоцитов достоверно выше нормальных значений. 
Известно, что лейкоцитоз на фоне асептического не-
кроза отмечается при дистрофических поражениях 
внутренних органов. Однако, как в анализируемой 
группе у больных с АНГБК этот показатель достовер-

но не отличался от нормы. Кроме того, у пациентов с 
осложненной дисплазией тазобедренного сустава от-
мечено статистически достоверное повышение уров-
ня тромбоцитов. Предположительно, изменения в зна-
чениях показателя тромбоцитов в V группе пациентов 
является следствием состояния затруднения венозно-
го оттока, что является одним из этиопатогенетиче-
ских моментов асептического некроза. Следует отме-
тить, что особенности гемограммы отмечены только 
тогда, когда дистрофический процесс сочетается с 
дисплазией тазобедренного сустава. Показатели пе-
риферической крови в группе детей с асептическим 
некрозом (III группа), практически не имели отличий 
от соответствующих в группе контроля. Анализ гема-
тологических показателей в группе детей с эпифизар-
ной дисплазией IV группа выявил ряд особенностей. 
Так, уровень гематокрита и гемоглобина практически 
значимо отличались от соответствующих величин у 
детей контрольной группы. Зарегистрировано досто-
верное отличие (р˂0,05) снижение уровня гемогло-
бина до 110,5+13,44 г/л при 145,33+2,68 г/л у детей 
контрольной группы и гематокрита до 31,82+3,72 % 
при 40,79±0,76 % в контроле. 

Статистически значимые отличия в системе крас-
ной крови отмечены у детей с остеохондропатией II и 
III стадией. При ОХП II стадии (I группа) отмечено ста-
тистически значимое снижение содержания гемоглоби-
на, гематокрита и эритроцитов. У детей с III стадией (II 
группа) – понижение показателей гематокрита, тромбо-
цитов, эритроцитов и гемоглобина. 

Для оценки степени взаимосвязи пероксидации и 
показателей гемограммы нами рассчитаны соответ-
ствующие коэффициенты корреляции (табл. 1, 2). До-
стоверной корреляционной связи во 2-й и 4-й группах 
не обнаружено.

Рис. 1. Биохимические показатели крови (дооперационные значения).
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Рис. 2. Гематологические показатели крови.
а – 1 группа – остеохондропатия II стадия; б –  2 группа – остеохондро-
патия III стадия; в –  3 группа – асептический некроз; г –  4 группа –  
эпифизарная дисплазия; д – 5 группа – осложненная дисплазия тазо-
бедренного сустава.  * – статистически значимые отличия от нормы.

Обнаружено, что у детей с болезнью Пертеса суще-
ствует достоверная обратная связь между содержанием 
первичных продуктов пероксидации ДК и количеством 
лейкоцитов, а также между ДК и содержанием гемогло-
бина в сыворотке крови. Эти данные указывают на то, 
что снижение концентрации ДК связано с повышением 
количества лейкоцитов и гемоглобина. У детей с ослож-

ненной дисплазией тазобедренного сустава активность 
антиоксидантных ферментов ассоциирована с возраста-
нием уровня лейкоцитов и тромбоцитов.

Однако, поскольку для стадий остеохондропатией 
были выявлены признаки анемии, клиническая ценность 
данного теста (ДК) нами оценивается как информативная 
только для влияния на красный росток кроветворения. 
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Выявленные изменения в показателях пероксидации 
и антиоксидантов и их связь с показателями клеточного 
состава крови пациентов обосновывают необходимость 
восстановления баланса системы ПОЛ-АОС в крови 
как одного из патофизиологических факторов тяжести 
поражений тазобедренных суставов. Очевидно, что не-
зависимо от тяжести оперативного вмешательства у па-
циентов с болезнью Пертеса и осложненной дисплазией 
тазобедренного сустава в послеоперационном периоде 
важное значение имеют мероприятия, направленные на 
активацию антиоксидантной системы и контроль за кле-
точным составом крови.

Согласно полученным результатам, при разных фор-
мах дистрофических поражений тазобедренного сустава 
у детей изменения в показателях перекисного окисления 
липидов и активности антиоксидантов имеют однона-
правленный, но не однородный  характер. Это дает воз-
можность применять их при проведении диагностиче-
ских мероприятий [10].

Характер, объем и прогноз лечебных мероприятий 
при болезни Пертеса определяется стадией патологиче-
ского процесса. В стадии реоссификации превентивное 
лечение меняется на корригирующее, прогноз усугубля-
ется. При отсутствии четких временных границ, одно-
значных рентгенологических признаков, показатель 
активности СОД и уровень диеновых конъюгат могут 
быть использованы в качестве дополнительных крите-
риев для определения стадии фрагментации и реосси-
фикации при болезни Пертеса. 

Клинические и рентгенологические признаки болез-
ни Пертеса у детей дошкольного возраста имеют много 
общего с эпифизарной дисплазией и осложненной дис-
плазией тазобедренного сустава. Уровень активности 
ферментов СОД, каталазы, содержание первичных про-
дуктов липопероксидации, показатели гемограммы мо-
гут применяться в качестве дополнительных критериев 
при дифференциальной диагностике указанных патоло-
гических состояний.

Обсуждение. Оценка состояния антиоксидантной 
системы и продуктов пероксидации липидов выявило 
отличия от нормальных значений как в содержании про-
дуктов липопероксидации, так и в активности фермен-
тов антиоксидантной защиты во всех группах больных 
с патологией тазобедренных суставов. У пациентов с 
эпифизарной дисплазией и остеохондропатией эти из-
менения ассоциированы с показателями эритроцитов и 
гемоглобина. У детей с асептическим некрозом головки 
бедренной кости показателями абсолютного содержания 

форменных элементов крови не имеют достоверных от-
личий от нормы. 

Заключение. В комплексе диагностических меро-
приятий у детей с дистрофическими поражениями та-
зобедренного сустава для уточнения характера и стадии 
патологического процесса в качестве дополнительных 
критериев можно применять показатели гемограммы и 
системы перекисного окисления липидов – антиокси-
дантной защиты.
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Введение. Инвазивные инфекции, сопровождающи-
еся размножением микроорганизмов в крови, остаются 
одной из актуальных проблем медицины из-за трудно-
стей диагностики, высокой летальности, значительных 
экономических затрат, причиняемых этим заболевания-
ми. Обнаружение возбудителя в крови является важным 
для назначения этиотропной терапии, но сопряжено 
с трудностями выделения возбудителя [1,3,5]. По про-
гнозам, в ближайшие десять лет ожидается резкое уве-
личение числа больных сепсисом в связи с развитием 
инвазивных медицинских технологий, длительностью 
пребывания пациентов в отделениях реанимации, уве-
личением количества высокотехнологичных медицин-
ских манипуляций [5,9]. Главной задачей микробио-
логического исследования крови является быстрое 
получение результата: обнаружение, идентификация 
чистой культуры возбудителя, получения заключения о 
резистентности выделенного микроорганизма и назна-
чения этиотропной антимикробной терапии. Быстрые 
и достоверные результаты требуют применения высо-
кокачественных питательных сред в связи с различны-
ми потребностями микроорганизмов для роста. С этой 
целью разработаны питательные среды, содержащие 
все факторы роста, необходимые для роста, в том числе 
труднокультивируемых микроорганизмов, дающих воз-
можности ускорения процесса индикации роста микро-
организмов при помощи ручных или автоматических 
систем [1,3,5,9].

При микробиологической диагностике бактериемии 
и сепсиса посев крови в настоящее время проводят на 
различные системы для гемокультур: «Signal» (Oxoid, 
Великобритания), бульон с сердечно-мозговым экстрак-
том (Conda, Испания), среды для автоматических анали-
заторов гемокультур «BACTECTM FX» (Becton Dickinson, 
США), BaсtAlert (bioMeriuex, Франция) и др. [1 – 3, 9, 10].

Применение как коммерческих, так и приготовленных 
в лаборатории питательных сред, регламентируется нор-
мативными документами, включающими внутрилабора-
торный контроль качества питательных сред для клини-
ческих микробиологических исследований [4, 6 – 8].

Цель исследования – проверка качества питатель-
ных сред для посева крови ЮНОНА®(SCENKER Bio-
logical Technology Co., Ltd., Китай), применяемых для 
автоматического бактериологического анализатора 
ЮНОНА®LABSTAR 50, используя референс-штаммы.

Материал и методы. Исследованы следующие пи-
тательные среды: питательная среда для детей с ней-
трализатором антибиотиков для культивирования аэро-
бов (партия № 20200327, дата производства 03.31.2020 
г.), среда питательная с нейтрализатором антибиотиков 
для культивирования анаэробов (партия № 20200307, 
дата производства 03.07.2020 г.), среда питательная для 

культивирования аэробов (партия № 20200404, дата 
производства 04.02.2020 г.) среда питательная с нейтра-
лизатором антибиотиков для культивирования аэробов 
(партия № 20200402, дата производства 04.03.2020 г.) 
ЮНОНА®. Исследование сред проведено на автомати-
ческом бактериологическом анализаторе LABSTAR-50 
(регистрационные удостоверения: РЗН 2019/9250 от 
19.11.2019 г., РЗН 2019/9448 от 24.12.2019 г.); исполь-
зовали референс-штаммы из международных и иных 
коллекций: АТСС 13124 Clostridium perfringens; АТСС 
25285 Bacteroides fragilis; NCTC 194I8 Haemophilus 
influenzae; ATCC 49619 Streptococcus pneumoniae; ATCC 
16615 Streptococcus pyogenes; ATCC27853 Pseudomonas 
aeruginosa; ATCC 25923 Staphylococcus aureus; ATCC 
25922 Escherichia coli; BКПГУ-401/-885-653 Candida 
albicans; АТСС 13813 Streptococcus agalactiae; № 186 
Enterobacter cloacae; АТСС 29212 Enterococcus faecalis; 
клинический изоляты: Acinetobacter lwofii, Enterobacter 
cloacae, Сandida tropicalis.

Для проведения исследований руководствовались 
нормативными документами клиническими рекоменда-
циями, методическими указаниями, справочными посо-
биями [4, 6,8]. Подготовку тест штаммов из лиофили-
зированного состояния проводили на жидких питатель-
ных средах, затем пересевали на плотные питательные 
среды, соответствующие виду микроорганизма по по-
требности питательных свойств и атмосферы культиви-
рования. Исследование штаммов бактериологическим 
методом проводили на питательных средах: МПК, среда 
для контроля стерильности кровяной, анаэробный кро-
вяной, «шоколадный» агар, среда Сабуро, на ATB Ex-
pression (bioMerieux, Франция) и  Phoenix M50 (Becton 
Dickinson, США) анализаторах.

Для исследований применяли культуры микроорганиз-
мов, выращенные в требуемых условиях: анаэробные B. 
fragilis, C. perfringens – 18 ч,  37° С в анаэробной атмосфере 
(анаэростат), факультативные анаэробы – 18 ч при 35±0,5° 
С в атмосфере 5% углекислого газа (СО2-инкубатор), аэро-
бы 18 ч при обычной атмосфере при 35±0,5º С в термоста-
те. Производитель, как указано в инструкции к питатель-
ным средам, рекомендует использовать для контроля каче-
ства питательных сред разведения культур в концентрации 
50 КОЕ /мл. Исходный иннокулюм стандартизовали по 
«Стандарт мутности для определения количества микро-
организмов в микробной взвеси 0,5 ед. МакФарланда» и 
отраслевому стандарту мутности согласно ОСО 42-28-85П 
производства ФГУН ГИСК им. А. А. Тарасевича (Москва), 
равный 10 единицам. Мутность стандарта, равная 10 еди-
ницам соответствует концентрации клеток в 1 мл: 0,93х109 
КОЕ/мл микробов группы кишечной палочки, 11,0х109 
КОЕ/мл микробов коклюшной группы (H. influenzae) [8]. 
Референс-штаммы и клинические изоляты проверяли на 
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соответствие свойствам, признанных в национальных и 
международных коллекциях, определяли показатели ста-
бильности основных биологических свойств микроорга-
низмов по характеру роста, культуральным, морфологиче-
ским (в т. ч. наличие капсулы), тинкториальным (окраска 
по Граму), биохимическим, антигенным свойствам [4,8]. 
В процессе 10-кратного разведения в пробирках с 0,9% 
изотонического раствора хлорида натрия перенос взвеси и 
дальнейшее титрование проводили в пробирках со сменой 
стерильной пипетки вместимостью 1,0 мл (ГОСТ 29227-
91, второй класс точности). Результаты обнаруживаемого 
роста проводились в анализаторе бактериологическом ав-
томатическом ЮНОНА®Labstar 50, по индикатору и кри-
вых роста с фиксацией времени и динамики роста рефе-
ренс-штаммов. Во флаконы с исследуемыми питательны-
ми средами вносили иннокулюмы из разведений, вначале 
вносили образец в анаэробный флакон, затем в аэробный. 
Флаконы с посевами помещали в анализатор для культи-
вирования, при изменении цвета позиции, отображающей 
конкретный флакон, на экране монитора на красный, оце-
нивали результат исследования как «положительный», 
оценивали кривую роста микроорганизма, время сигнала 
от начала культивирования. В случае отрицательной реак-
ции проводили высев из флакона на питательные среды, 
соответствующие виду микроорганизма, изучение мор-
фологии бактерий, культуральным, морфологическим (в 
том числе, наличие капсулы), тинкториальным (окраска по 
Граму), биохимическим, антигенным свойствам. Во фла-
коне с положительной реакцией в течение, как указывают 
производители, менее, чем через 72 ч, происходит размно-
жение микроорганизмов, а во флаконе с отрицательной 
реакцией в течение 5 дней не наблюдается рост микроор-
ганизмов. Проводили контрольные высевы из разведений 
на специальные плотные питательные среды, соответству-
ющие потребностям микроорганизмов. После фиксации 
времени роста микроорганизмов во флаконах испытуемых 
сред, проводили высев на общепринятые питательные сре-
ды для определения стабильности биологических свойств 
микроорганизмов после инкубации по характеру роста, 
культуральным, морфологическим, тинкториальным, био-
химическим, антигенным свойствам на соответствие из-
вестных показателей референс-штамма.

При параллельных высевах из десятикратных раз-
ведений -7,-8,-9 референс-штаммов, полученных из 18-
24 ч культуры микроорганизмов, на питательные среды 
(кровяной агар, анаэробный кровяной агар, среда Сабу-
ро, мясо-пептонный агар – по потребностям микроор-
ганизма) определяли количество КОЕ, которое соответ-
ствует разведениям. При посеве культуры H. influenzae 
на «шоколадный» агар разведение -7 соответствовало 
1000 КОЕ, разведение -8 соответствовало 100 КОЕ, раз-
ведение -9 соответствовало 10 КОЕ. Для всех других 
бактерий разведение -7 соответствовало 100 КОЕ, раз-
ведение -8 соответствовало 10 КОЕ. Для грибов рода 
Сandida разведение -6 соответствует 100 КОЕ, разведе-
ние -7 соответствует 10 КОЕ. Контроль стерильности 
флаконов со средами без посева (3 флакона от партии) 
помещали для культивирования в автоматический ана-
лизатор ЮНОНА LABSTAR-50 на 5 сут при 35±0,5º С и 
среде для контроля стерильности на 7 суток. Статисти-
ческие расчёты проводили в программе XL.

Результаты и обсуждение. Флаконы с питательны-
ми средами при проверке стерильности были стериль-
ны, что подтверждено результатами высевов на среду 
для контроля стерильности. Фиксировали время полу-

чения роста во флаконах с посевами различных культур 
референс-штаммов на анализаторе бактериологическом 
автоматическом ЮНОНА®Labstar 50. Результаты иссле-
дований  представлены в табл. 1.

Все исследуемые референс-штаммы показали воз-
можности роста на питательных средах в соответствие с 
их биологическими особенностями. Среда питательная с 
нейтрализатором антибиотиков для культивирования аэ-
робов ЮНОНА®, среда питательная для культивирования 
аэробов ЮНОНА®, среда питательная для детей с нейтра-
лизатором антибиотиков для культивирования аэробов 
ЮНОНА® обнаруживала рост аэробных и факультативно-
анаэробный бактерий (P. aeruginosa, A. lwofii, S. pyogenes 
S. pneumoniae, S. aureus, E. coli, S. agalactiae, E. сloacae). 
Среда питательная с нейтрализатором антибиотиков для 
культивирования анаэробов ЮНОНА® – обнаружива-
ла рост анаэробных бактерий C. perfringens и B. fragilis. 
Рост грибов рода Сandida (C. glabrata, C. аlbicans) обна-
ружен на питательной среде для детей с нейтрализатором 
антибиотиков для культивирования аэробов, на среде пи-
тательной для культивирования аэробов на питательной 
среде с нейтрализатором антибиотиков для культивирова-
ния аэробов, а на среды питательной с нейтрализатором 
антибиотиков для культивирования анаэробов роста не 
выявлено, что соответствует биологии возбудителей.

Исключением явилось отсутствие положительных 
результатов при посеве труднокультивируемого при-
хотливого микроорганизма – грамотрицательной па-
лочки H. influenzae. В соответствии с рекомендациями 
производителя, описанными в инструкции по приме-
нению, контроль над качеством питательной среды во 
флаконе, не указано, что для проверки среды необхо-
димо вносить факторы роста, в которых имеет потреб-
ность этот микроорганизм. При высеве из флакона с 
посевами культуры H. influenzae из разведения -7, кото-
рый показал отрицательный результат, зафиксирован-
ным анализатором через 120 ч, на «шоколадном» агаре 
обнаружен рост мелких колоний, соответствующих ви-
ду H. influenzae.

При повторном посеве референс-штамма H. influen-
zae на флаконы со средами и с добавлением дефибрини-
рованной крови барана (содержащие необходимые фак-
торы роста) во флаконах выросли бактерии, результат 
оказался положительным (см.табл. 1).

При определении стабильности биологических 
свойств референс-штаммов микроорганизмов после 
инкубации и положительных посевов по характеру ро-
ста, культуральным, морфологическим (в т. ч. наличие 
капсулы), тинкториальным (окраска по Граму), био-
химическим, антигенным свойствам не обнаружено 
изменения указанных свойств. Все показатели и свой-
ства, характерные для каждого вида микроорганизма, 
оказались стабильными после культивирования на сре-
дах в анализаторе бактериологическом автоматическом 
ЮНОНА®Labstar 50.

Время роста культур референс-штаммов из разных 
разведений на испытуемых питательных средах раз-
личное, поэтому рассчитали среднее время роста на 
питательных средах по кривой роста и времени «поло-
жительного» сигнала на анализаторе. Для оценки раз-
множения на питательных средах по скорости роста 
вычислили среднее время роста на различных средах из 
разведений, содержащих 100 и 10 КОЕ/мл (табл. 2).

Как показано в табл. 2, наиболее быстрый рост об-
наружили грамотрицательные энтеробактерии, среднее 
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время роста 10,4-11,9 ч, среднее время роста стафило-
кокков и энтерококков: 12,4-13,8 ч, рост C. рerfringens 
обнаружен в среднем через 11,9 часов. Нефермен-
тирующие грамотрицательные бактерии (A. lwofii, 
P. aeruginosa) обнаружены на питательных средах в 
среднем через 13,1-13,6 часов. Труднокультивируемые 
прихотливые  бактерии (S. pneumoniae, S. agalactiae, 
S. pyogenes, H. influenzae) обнаружены в среднем через 
18,2-23,2 часа. Для обнаружения «положительного» ре-
зультата инкубация референс- штамма B. fragilis заняла 

в среднем 48,5 часов. Грибы рода Candida обнаружены в 
среднем через 20,0-24,3 часа.

Рост референс-штаммов на описываемых питатель-
ных средах произошёл менее, чем через 72 ч на пита-
тельных средах в соответствии с биологией микроорга-
низма, как и описано  в инструкции  производителя на 
питательные среды. Подобные результаты получены в 
других исследованиях [2,10].

Выводы. Исследование показало, что все испы-
танные среды: среда питательная для детей с ней-

Т а б л и ц а  1
Время роста культур на питательных средах при инкубации на анализаторе бактериологическом автоматическом ЮНОНА®Labstar 50

Название микроорганизма Разведение, количество 
клеток в 1 мл

Среда № 1, время 
роста (ч:мин)

Среда № 2, время 
роста  (ч:мин)

Среда № 3, время 
роста (ч:мин)

Среда № 4, время 
роста (ч:мин)

E. coli -7          100 10:13 10:38 10:57 10:23
E. coli -8          10 10:43 11:16 10:42 10:28
E. coli -9          ≤10 12:01 11:55 12:33 12:00
P. aeruginosa -7          100 13:11 23:37 12:38 12:35
P. aeruginosa -8           10 13:43 25:48 12:58 15:37
P. aeruginosa -9          ≤10 15;36 отриц. 15:49 15:49
H. influenzae -7         1000 Отр** отр отр отр
H. influenzae -8          100 отр отр отр отр
H. influenzae, кр* -7         1000 17:31 17;13 17:30 16:07
H. influenzae, кр* -8          100 20:31 21:01 21:09 24:01
H. influenzae, кр* -9           10 26:50 22:48 - -
E. cloacae -7          100 11:31 - - -
E. cloacae -8          10 12:46 12: 30 12:46 12:41
A. lwofii -7           100 12:50 13:09
A. lwofii -8            10 14:59 14:36 - -
A. lwofii -9          ≤10 - 16:09 - 19:34
S. pneumoniae -7          100 16:01 17:24 18:53 -
S. pneumoniae -8            10 18:14 16:03 23:42 18:43
S. pneumoniae -9          ≤10 17:34 17:34 26:41 -
S. pyogenes -7          100 21:46 - 20:33 23:59
S. pyogenes -8           10 30:23 - 21:50 -
S. pyogenes -9          ≤10 75: 00 - 24:42 -
E. faecium -7          100 12:54 13:32 12:37 13:31
E. faecium -8           10 14:22 15:44 13:57 15:04
E. faecium -9         ≤10 16:59 17:36 16:19 16:38
S. aureus -7          100 10:53 13:10 11:56 11:45
S. aureus -8            10 12:36 15:14 12: 49 12:26
S. aureus -9          ≤10 13:27 17:53 - 13:39
S. agalactiae -7           100 14:08 - 14:08
S. agalactiae -8           10 20:50 - 18:35 17:59
S. agalactiae -9          ≤10 - - 21:59 -
B .fragilis -7         100 - 21:40 отр -
B. fragilis -8          10 - 72:00 отр -
C. perfringens -7         100 - 6:55 отр -
C. perfringens -8           10 - 17:35 - -
C. albicans -6          100 19:20 - 16:28 18:56
C. albicans -7           10 - - - 26:34
С. glabrata -6         100 21:05 - - -
С. glabrata -7          10 - - - 27:59

П р и м е ч а н и е .  1 - среда питательная для детей с нейтрализатором антибиотиков для культивирования аэробов ЮНОНА® (партия № 
20200327, дата производства 03.31.2020 г.); 2 - среда питательная с нейтрализатором антибиотиков для культивирования анаэробов ЮНОНА® 

(партия № 20200307, дата производства 03.07.2020 г.); 3 -  среда питательная для культивирования аэробов ЮНОНА® (партия № 20200404, да-
та производства 04.02.2020 г.); 4 - питательная с нейтрализатором антибиотиков для культивирования аэробов ЮНОНА® (партия № 20200402, 
дата производства 04.03.2020 г.). кр* - внесение дополнительно крови дефибринированной барана, 2,0 мл.  ** - рост во флаконе H. influenzae 
не обнаружен, при высеве из флакона на шоколадный агар,35±0,5 ºС 5% СО2 - обнаружен рост мелких колоний H. influenzae. Прочерк – ис-
следование не проводилось.
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трализатором антибиотиков для культивирования 
аэробов  ЮНОНА® (партия № 20200327, дата произ-
водства 03.31.2020 г.); среда питательная с нейтрали-
затором антибиотиков для культивирования анаэро-
бов ЮНОНА® (партия № 20200307, дата производства 
03.07.2020 г.); среда питательная для культивирования 
аэробов ЮНОНА® (партия № 20200404, дата произ-
водства 04.02.2020г.); питательная с нейтрализатором 
антибиотиков для культивирования аэробов ЮНОНА® 

(партия № 20200402, дата производства 04.03.2020 г.) 
соответствовали времени роста и минимальным кон-
центрациям культур референс-штаммов, заявленному 
производителем: не менее 50 КОЕ/мл и в течение не 
более 72 часов. Изучение биологических свойств ре-
ференс-штаммов микроорганизмов после инкубации 
и положительных посевов по характеру роста, культу-
ральным, морфологическим (в т. ч. наличие капсулы), 
тинкториальным (окраска по Граму), биохимическим, 
антигенным свойствам не обнаружено изменения ука-
занных  параметров. Как доказано в исследовании, для 
проверки качества сред бактериями вида H. influenzae, 
нужно применять факторы роста, и это необходимо от-
разить в инструкции производителя.

Финансирование. Исследование выполнено при под-
держке ООО «МедикаГрупп».

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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  Т а б л и ц а  2
Время обнаружения роста референс-штаммов на средах при 

детекции на анализаторе бактериологическом автоматическом 
ЮНОНА®Labstar 50 при посеве 10-100 КОЕ/мл (M±m)

Референс-штаммы  
из международных  
и иных коллекций

Наименование 
культуры

Среднее время роста 
на средах во  
флаконах, ч

АТСС 13124 C. perfringens 11,9±7.6
АТСС 25285 B. fragilis 46,7±35,7
NCTC 194I8 H. influenzae* 18,9±2,3
ATCC 25922 E. coli 10,4±0,3
186 E. cloacae 11,9±0,5
Клинический A. lwofii 13,6±0,9
ATCC27853 P. aeruginosa 13,1±1,4

ATCC25923 S. aureus 12,4±1,4
АТСС13813 S. agalactiae 16,9±2,8
Клинический E. faecium 13,8±1,0
ATCC49619 S. pneumoniae 18,2±2,5
ATCC16615 S. pyogenes 23,3±3,9
BКПГУ-401/-885-653 C. albicans 20,0±4,3
Клинический C. glabrata 24,3±4,6

П р и м е ч а н и е . * – при дополнительном внесении крови де-
фибринированной барана, 2,0 мл.
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Полосенко О.В., Шепелин А.П., Ажермачева Н.И., Абаев И.В.

КЛИНИЧЕСКИЕ ИСПЫТАНИЯ НОВЫХ ПИТАТЕЛЬНЫХ СРЕД ДЛЯ ВЫДЕЛЕНИЯ 
СТАФИЛОКОККОВ

ФБУН Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии Роспотребнадзора, 142279, 
Оболенск, Московская область, Россия

Проведен сравнительный анализ качества разработанных питательных сред: Основа агара Байрд-Паркера сухая и Ос-
нова агара Фогель-Джонсона сухая и зарубежных аналогов по результатам клинических испытаний. Качество испытуе-
мых сред оценивали по основным биологическим показателям: чувствительность, скорость роста, дифференцирующие 
и ингибирующие свойства. Оценка статистической достоверности результатов испытаний клинических образцов оце-
нивалась с учетом числа параллельных исследований и количества совпадений результатов исследований, проведенных 
разными исполнителями. Исследовано 116 образцов клинического материала, поступивших в лабораторию ИЛЦ для 
исследования из МСЧ 164 в период проведения клинических испытаний. Выделено 46 культур предполагаемых возбуди-
телей заболевания при посеве на испытуемые и контрольные среды: S. aureus -35; S. epidermidis-6; S. saprophyticus – 5. 
Проявление лецитиназной активности на среде «Основа агара Байрд-Паркера сухая» и ферментации маннита на среде 
«Основа агара Фогель-Джонсона сухая» в предварительном фенотипическом тесте позволили выделить и дифференци-
ровать клинические изоляты S. aureus от S. epidermidis и S. saprophyticus.
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Введение. Бактерии рода Staphylococcus относятся к 
ведущим возбудителям внутрибольничных и внеболь-
ничных инфекций человека и способны вызывать раз-

ные по форме и тяжести заболевания: от поверхност-
ных кожных инфекций до тяжёлых форм пневмонии, 
менингита, эндокардита и др. [1, 2]. Род Staphylococcus 
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состоит из 47 видов: 11 видов коагулазопозитивных и 
36 коагулазонегативных видов, причем 20 видов из них 
ассоциированы с болезнями человека [3].

Однако, наиболее распространенными и важными с 
медицинской точки зрения стафилококками являются 
коагулазопозитивный вид Staphylococcus aureus и два 
коагулазонегативных вида: Staphylococcus epidermidis 
и Staphylococcus saprophyticus. Стафилококки этих трех 
видов являются этиологическими агентами более чем 
сотни различных нозологических форм инфекционных 
заболеваний, в том числе, инфекций крови, урогени-
тальных и имплантат-ассоциированных инфекций. Мас-
совые вспышки стафилококковых инфекций происходят 
за счёт токсигенных штаммов. Стафилококки, продуци-
рующие энтеротоксины, вызывают пищевые токсикоин-
фекции. Наибольшей опасности подвергаются группы 
населения с общей иммунной недостаточностью, в част-
ности, люди старшего возраста и дети [4-7].

ВОЗ оценивает S. aureus как один из пяти наиболее 
важных бактериальных возбудителей пищевой токсико-
инфекции [8, 9]. Вирулентность штаммов S. aureus при 
пищевых токсикоинфекциях связана с продукцией энте-
ротоксинов, которые стабильны в окружающей среде и 
способны сохранять активность в желудочно-кишечном 
тракте человека. Следует отметить, что органолептиче-
ские свойства продуктов при размножении S.  aureus и 
накоплении энтеротоксинов, не изменяются [10, 11].

Стафилококки способны продуцировать большое 
число факторов патогенности– токсинов и ферментов, 
что наряду с высокой устойчивостью к хлористому на-
трию, часто лежит в основе идентификации и диффе-
ренциации стафилококков с помощью фенотипических 
методов. Разнообразие нозологических форм инфекций 
S. aureus тесно коррелирует с большим числом различ-
ных экзопродуктов с выраженными токсическими свой-
ствами [12, 13].

В последнее время в связи с ухудшением экологиче-
ской ситуации участились случаи гнойно-септических 
поражений кожи, различных органов, слизистых оболо-
чек коагулазоотрицательными видами стафилококков: 
S. epidermidis, S. saprophiticus, S. capitis, S. haemoliticus, 
S. hominis и др. Инфекции, вызванные коагулазоотрица-
тельными стафилококками, развиваются чаще всего у 
ослабленных больных со сниженной иммунологической 
защитой, у новорожденных, онкологических больных, 
при длительной антибактериальной терапии [14, 15].

Несмотря на бурное развитие ускоренных методов 
диагностики (молекулярно-генетические, иммунохро-
матографические методы, иммуноферментный анализ и 
др.) различных заболеваний для подтверждения наличия 
в клинических образцах стафилококков, по-прежнему, 
остается бактериологический метод – выявление и 
идентификация возбудителя с помощью питательных 
сред. Они позволяют определить таксономически зна-
чимые признаки выросших культур микроорганизмов, 
а, следовательно, и правильно их идентифицировать.

Широкое применение в практическом здравоохране-
нии нашли питательные среды для накопления и выде-
ления культуры стафилококка: солевой бульон, бульон 
Жиолитти-Кантони с добавлением теллурита калия, лак-
тозо-солевой бульон с фенолрот, питательная среда для 
выращивания Pseudomonas aeruginosa и Staphylococcus 
aureus (питательная среда № 8), питательная среда для 
идентификации Staphylococcus aureus (питательная сре-
да № 10) – маннит-солевой агар, питательная среда для 

выделения стафилококков (стафилококкагар) [16-22]. 
Для первичного выделения стафилококков из ис-

следуемого материала наиболее информативными и 
оптимальными являются дифференциально-диагности-
ческие среды, в которых элективность достигается вы-
сокой концентрацией хлористого натрия. 

Недостатком некоторых солевых питательных сред 
для выделения стафилококков является то, что высокая 
концентрация хлористого натрия все же недостаточна 
для подавления некоторых штаммов протея. Высокая се-
лективность современных питательных сред, таких как 
агары Байрд-Паркера, и Фогель-Джонсона обусловлена 
наличием хлорида лития и теллурита калия, а наличие в 
средах глицина и маннита компенсирует их ингибирую-
щее действие на стафилококки.

В связи с этим необходимо применение сухих стан-
дартных питательных сред, обладающих высокой чув-
ствительностью, хорошими дифференцирующими, ро-
стовыми и ингибирующими свойствами российского 
производства, позволяющими облегчить выделение и 
идентификацию стафилококков из исследуемого мате-
риала.

Как правило, штаммы S. aureus обладают лецитина-
зой и способностью к пигментообразованию, а культу-
ры двух других видов: S. epidermidis, S. saprophiticus ли-
шены их. Возможны исключения: некоторые штаммы S. 
aureus не имеют пигмента или лецитиназы, а ряд штам-
мов S. epidermidis обладает лецитиназной активностью. 
Но, тем не менее тест на лецитиназу является необходи-
мым для определения S. aureus [23]. Поэтому питатель-
ные среды: желточно-солевой агар (ЖСА), молочнo-
желточный-солевой агар (МЖСА), агар Байрд-Паркера, 
содержащие желточную эмульсию, предназначены для 
получения первоначальных ориентировочных данных о 
принадлежности культуры к виду S. aureus. Одним из 
основных тестов при окончательной идентификации 
изолятов, дающих положительный тест на лецитиназу 
является последующее определение наличия плазмокоа-
гулазы, дополнительным тестом – способность фермен-
тировать маннит на средах: маннит-солевой агар, агар 
Фогель-Джонсона.

Перечень отечественных питательных сред для бак-
териологических исследований в клинической и сани-
тарной микробиологии обширен и неуклонно расширя-
ется, а разработка современных микробиологических 
дифференциально-диагностических сред заслуживает 
отдельного наблюдения и исследования [20, 22]. 

Цель работы – сравнительный анализ качества раз-
работанных питательных сред: Основа агара Байрд-
Паркера сухая и Основа агара Фогель-Джонсона сухая 
и зарубежных аналогов по результатам клинических ис-
пытаний.

Материал и методы. На базе бактериологической 
лаборатории Испытательного лабораторного центра 
(ИЛЦ) в ФГБУЗ «Медико-санитарная часть № 164 Феде-
рального медико-биологического агентства» были про-
ведены исследования образцов клинического материала 
с применением МИ (медицинских изделий): «Основа 
агара Байрд-Паркера сухая» и «Основа агара Фогель-
Джонсона сухая» производства ФБУН ГНЦ ПМБ с це-
лью подтверждения возможности использования их по 
назначению. 

В работе использованы 116 образцов клинического 
материала, поступивших в лабораторию ИЛЦ для иссле-
дования из МСЧ № 164 в период проведения клиниче-
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ских испытаний МИ: Основа агара Байрд-Паркера сухая 
и Основа агара Фогель-Джонсона сухая.

Каждый исследуемый образец клинического мате-
риала был зашифрован и сопровождался направлением 
от лечащего врача с указанием предварительного диа-
гноза, времени отбора образца и необходимости бак-
териологического исследования на наличие патогена 
и определения его основных биологических свойств. 
Исследование доставленных образцов в лабораторию 
осуществляли в течение 24 ч с момента забора каждого 
образца: были произведены высевы на питательные сре-
ды (включая испытуемую среду и среду сравнения), на 
которых были выделены клинические изоляты по мето-
дике, применяемой в бактериологической лаборатории 
ИЛЦ в соответствии с приказом Минздрава СССР № 
535 от 22.04.85 г. «Об унификации микробиологических 
(бактериологических) методов исследования, применяе-
мых в клинико-диагностических лабораториях лечебно-
профилактических учреждений» [23]. 

В качестве сред сравнения использовали Baird-Parker 
Agar Base (HiMedia) (lot. №0000230369) РУ № ФСЗ 
2009/03709, эмульсию яичного желтка кат. № FD046, 
теллурит калия кат. № FD047, Vogel-Johnson Agar Base 
w/o Tellurite (V.J.Agar), (HiMedia) (lot. № 0000288489) 
РУ ФСЗ 2009/03705, теллурит калия (1 %; 2 %; 3,5% рас-
твор) кат. №  FD052, РУ № ФСЗ 2008/01440.

В качестве дополнительных питательных сред и до-
бавок к ним были использованы: питательная среда для 
выделения стафилококков сухая (Стафилококкагар) РУ 
№ ФСР 2011/10007, желточно-солевой агар (ЖСА) лабо-
раторного приготовления, питательная среда для иден-
тификации Staphylococcus aureus (питательная среда № 
10 ГРМ) РУ № ФСР 2007/ 00374, питательная среда для 
идентификации энтеробактерий сухая (среда Гисса-ГРМ 
с маннитом, с глюкозой, с лактозой, с сахарозой) РУ № 
ФСР 2008/ 03494, питательная среда для количествен-
ного определения микробной загрязненности (Среда № 
1 ГРМ),калия теллурит, раствор 2% ООО Мини Мед, РУ 
№ ФСР 2009/05371, плазма кроличья цитратная сухая 
НПО «Микроген», яйца куриные пищевые столовые, 1 
категории по ГОСТ 31654-2012, водорода перекись ме-
дицинская ООО «Инновация» ТУ 2123-002-14356367-
2004, фенолфталеинфосфат натрия ТУ 6-09-05-59, НПФ 
«Синбиас», кровь баранья дефибринированная, сте-
рильная, кат. №50.99.РУ ФСР№2008/03081. 

Определение функциональных характеристик пита-
тельных сред проводили в соответствии с действующи-
ми нормативными документами [23,24]. Качество ис-
пытуемых сред оценивали по основным биологическим 
показателям: чувствительность, скорость роста, диффе-
ренцирующие и ингибирующие свойства с использова-
нием набора тест-штаммов из Государственной коллек-
ции патогенных микроорганизмов и клеточных культур 
ГКПМ-Оболенск. Клинические образцы исследовались 
параллельно двумя специалистами путем одновремен-
ного высева на все питательные среды, заявленные в ис-
пытаниях.

Оценка статистической достоверности результатов 
испытаний клинических образцов оценивалась с учетом 
числа параллельных исследований и количества совпа-
дений результатов исследований, проведенных разными 
исполнителями.

Для получения корректных данных были выполнены 
все звенья бактериологического исследования: от взятия 
клинического материала, транспортировки его в бакте-

риологическую лабораторию, идентификации возбуди-
теля, до интерпретации полученных результатов [23, 
24].

Результаты и обсуждение. На первом этапе рабо-
ты проведена сравнительная оценка качества разрабо-
танных питательных сред с коммерческими аналогами 
Baird-Parker Agar Base (HiMedia) и Vogel-Johnson Agar 
Base (HiMedia) (табл.1). Все питательные среды гото-
вили в соответствии с прилагаемыми инструкциями по 
применению.

Агар Байрд-Паркера и Агар Фогель-Джонсона яв-
ляются селективными средами за счет входящих в их 
состав хлорида лития и теллурита калия, которые по-
давляют рост большинства сопутствующих микроор-
ганизмов. Стафилококки характеризуются наличием 
фермента – теллуритредуктазы, поэтому на средах обра-
зуют колонии черного цвета в связи с восстановлением 
теллурита калия до теллура. 

Главным диагностическим признаком агара Байрд-
Паркера является выявление зон лецитиназной активно-
сти стафилококков, продуцирующих лецитиназу, в ре-
зультате которой формируются характерные прозрачные 
и матовые зоны вокруг черных колоний стафилококков, 
а агара Фогель-Джонсона – выявление маннит фермен-
тирующих стафилококков, изменяющих цвет среды во-
круг колоний с красного на желтый в результате прояв-
ления кислых продуктов ферментации маннита. 

Отличием разработанных питательных сред «Основа 
агара Байрд-Паркера сухая» и «Основа агара Фогель-
Джонсона сухая» от импортных аналогов является ис-
пользование в составах сред отечественных белковых 
основ: панкреатических гидролизатов казеина разной 
степени расщепления.

Белковой основой питательной среды «Основа ага-
ра Байрд-Паркера сухая» является панкреатический 
гидролизат казеина со степенью расщепления 30–35%. 
Глицин и пируват натрия, защищая поврежденные ми-
кробные клетки, стимулируют рост стафилококков, что 
способствует выделению культуры.

При разработке компонентного состава питатель-
ной среды «Основа агара Фогель-Джонсона сухая» в 
качестве питательной основы использовали панкреати-
ческий гидролизат казеина (ПГК), а также гидролизат 
казеина низкой степени расщепления (ГКНСР), который 
обеспечивает ростовые потребности стафилококков, 
обладающих протеолитической активностью, но в зна-
чительной мере уменьшает скорость роста сопутствую-
щих микроорганизмов [19]. Состав разработанной пи-
тательной среды «Питательная среда для селективного 
выявления патогенных маннитположительных стафило-
кокков» защищен патентом [25].

Специфическая активность и ингибирующие свой-
ства оценивались по показателям чувствительности, 
скорости роста и проявлению типичных морфологиче-
ских свойств тест-штаммов при росте на приготовлен-
ных питательных средах: агара Байрд-Паркера после 
внесения в основу 2 % раствора теллурита калия и жел-
точной эмульсии, агара Фогель-Джонсона – после вне-
сения в основу 2 % раствора теллурита калия. Инкуба-
ция посевов 48 ч при температуре (37±1) ˚С.

Фотоизображение роста некоторых контрольных 
тест-штаммов на приготовленном агаре Байрд-Паркера 
(основа+2 % р-р теллурита калия+желточная эмульсия) 
и агаре Фогель-Джонсона (основа+2 % р-р теллурита 
калия) и сред сравнения Baird-Parker Agar Base + до-
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Тампоны-зонды с взятыми образцами помещались 
в стерильные пробирки и немедленно доставлялись в 
лабораторию ИЛЦ. В лаборатории осуществлялась под-
готовка доставленных образцов для соблюдения равно-
значности исследования в соответствии с приказом 
Минздрава СССР № 535 [23]. После подготовки матери-
ал рассевали прямым методом по поверхности сред при 
помощи петли. 

Предварительно через 24 ч, затем 48 ч инкубации 
посевов при температуре (37±1) °С визуально учитыва-
ли наличие и характер роста микроорганизмов, вырос-
ших на всех средах. Высевы осуществлялись сразу на 
несколько сред, для обнаружения возможного наличия 
стафилококков: желточно-солевой агар (ЖСА), Стафи-
лококкагар; а также на Питательную среду № 1 с добав-
лением крови (кровяной агар) для выявления гемолити-
ческой активности. После инкубации для дальнейшего 
исследования были отобраны характерные колонии ис-
комых патогенов (стафилококков). Отобранные визуаль-
но «подозрительные» колонии затем были отсеяны на 
среды для дополнительной идентификации и проведены 
идентификационные тесты. 

В результате высева 116 образцов клинического ма-
териала, поступивших в лабораторию ИЛЦ для исследо-
вания из МСЧ №164 в период проведения клинических 
испытаний МИ: «Основа агара Байрд-Паркера сухая» и 
«Основа агара Фогель-Джонсона сухая», стафилококки 
были обнаружены в 46 образцах, из которых выделено: 

46 культур предполагаемых возбудителей заболе-
вания при посеве на испытуемые среды: S. aureus -35;  
S. epidermidis-6; S. saprophyticus – 5. 

46 культур предполагаемых возбудителей заболева-
ния с контрольных сред: желточно-солевой агар, стафи-

бавки (HiMedia) и Vogel-Johnson Agar Base w/o Tellurite  
(V.J. Agar) +добавки (HiMedia) представлено на рис. 1, a, 
1, б, 2, a, 2, б (см. обложку).

Таким образом, испытуемые питательные среды обе-
спечивали рост и предварительную дифференциацию 
стафилококков по продукции лецитиназы при росте на 
агаре Байрд-Паркера и ферментации маннита на агаре 
Фогель-Джонсона. 

Сравнительная оценка функциональных характери-
стик МИ «Основа агара Байрд-Паркера сухая» и «Ос-
нова агара Фогель-Джонсона сухая» по основным био-
логическим показателям: чувствительность, скорость 
роста, дифференцирующие и ингибирующие свойства 
показала соответствие испытуемых сред зарубежным 
аналогам. 

Второй этап работы включал клинические испыта-
ния МИ: «Основа агара Байрд-Паркера сухая» и «Ос-
нова агара Фогель-Джонсона сухая». Испытания про-
водились в лабораторных условиях с применением 
остаточных образцов биоматериала пациентов, взятых 
в ходе лечебно-диагностического процесса для провер-
ки функциональных свойств, эффективности, качества 
и безопасности медицинских изделий «Основа агара 
Байрд-Паркера сухая» и «Основа агара Фогель-Джонсо-
на сухая» при использовании в соответствии с назначе-
нием питательных сред. 

Проанализировано 116 образцов клинического матери-
ала, поступивших в лабораторию ИЛЦ для исследования 
из МСЧ № 164 в период проведения клинических испы-
таний медицинских изделий с направлением от лечащего 
врача (мокрота – 14, мазок из инфицированных ран – 3, ма-
зок из носа – 29, мазок из зева – 24, мазок из уха – 5, мазок 
из глаза – 2, испражнения – 25, кровь – 1, моча – 13).

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

Наименование тест-
штаммов, разведение 

(м.к./мл) 

Агар Байрд-Паркера 
(ФБУН ГНЦ ПМБ)

Baird-Parker Agar 
Base (HiMedia)

Агар Фогель-Джонсона 
(ФБУН ГНЦ ПМБ)

Vogel-Johnson Agar 
Base (HiMedia) 

ГРМ-агар  
(контроль)*

Количество, диаметр (мм), свойства колоний через 48 ч
S. aureus «Виотко», 10-6 71, 70

1,6-1,8
черные, с зоной про-

теолиза

72, 75
1,6-2,0

черные, с зоной 
протеолиза

71, 79
1,0-2,5

черные, с желтой 
зоной 

43, 46
1,6-2,0

черные, с желтой 
зоной

55, 48
2,0-3,0

гладкие, 
круглые 

S. aureus Wood-46 
АТСС 10832, 10-6

68, 61
1,0-1,2

черные, с зоной липо-
лиза и протеолиза 

69, 68
1,0-1,2

черные, с зоной ли-
полиза и протеолиза

78, 76
1,0-2,5

черные, с желтой 
зоной

75, 77
1,0-2,5

черные, с желтой 
зоной

67, 70
2,0-3,0

гладкие, 
круглые 

S. aureus АТСС 6538-P 
FDA 209, 10-6

52, 43
0,5

черные, с зоной липо-
лиза протеолиза

47, 50
0,5

черные, с зоной ли-
полиза протеолиза

49, 52
0,5-1,0

черные, с желтой 
зоной

46, 49
1,0-1,5

черные, с желтой 
зоной

45,48
2,0-3,0

гладкие, 
круглые 

S. saprophyticus АТСС 
15305 CCM 883, 10-5

55, 64
менее 0,5
точечные 
черные

47, 50
менее 0,5
точечные 
черные

69, 66
0,8-1,0
черные

52,54
1,2-1,4
черные

67
2,0-3,0

гладкие, 
круглые 

S. epidermidis ATCC 
14990, 10-5

55, 58
менее 0,5
точечные 
черные

55, 53
менее 0,5
точечные 
черные

98, 92
0,5-0,8
черные

120, 111
0,2-0,3
черные

90
2,0-3,0

гладкие, 
круглые 

P. mirabilis 3177, 10-4 30, 28
менее 1,0

коричневые, в R-форме

отсутствие роста отсутствие роста более 100
1,0-1,5
черные

сплошной 
рост,  

роение
E. coli ATCC 25922, 
10-4

отсутствие роста отсутствие роста отсутствие роста отсутствие роста сплошной 
рост 

П р и м е ч а н и е . * – инкубация посевов 24 ч при температуре 37±1 ˚С.
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лококкагар – S. aureus -35; S. epidermidis – 6; S. sapro-
phyticus – 5. 

Результаты клинических испытаний представлены в 
табл. 2 (отрицательные образцы не указаны).

В остальных образцах ни на одной из сред стафило-
кокки не обнаружены.

Идентификацию выделенных изолятов проводили 
с использованием различных питательных сред. Сре-
ды Гисса использовали для определения ферментатив-
ных свойств в отношении сахарозы, маннита, глюкозы, 
лактозы. Кровь баранья использовалась для выявления 
гемолитической активности (при добавлении к среде 
№1 ГРМ). Желточная эмульсия применялась для опре-
деления лецитиназной активности. Перекись водорода 
использовалась для определения каталазной активности 
(на питательной среде №1 ГРМ). Фенолфталеинфосфат 

натрия использовали для постановки теста на фосфата-
зу. 2% раствор теллурита калия применяли для выявле-
ния фермента – теллуритредуктазы. Плазма кроличья 
использовалась для постановки коагулазного теста (на 
наличие свёртывающего фактора).

Все испытания проводились двумя специалистами в 
разных помещениях бактериологической лаборатории 
ИЛЦ одновременно. Результаты испытаний, проведенные 
двумя специалистами, совпали полностью: типичная мор-
фология колоний, размеры, цвет, количество и скорость 
роста на испытуемых средах и средах сравнения были оце-
нены и подтверждены обоими специалистами одинаково. 
Отмечено, что из выделенных 5 изолятов S. saprophyticus 
маннитположительных выявлено не было; из выделенных 
6 изолятов S. epidermidis не было выявлено культур, обла-
дающих гемолитической и лецитиназной активностью.

Т а б л и ц а  2
Результаты клинических испытаний *

Исследуемый 
материал

Предвари-
тельный 
диагноз

Агар Байрд-
Паркера (основа 

с добавками)
ФБУН ГНЦ 

ПМБ

Baird-Parker 
Agar Base

(основа с до-
бавками)
HiMedia

Агар Фогель- 
Джонсона с 2 %  

раствором  
теллурита калия
ФБУН ГНЦ ПМБ

Vogel-Johnson 
Agar Base 

HiMedia  с 2 % 
раствором тел-
лурита калия

Питательные среды, 
на которых под-

тверждено выделение 
патогена

Выделенный 
предполагаемый  
возбудитель**

Мазок  
из зева/носа  
(26 образ-
цов)

Хрониче-
ский тонзи-
лит/ ангина/ 

ОРЗ/ОРИ

Черные 
колонии с 

прозрачными 
матовыми 

зонами 

Черные ко-
лонии с про-

зрачными 
матовыми 

зонами

Черные колонии 
с желтыми 

зонами

Черные  
колонии  

с желтыми 
зонами

Кровяной агар 
(гемолиз+)

Желточно-солевой 
агар (лецитиназа+) 
Стафилококкагар 
(рост, пигмент +) 

S. aureus

Отделяемое 
глаз  
(2 образца)

Коньюнкти-
вит

Мелкие чер-
ные колонии 

Мелкие 
черные 
колонии 

Мелкие, черные, 
полупрозрачные 

колонии 

Мелкие, 
черные,  

полупрозрач-
ные колонии 

Кровяной агар 
(гемолиз-)

Желточно-солевой 
агар (лецитиназа -) 
Стафилококкагар 
(рост, пигмент -)

S. epidermidis

Мазок  
из уха  
(1 образец)

Гнойный 
отит

Черные 
колонии с 

прозрачными 
и матовыми 

зонами

Черные  
колонии с 
прозрач-
ными и 

матовыми 
зонами

Черные колонии 
с желтыми 

зонами

Черные  
колонии с 
желтыми 
зонами

Кровяной агар 
(гемолиз+)

Желточно-солевой 
агар (лецитиназа+) 
Стафилококкагар 
(рост, пигмент +)

S. aureus

Гнойное 
отделяемое 
раны левого 
бедра  
(3 образца)

Абсцесс Мелкие чер-
ные колонии 

Мелкие 
черные 
колонии 

Мелкие, черные, 
полупрозрачные 

колонии

Мелкие, 
черные,  

полупрозрач-
ные колонии

Кровяной агар 
(гемолиз-)

Желточно-солевой 
агар (лецитиназа -) 
Стафилококкагар 
(рост, пигмент -)

S. epidermidis

Мокрота  
(2 образца)

Острый 
трахеит

Черные 
колонии с 

прозрачными 
и матовыми 

зонами

Черные ко-
лонии с про-
зрачными и 
матовыми 

зонами

Черные колонии 
с желтыми 

зонами

Черные коло-
нии с желты-

ми зонами

Кровяной агар 
(гемолиз+)

Желточно-солевой 
агар (лецитиназа+) 
Стафилококкагар 
(рост, пигмент +)

S. aureus

Испражне-
ния  
(6 образцов)

Дисбак-
териоз 

Парапрак-
тит ОКИ 

Диспепсия

Черные 
колонии с 

прозрачными 
и матовыми 

зонами

Черные ко-
лонии с про-
зрачными и 
матовыми 

зонами

Черные колонии 
с желтыми 

зонами

Черные коло-
нии с желты-

ми зонами

Кровяной агар 
(гемолиз+)

Желточно-солевой 
агар (лецитиназа+) 
Стафилококкагар 
(рост, пигмент +)

S. aureus

Моча  
(6 образцов)

Цистит
Беремен-

ность
Уретрит

Мелкие чер-
ные колонии

Мелкие 
черные 
колонии

Мелкие, черные, 
полупрозрачные 

колонии

Мелкие, 
черные, полу-
прозрачные 

колонии

Кровяной агар 
(гемолиз-)

Желточно-солевой 
агар (лецитиназа -) 
Стафилококкагар 

(пигмент -)

S. 
saprophyticus

П р и м е ч а н и е .  * –  результаты высева каждого образца вторым специалистом аналогичны; ** –  принадлежность к данному роду/виду 
определена после постановки дополнительных тестов.
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Всего на базе бактериологической лаборатории ИЛЦ 
в ФГБУЗ «Медико-санитарная часть № 164 ФМБА» бы-
ло исследовано 116 образцов клинического материала, из 
них выявлено положительных 46 изолятов стафилокок-
ков. Таким образом, на всех четырех использованных при 
работе питательных средах получено 184 положительных 
результата, что подтверждает отсутствие ложноположи-
тельных и ложноотрицательных результатов. 

В соответствии с «Методическими рекомендациями 
по порядку проведения экспертизы качества, эффектив-
ности и безопасности медицинских изделий для государ-
ственной регистрации (Москва, 2018)» по статистиче-
ской обработке данных согласно приложению В, прове-
дена оценка статистической достоверности результатов 
испытаний в зависимости от числа независимых опытов 
при доверительной вероятности 90% и показано, что 
истинное значение найденных положительных находок 
составляет не менее 96 % 

Заключение. По среде «Основа агара Байрд-Паркера 
сухая»: в результате испытаний при посеве клинических 
образцов подтверждены диагностические характеристики 
– на испытуемой среде и среде сравнения визуально четко 
наблюдали наличие характерных для стафилококков коло-
ний черного цвета, окруженных прозрачной зоной протео-
лиза или зоной протеолиза с непрозрачной зоной липолиза.

По среде «Основа агара Фогель-Джонсона сухая»: 
в результате испытаний при посеве клинических об-
разцов подтверждены диагностические характеристики 
– на испытуемой среде и среде сравнения наблюдали на-
личие характерных для стафилококков колоний черного 
цвета. Ферментирующие маннит стафилококки, форми-
ровали на среде черные колонии, окруженные желтой 
зоной; не ферментирующие маннит – черные колонии 
без пожелтения среды вокруг колоний. 

Проявление лецитиназной активности на среде «Ос-
нова агара Байрд-Паркера сухая» и ферментации ман-
нита на среде «Основа агара Фогель-Джонсона сухая» 
в предварительном фенотипическом тесте позволяет 
выделять и дифференцировать клинические изоляты S. 
aureus от S. epidermidis и S. saprophyticus.

Таким образом, анализ биологических характери-
стик разработанных питательных сред Основа агара 
Байрд-Паркера сухая и Основа агара Фогель-Джонсона 
сухая по результатам клинических испытаний доказал 
высокое качество и эффективность препаратов в сравне-
нии с зарубежными аналогами. 

Финансирование. Работа выполнена в рамках 
отраслевой программы Роспотребнадзора.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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ВЫЯВЛЕНИЕ ЦИРКУЛИРУЮЩЕЙ РЕКОМБИНАНТНОЙ ФОРМЫ RF1_2K/1B ВИРУСА 
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В мире около 70 млн человек инфицировано вирусом гепатита С (ВГС), и около 400 тыс. умирают ежегодно от ослож-
нений хронического гепатита С. Ведение пациентов с хроническим гепатитом С может требовать генотипирования 
ВГС, поскольку эффективность некоторых широко применяемых противовирусных препаратов сильно зависит от ви-
русного генотипа и/или субтипа. Наиболее распространенная циркулирующая рекомбинантная форма ВГС, RF1_2k/1b, 
ошибочно классифицируется как генотип 2 многими коммерческими наборами для генотипирования ВГС, основанны-
ми на ОТ-ПЦР анализе 5’-нетранслируемой области генома вируса. Это приводит к неправильному лечению пациента, 
поскольку, принятые схемы лечения ВГС генотипа 2 неэффективны при инфицировании рекомбинантным вариантом 
RF1_2k/1b. В данной работе мы описали способ обнаружения РНК ВГС RF1_2k/1b в образцах крови методом ОТ-ПЦР 
анализа в реальном времени двух локусов вирусного генома (5’UTR и NS5b). Метод апробирован на 240 образцах сыворот-
ки крови инфицированных ВГС пациентов, в которых генотип вируса был определён как 2 или микст-инфекция (2+1) или 
(2+3) двумя коммерческими наборами «РеалБест РНК ВГС-1/2/3» (АО «Вектор-Бест», Новосибирск) и «ОТ-Гепатоген-С 
генотип» (ООО «ДНК-Технология», Москва). Выявлено 50 (20.8%) случаев рекомбинантной формы ВГС RF1_2k/1b, в том 
числе три смешанных инфекции: RF1_2k/1b + 1a, RF1_2k/1b + 3a, RF1_2k/1b + 1b. Во всех случаях правильность типиро-
вания ВГС предложенным методом подтверждена секвенированием по методу Сэнгера и филогенетическим анализом. 
Разработанный метод легко внедряем в клиническую практику и может использоваться в лабораториях, оборудованных 
для проведения ОТ-ПЦР анализа, чтобы правильно идентифицировать геновариант RF1_2k/1b.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  вирус гепатита С; рекомбинанты ВГС; RF1_2k/1b; ПЦР в реальном времени.
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ной формы RF1_2k/1b вируса гепатита С в сыворотке крови пациентов методом ОТ-ПЦР в режиме реального времени. 
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DETECTION OF CIRCULATING HCV RECOMBINANT FORM RF1_2K/1B IN BLOOD SERUM OF PATIENTS 
BY REAL-TIME RT-PCR
1AO «Vector-Best», 630117, Novosibirsk, Russia; 
2Research Center «Laboratory», 450075, Ufa, Russia; 
3Bashkir State Medical University, 450008, Ufa, Russia
Globally, about 70 million people are infected with the hepatitis C virus (HCV), and about 400 thousand people die annually from 
chronic hepatitis C complications. The management of patients with chronic hepatitis C may require HCV genotyping, since the 
efficiency of some widely used antiviral drugs strongly depend on the viral genotype and/or subtype. The most prevalent HCV 
circulating recombinant form, RF1_2k/1b, is misclassified as genotype 2 by many commercial HCV genotyping kits, based on 
the RT-PCR analysis of the 5’ untranslated region of the HCV genome. This leads to inappropriate patient treatment, since the 
accepted treatment schemes for HCV genotype 2 are ineffective for the RF1_2k/1b. Here we describe a method for detecting the 
RNA HCV RF1_2k/1b in blood samples by RT-PCR analysis of two regions in HCV genome (5’UTR and NS5b). The method was 
tested on 240 blood serum samples from HCV infected patients, in which HCV genotype was defined as 2 or mixed (2+1 or 2+3) 
by the two commercial genotyping kits “OT-Hepatogen-C genotype” (“DNA-Technology”, Moscow) and “RealBest RNA HCV-
1/2/3” (“Vector- Best “, Novosibirsk). 50 (20.8%) RF1_2k/1b cases were revealed, including three mixed infections: RF1_2k/1b + 
1a, RF1_2k/1b + 3a, RF1_2k/1b + 1b. In all cases, the accuracy of HCV typing by the proposed method was confirmed by Sanger 
sequencing and phylogenetic analysis. The method is easy to implement into clinical practice and may be used in clinical settings 
equipped for RT-PCR analysis to correctly identify the recombinant variant RF1_2k/1b.
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Введение. В мире около 70 млн человек инфицирова-
но вирусом гепатита С (ВГС). Ежегодно регистрируют 
около 2 млн новых случаев заражения. От осложнений 
хронического гепатита С (ХГС) ежегодно умирают 400 
тыс. человек [1-3]. Разработанные схемы лечения боль-
ных ХГС значительно замедляют развитие заболевания, 
предупреждают возникновение цирроза и гепатоцеллю-
лярной карциномы печени и, в итоге, снижают смерт-
ность [4, 5].

В настоящее время на основании филогенетического 
анализа полногеномных нуклеотидных последователь-
ностей штаммы ВГС подразделяют на 7 основных ге-
нотипов, каждый из которых, в свою очередь, делят на 
субтипы [6, 7]. Установлено, что пациенты, инфициро-
ванные ВГС генотипов 1, 2 и 3, которые наиболее рас-
пространены в мире и в России, по-разному отвечают на 
противовирусную терапию [4, 8]. Поэтому определение 
генотипа ВГС может иметь важное значение при назна-
чении терапии определёнными препаратами [5, 9]. Из-
вестно, что, инфицированные ВГС генотипов 2 или 3, 
лучше поддаются классической терапии пэгинтерферо-
ном/рибавирином, быстрее и значительно чаще дости-
гают устойчивого вирусологического ответа, чем зара-
женные генотипом 1 [8]. В этой связи для разных гено-
типов ВГС предписанные схемы лечения различаются 
по дозировкам и длительности терапии [4, 5]. На рынке 
также имеются препараты прямого противовирусного 
действия (ПППД), которые действуют непосредственно 
на белки ВГС, препятствуя его размножению, и обла-
дают как генотип-специфичным, так и пангенотипным 
действием [10-12]. Они обладают более высокой эффек-
тивностью и меньшим побочным действием, чем ком-
бинация пэгинтерферон/рибавирин [13]. При выборе 
оптимальной тактики лечения генотип-направленными 
препаратами прямого действия также необходимо опре-
деление генотипа вируса, а при инфицировании геноти-
пом 1 – дополнительно определение субтипа (1a или 1b) 
[4, 5, 14, 15].

В течение многих лет после открытия ВГС в 1989 
году, генетическое разнообразие вируса связывали с 
высокой частотой возникновения мутаций, накапливае-
мых в его геноме. А другой фундаментальный механизм 
изменчивости – рекомбинацию, происходящую между 
РНК ВГС различных генотипов, исключали, полагая, 
что такие варианты, если и образуются, то не являются 
жизнеспособными [16-19]. Однако, в Санкт-Петербурге 
впервые была обнаружена циркулирующая рекомби-
нантная форма ВГС, названная RF1_2k/1b [20]. Сформи-
ровалась она посредством гомологичной рекомбинации 
между геномами субтипов 2k и 1b. Сайт рекомбинации 
расположен в гене NS2 ВГС таким образом, что все его 
структурные гены относятся к субтипу 2k, а неструк-
турные – к 1b, наиболее трудно поддающемуся лече-

нию комбинацией пэгинтерферон/рибавирин [21, 22]. 
Данная рекомбинантная форма ВГС была впоследствии 
обнаружена в Грузии, Узбекистане, Ирландии, Франции, 
Германии, Кипре, Израиле и других странах [23-26]. 
Установлено, что этот вариант вируса возник на терри-
тории бывшего СССР в период с 1923 по 1956 г. [24, 25].

К настоящему времени описано 17 рекомбинант-
ных форм ВГС [21, 26], 9 из которых зарегистрирова-
ны в международной таксономической классифика-
ции (https://talk.ictvonline.org/ictv_wikis/flaviviridae/w/
sg_flavi/38/table-4-recombinant-rf-hcv-genomes). Кроме 
штаммов 2b/1a, 2b/1b и RF1_2k/1b, другие рекомби-
нанты ВГС были выявлены лишь однократно. Сегодня 
RF1_2k/1b – это единственный рекомбинантный вари-
ант ВГС, широко распространенный в мире и имеющий 
эпидемиологическое значение [25].

Сейчас на российском рынке отсутствуют зареги-
стрированные тесты для выявления рекомбинантов 
ВГС. При использовании имеющихся наборов реагентов 
для генотипирования, рекомбинант RF1_2k/1b ошибоч-
но определяется как генотип 2 [27]. Это представляет со-
бой серьезную проблему, поскольку есть данные о том, 
что рекомендуемые схемы лечения зараженных геноти-
пом 2 ВГС, малоэффективны для лиц, инфицированных 
RF1_2k/1b [28-33]. Вероятность ошибки при назначении 
курса терапии значительно возрастает в регионах, где 
этот вариант вируса имеет широкое распространение. 
Установлено, что в Грузии, где 7.7% взрослого населе-
ния заражено ВГС, 69 – 76% клинических образцов с 
ВГС, первоначально определяемых как генотип 2, в дей-
ствительности являются RF1_2k/1b [27, 28, 34].

В настоящее время для выявления рекомбинантов 
ВГС используют секвенирование как минимум двух, 
удаленных друг от друга геномных локусов вируса (ча-
ще всего 5'UTR и NS5b), и последующий филогенетиче-
ский анализ [35-37]. Сложность проведения и высокая 
стоимость этого метода ограничивают его применение 
в клинической практике, для которой крайне необходи-
ма более простая и доступная методика определения 
геноварианта RF1_2k/1b, позволяющая анализировать 
достаточно большое количество клинических образцов.

Цель настоящего исследования – апробация мето-
да выявления циркулирующей рекомбинантной формы 
RF1_2k/1b ВГС в сыворотке крови пациентов с помо-
щью обратной транскрипции, совмещенной с последу-
ющей полимеразной цепной реакцией в режиме реаль-
ного времени (ОТ-ПЦР-РВ).

Материал и методы. В работе исследовали 240 
образцов сыворотки крови больных, инфицированных 
ВГС. Первоначальный анализ, проведенный в ООО 
ИЦ «Лаборатория» (Уфа) с помощью набора реагентов 
«РеалБест РНК ВГС-1/2/3» (АО «Вектор-Бест», Ново-
сибирск), показал присутствие во всех пробах этой вы-
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борки РНК ВГС генотипа 2, в том числе в двух образцах 
в сочетании с генотипом 1, а в одном – с генотипом 3. 
Все образцы были зашифрованы, архивированы и хра-
нились при -70°С до проведения дополнительных ис-
следований.

Выделение РНК ВГС из сыворотки крови для геноти-
пирования методом ОТ-ПЦР-РВ осуществляли с помо-
щью набора «РеалБест экстракция 1000» (АО «Вектор-
Бест», Новосибирск). Дополнительное исследование 
образцов проводили в лаборатории ПЦР АО «Вектор-
Бест» с использованием теста «ОТ-Гепатоген-С гено-
тип» (ООО «ДНК-Технология», Москва), а трех проб 
с наличием более одного генотипа ВГС – также набора 
«АмплиСенс HCV-генотип-FL g1-6» (ООО «ИнтерЛаб-
Сервис», Москва).

В предлагаемом методе определения геновариан-
та RF1_2k/1b каждый образец РНК исследовали с по-
мощью ОТ-ПЦР-РВ одновременно в двух пробирках, 
содержащих лиофилизированные готовые реакцион-
ные смеси [38] (ГРС1, 2), которые позволяют выявлять 
участки генома ВГС, специфичные для генотипа 2 и суб-
типа 1b (табл. 1). 

Подбор генотип-специфичных олигонуклеотидных 
праймеров и зондов (табл. 2) осуществляли так, чтобы 
они не формировали стабильных димеров между собой 
и с последовательностями нецелевых локусов. При их 
дизайне использовали нуклеотидные последовательно-
сти ВГС генотипа 2 и субтипа 1b, представленные в ба-
зах данных NCBI (https://ncbi.nlm.nih.gov) и Los Alamos 
National Laboratory (https://hcv.lanl.gov).

ОТ-ПЦР-РВ проводили с помощью термоциклера 
СFX96 (Bio-Rad, США) по протоколу: 45°С – 30 мин, 
94°С – 1 мин; далее 50 циклов: 94°С – 10 сек, 60°С – 20 
сек (измерение флуоресценции при 60°С). В каждую про-
бирку с ГРС вносили 50 мкл раствора выделенной РНК.

Ампликоны участков 5’UTR, NS2, NS5b генома ВГС 
для последующего секвенирования нарабатывали с по-
мощью термоциклера T100 (Bio-Rad), методом одно-
стадийной ОТ-ПЦР, используя, соответственно, пары 
праймеров: 5UTRF и 5UTRR (специфичные к 5’UTR 
всех генотипов ВГС), NS2F и NS2R (специфичные к ре-
комбинанту RF1_2k/1b ВГС), NS5bF1 и NS5bR1 (специ-
фичные к NS5b всех генотипов ВГС), NS5bF2 и NS5bR2 
(специфичные к NS5b субтипа 1b) (табл. 3).

ОТ-ПЦР проводили в 50 мкл реакционной смеси, со-
держащей по 0.25 мкМ прямого и обратного праймеров, 
лиофилизованный «мастер-микс» (АО «Вектор-Бест») 
и 10 мкл раствора выделенной РНК. Реакцию проводи-
ли по протоколу: 45°С – 30 мин, 94°С – 10 сек, 60°С –  
15 сек, 72°С – 30 сек. 

Секвенирование полученных продуктов амплифи-
кации по методу Сэнгера выполняли в ЦКП «Геноми-
ка» СО РАН (Новосибирск), для интерпретации секве-
нограмм применяли программу Chromas 2.6.4 (http://
technelysium.com.au). Для проб, в которых были обна-
ружены более одного генотипа ВГС, по гетерогенной 
секвенограмме выявляли одновременное наличие смеси 
двух разных последовательностей, на основании при-
сутствующих мажорных и минорных пиков.

Дизайн олигонуклеотидов выполнен в программе 
OligoAnalyzer (http://eu.idtdna.com/calc/analyzer). Синтез 
олигонуклеотидов осуществлён в лаборатории химиче-
ского синтеза АО «Вектор-Бест». Выравнивание нукле-
отидных последовательностей выполняли с помощью 
программы Unipro UGENE 35.0 (http://ugene.net). Фило-
генетический анализ выполняли методом «Neighbor-
Joining» (NJ) в программе MEGA 6.06 (http://megasoft-
ware.net). Гомологию последовательностей сравнивали с 
использованием сетевых on-line ресурсов: NCBI BLAST 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov), NCBI Genotyping (https://
ncbi.nlm.nih.gov/projects/genotyping/formpage.cgi) и Los 
Alamos National Laboratory (https://hcv.lanl.gov/content/
sequence/BASIC_BLAST/basic_blast.html). Определение 
точки рекомбинации выполняли методом «BootScan» в 
программе RDP 4.95 (http://web.cbio.uct.ac.za).

Результаты и обсуждение. В результате генотипи-
рования образцов с помощью набора «ОТ-Гепатоген-С 
генотип» в 237 пробах был определен только генотип 
2, так же как при первоначальном генотипировании с 
применением теста «РеалБест РНК ВГС-1/2/3». В про-
бах №8 и 42 кроме генотипа 2 ВГС были обнаружены, 
соответственно, субтипы 1a и 1b, а в №17 – генотип 3. 

Т а б л и ц а  1
Фрагменты генома и генотипы ВГС,  

определяемые с помощью ГРС1, 2

Пробирка Исследуемый участок 
гена

Определяемый генотип / 
субтип ВГС

ГРС1 5’UTR 2
ГРС2 NS5b 1b

Т а б л и ц а  2
Праймеры и зонды*, использованные для детекции генотипа 2 

и субтипа 1b ВГС

Наименование Последовательность 5’→3’
5’UTR, 
тип 2

G2F CCCGGGAGAGCCATAGT
G2R CAAGCACCCTATCAGGCAGT

G2P FAM-ACCCACTCTATGCCCGGCCATTTGGGC-
GTGCC-BHQ1

NS5b, 
тип 1b

bF1 ACATGTTACTTGAAGGCCWCT
bF2 ACATGTTACTTGAAAGCCTCT
bF3 ACATGCTACTTGAAGGCCTCT
bR1 ATAGCCTCCGTGAAGACTCGTA
bR2 GTCGTATTCTGGTTGGGGC
bP1 R6G-AGGTCGTCTCCGCACACGAGCATC-BHQ1
bP2 R6G-AGGTCGTCTCCGTTCACGAGCATC-BHQ1
bP3 R6G-AGGTCGTCTCCGCACACGAGCATT-BHQ1

П р и м е ч а н и е .  * FAM: 6-карбоксифлуоресцеин; R6G: 6-кар-
боксиродамин.

Т а б л и ц а  3
Праймеры, применяемые для амплификации  

и секвенирования фрагментов генома ВГС

Наименование Последовательность 5’→3’ Длина 
ампликона, 

п.н.
5UTRF ACTCCCCTGTGAGGAACT 301
5UTRR TGCACGGTCTACGAGACCT
NS2F GTTTGACATAACCAAGTGGCT 513
NS2R TCGACCTGGTTCTTGTCC
NS5bF1 GAYACCCGYTGCTTTGACTC 380
NS5bR1 TAYCTGGTCATAGCCTCCGT
NS5bF2 GACTA-

ATTCAAAAGGGCAGAACT
280

NS5bR2 GTCGTATTCTGGTTGGGGC
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При дополнительном исследовании этих трех проб с по-
мощью набора «АмплиСенс HCV-генотип-FL g1-6» ре-
зультаты, полученные для № 8 и 42, полностью совпали 
с данными теста «ОТ-Гепатоген-С генотип», а в пробе 
№17 выявлены генотип 2 и субтип 3а (табл. 4). Сходные 
результаты для всех трех проб №8, 42 и 17 получены при 
генотипировании тестом «РеалБест РНК ВГС-1/2/3» с 
учетом того, что последний не позволяет дифференци-
ровать субтипы ВГС.

При анализе образцов с помощью предлагаемого в 
данной работе метода результаты интерпретируют сле-
дующим образом. Если положительный сигнал детек-
тируется только в ГРС1, то результат интерпретируется 
как «генотип 2»; если только в ГРС2 – как «субтип 1b». 
Если положительный сигнал детектируется одновре-
менно в ГРС1 и ГРС2, то это указывает на присутствие 
в пробе рекомбинанта RF1_2k/1b.

При анализе всей выборки образцов с использовани-
ем разработанного нами метода в 190 пробах был опре-
делен только генотип 2 ВГС (табл. 5). В других 47 про-
бах этот генотип выявлялся одновременно с субтипом 
1b, что соответствует наличию в исследуемых сыворот-
ках крови рекомбинанта RF1_2k/1b. Такой же результат 
получен при тестировании проб №8, 17, 42.

Для подтверждения присутствия RF1_2k/1b в 50 
образцах проведено секвенирование методом Сэнгера 
участков локусов 5'UTR, NS2 и NS5b во всех этих про-
бах. Анализ полученных нуклеотидных последователь-
ностей верифицировал данные генотипирования, вы-

полненного разработанным методом. Все образцы с по-
ложительным результатом ОТ-ПЦР-РВ одновременно в 
пробирках с ГРС1 и ГРС2 содержали фрагмент 5'UTR, 
соответствующий генотипу 2 ВГС (рис. 1), а участок ге-
на NS5b – субтипу 1b (рис. 2).

Нуклеотидные последовательности фрагмента NS2, 
определенные в этих пробах, соответствуют геновари-
анту RF1_2k/1b (рис. 3, 4).

Т а б л и ц а  4
     Результаты генотипирования ВГС в трех образцах сыворот-
ки крови использованием трех различных наборов реагентов

№  
образца

Генотипы / субтипы ВГС, выявленные с помощью набора
РеалБест РНК ВГС-

1/2/3
ОТ-Гепатоген- 

С генотип
АмплиСенс HCV-
генотип-FL g1-6

8 2 + 1 2 + 1a 2 + 1a
17 2 + 3 3 2 + 3a
42 2 + 1 2 + 1b 2 + 1b

Т а б л и ц а  5
Результаты исследования 240 образцов сыворотки крови  

пациентов, инфицированных ВГС, с помощью предлагаемого 
нами метода

Количество  
образцов, №

Результат ОТ-ПЦР при исследовании образца в 
пробирке (определяемый генотип / субтип ВГС) 

ГРС1 (генотип 2) ГРС2 (субтип 1b)
190 + -
47 + +
3 (№ 8, 17, 42) + +

Рис 1. Филогенетическое дерево, построенное методом NJ в 
программе MEGA 6.06, для нуклеотидных последовательно-
стей фрагмента локуса 5’UTR длиной 238 н. в секвенирован-
ных образцах № 01 – 50.

Рис. 2. Филогенетическое дерево, построенное методом NJ 
в программе MEGA 6.06, для нуклеотидных последователь-
ностей фрагментов гена NS5b длиной 340 н. (а) или 238 н. (б) 
в секвенированных образцах № 01 – 50.

а

б
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В пробе №8 разработанным нами методом, в до-
полнение к результатам, полученным с помощью 
коммерческих тестов (табл. 4), определено наличие 
субтипа 1b (табл. 5). Секвенированием по методу 
Сэнгера установлено, что в этой пробе содержатся 
сразу две нуклеотидные последовательности локуса 
5'UTR, соответствующие генотипу 1 (РНК №08-1) и 2 
(РНК №08-2) (рис. 1, 5), а также последовательность 
участка гена NS5b, принадлежащая субтипу 1b (рис. 
2А). Фрагмент гена NS2 соответствует геноварианту 
RF1_2k/1b (см.рис. 4).

Секвенированием образца № 17 установлено, что в 
нем содержатся одновременно два участка 5’UTR об-
ласти, соответствующие генотипам 3 (РНК №17-1) и 2 
(РНК № 17-2) (рис. 1, 6), и последовательность участка 
гена NS5b, принадлежащая субтипу 1b (рис. 2А). Фраг-
мент NS2 соответствует рекомбинанту RF1_2k/1b (рис. 4).

В результате секвенирования участков последова-
тельностей РНК ВГС, выделенной из образца № 42, об-
наружены два фрагмента 5’UTR области, принадлежа-
щие генотипу 1 (РНК №42-1) и генотипу 2 (РНК №42-2) 

(рис. 1, 7). Участок гена NS5b соответствует субтипу 1b 
(см. рис. 2, б), а фрагмент NS2 – геноварианту RF1_2k/1b 
(см. рис. 4).

Исходя из полученных результатов, 50 из 240 иссле-
дованных образцов сыворотки крови содержат рекомби-
нантную форму RF1_2k/1b ВГС (см. рис. 3, 4), структура 
которой соответствует имеющимся литературным дан-
ным [20, 39].

Рис. 3. Результат «BootScan» анализа рекомбинантных РНК по последовательности фрагмента NS2 на примере образца № 20 
выполненный в программе RDP 4.95. Исходные генотипы представлены субтипами 2k (AB031663) и 1b (D902208). Стрелка 
указывает определённое программой место рекомбинации.

Рис. 4. Фрагмент множественного выравнивания нуклеотид-
ных последовательностей локуса NS2 в секвенированных об-
разцах № 01 – 50. В качестве референсных использованы по-
следовательности 2k.AB03166 и 1b.D90208 из базы данных 
NCBI. Место рекомбинации указано стрелкой.

Рис. 5. Фрагмент множественного выравнивания нуклеотид-
ных последовательностей локуса 5’UTR в секвенированных 
РНК № 08-1, 08-2. В качестве референсных использованы 
последовательности 1a.M62321, 1b.090208 и 2k.AB03166 из 
базы данных NCBI.

Рис. 6. Фрагмент множественного выравнивания нуклеотид-
ных последовательностей локуса 5’UTR в секвенированных 
РНК № 17-1, 17-2. В качестве референсных использованы 
последовательности 3a.D17763 и 2k.AB03166 из базы дан-
ных NCBI.
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Сопоставление результатов секвенирования с дан-
ными, полученными методом ОТ-ПЦР-РВ, указывает 
на наличие в образце №8 РНК ВГС субтипа 1a (РНК № 
08-1) и рекомбинанта RF1_2k/1b (РНК № 08-2). Полу-
ченные результаты также свидетельствуют, что в пробе 
№17 содержатся одновременно субтип 3а (РНК № 17-1) 
и RF1_2k/1b ВГС (РНК № 17-2). Совокупность данных, 
полученных по образцу №42 доказывает, что он со-
держит как субтип 1b (РНК № 42-1), так и геновариант 
RF1_2k/1b ВГС (РНК № 42-2).

Заключение. Таким образом, в настоящей работе 
предложен и апробирован метод обнаружения цирку-
лирующей рекомбинантной формы RF1_2k/1b вируса 
гепатита С с использованием ОТ-ПЦР в режиме ре-
ального времени. Апробация метода, проведенная на 
240 образцах сыворотки крови пациентов, инфициро-
ванных ВГС, отнесенных при анализе с помощью двух 
коммерческих наборов реагентов к генотипу 2, показа-
ла, что в 50 (20,8%) из этих проб содержится рекомби-
нант RF1_2k/1b. Разработанный нами метод достаточно 
прост в исполнении и может применяться в лаборато-
риях, оснащенных оборудованием для проведения ОТ-
ПЦР в режиме реального времени, с целью выявления 
РНК геноварианта RF1_2k/1b, а также дифференциро-
вания рекомбинанта от генотипа 2 ВГС, что необходимо 
для проведения адекватной и успешной терапии инфи-
цированных пациентов.
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Рис. 1. Рост S. aureus Wood-46. 
а – на агаре Байрд-Паркера (ФБУН ГНЦ ПМБ); б – Baird-Parker Agar Base (HiMedia).

Рис.2. Рост S. aureus «Виотко». 
а – на агаре Фогель-Джонсона (ФБУН ГНЦ ПМБ); б – на Vogel-Johnson Agar Base. (HiMedia).
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Время проведения анализа - 1 час 25 мин

Срок годности набора – 24 месяца

Наборы реагентов для определения IgM и IgG к вирусу SARS-CoV-2

«Тест-система иммуноферментная 
для выявления антител класса М к SARS-CoV-2» 

предназначен для качественного 
выявления видоспецифических антител класса М (IgМ) 

к коронавирусу 2 типа в сыворотке (плазме) крови человека. 
«ИФА-SARS-CoV-2-АТ-М»

РРУ № РЗН 2020/13045 от 25.12.2020г.

Комплект № 1 – рассчитан на 96 определений,
Комплект № 2 – рассчитан на 480 определений.

«Тест-система иммуноферментная 
для выявления антител класса G к SARS-CoV-2» 

предназначен для качественного и полуколичественного 
выявления видоспецифических антител класса G (IgG) 

к коронавирусу 2 типа в сыворотке (плазме) крови человека .
 «ИФА-SARS-CoV-2-АТ-G»
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к коронавирусу SARS-CoV-2 в образцах сыворотки, 
плазмы или цельной крови человека» 

"ИХА-СOVID-19-IgM/IgG" 

РУ № РЗН 2020/11955 от 14.09.2020г.

ККомплект №1 - рассчитан на 1 определение,
Комплект №2 - рассчитан на 25 определений,
Комплект №3 - рассчитан на 50 определений.

Объём исследуемого образца 10 мкл
Оценка результата – визуально через 10-15 мин

Срок годности набора – 25 месяцев

«Тест-система иммунохроматографическая
для качественного выявления антигенов

 вируса SARS-CoV-2 в образцах
 назофарингеальных мазков человека»

 «ИХА-SARS-CoV-2-Ag» 

РУ № РЗН 2021/13607 от 01.03.2021г.

ккомплект №1 рассчитан на исследование 25 образцов,
комплект №2 рассчитан на исследование 50 образцов. 

Объём исследуемого образца 3 капли (120 мкл) 
Оценка результата - визуально через 10-15 мин 

Срок годности набора - 25 месяцев

Иммуноферментный анализ (ИФА, ELISA)

Иммунохроматографический анализ (ИХА, Экспресс тест)


