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Землянухина О.А.1, Калаева Е.А.1, Суворова И.М.2, Кривошеева Е. В.2, Мальцев А.Б.2, 3,  
Калаев В.Н.1, Ларина А.В.1 , Семенова Е.Ф.4

ПОКАЗАТЕЛИ КЛИНИЧЕСКОГО И БИОХИМИЧЕСКОГО АНАЛИЗОВ КРОВИ  
КАК МАРКЕРЫ ЛЕТАЛЬНОГО ИСХОДА ПРИ КОРОНАВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИИ

1 ФГБОУ ВО «Воронежский государственный университет» Министерства науки и высшего образования РФ, 394018, 
Воронеж, Россия; 
2 БУЗ ВО «Воронежская областная клиническая больница № 1» Минздрава РФ, 394066, Воронеж, Россия; 
3ФГБОУ ВО «Воронежский государственный медицинский университет им. Н.Н. Бурденко» Минздрава РФ, 394036, 
Воронеж, Россия; 
4Медицинская академия имени С.И. Георгиевского ФГАОУ ВО «Крымский федеральный университет  
имени В.И. Вернадского» Министерства науки и высшего образования РФ, 295051, Симферополь, Россия

Целью работы явилось исследование показателей клинического и биохимического анализов крови у выживших и умерших 
мужчин с тяжелым течением коронавирусной инфекции в динамике развития заболевания для выявления маркеров (пре-
дикторов) летального исхода. В исследование были включены 40 мужчин в возрасте 63-75 лет, находящихся в реанима-
ционном отделении БУЗ ВО «Воронежская областная клиническая больница № 1». Ретроспективно обследуемые были 
разделены на 2 группы. 1-я группа включала 20 выживших пациентов (средний возраст 70,9±2,6 лет), 2-я группа – 20 
умерших пациентов (средний возраст 70,3±3,8 лет). Анализировали 18 показателей крови при поступлении в больницу, в 
разгар болезни (или перед смертью у пациентов из 2-й группы) и при выписке (у выживших пациентов). Для обнаружения 
предикторов летального исхода использовали ROC-анализ. У пациентов в обеих группах наблюдались явления «цитоки-
нового шторма», нарушения лейкоцитарной формулы, системы гемостаза, углеводного и белкового обмена, интокси-
кация. Установлено, что при поступлении в стационар маркерами летального исхода могут служить: уровень ферри-
тина, D-димера, ИЛ-6, АЛТ, Т и В-лимфоцитов, СРБ. У пациентов в критическом состоянии крайне неблагоприятным 
являлся выход за пределы cut-off point содержания D-димера, фибриногена, ферритина, АЛТ, ИЛ-6, Т-лимфоцитов, обще-
го белка, глюкозы и увеличение тромбинового времени. При оценке риска гибели больного следует руководствоваться не 
значениями отдельных показателей, а их совокупностью, и исходить из представлений о том, что чем больше признаков 
из перечня маркеров достигают критических значений, тем выше для пациента вероятность летального исхода.
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T-lymphocytes, total protein, glucose and an increase in thrombin time was extremely unfavorable. When assessing the risk of death of a 
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more signs from the list of markers reach critical values, the higher the probability of a lethal outcome for the patient.
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Введение. В условиях пандемии коронавирусной 
инфекции накопление и анализ сведений о факторах 
риска тяжелого течения и летального исхода заболе-
вания имеют большое значение [1–5]. Полученные 
к настоящему времени результаты исследований по-
зволяют говорить, что вероятность осложненного 
течения COVID-19 и летального исхода повышена у 
лиц мужского пола в пожилом возрасте с сердечно-
сосудистыми, онкологическими заболеваниями, са-
харным диабетом и ожирением [6–7]. Однако по не-
установленным причинам часть пациентов из группы 
риска выживает, а часть погибает.

Лабораторные показатели крови точно отражают 
текущее состояние пациента, позволяют отслеживать 
динамику, выявлять нарушения в работе отдельных 
систем и органов. Общий и биохимический анализы 
крови являются рутинной практикой мониторинга со-
стояния здоровья человека, все показатели хорошо 
изучены и описаны, оборудование и расходные ма-
териалы для проведения анализов доступны, забор 
крови не представляет существенных затруднений. 
Поэтому необходимо разрабатывать на их основе си-
стему предикторов, которые дадут возможность сво-
евременно оценивать риски и корректировать схему 
лечения [2, 8, 9]. В настоящее время разные авторы 
[10–16] выделяют от 8 до 14 маркеров неблагоприят-
ного исхода при коронавирусной инфекции. Особое 
внимание уделяется провоспалительным факторам 
(интерлейкины, С-реактивный белок, ферритин и 
т.п.) и показателям гемостаза (D-димер, фибриноген, 
АЧТВ, тромбиновое время и т.д.). Но поскольку COV-
ID-19 является мультисистемным заболеванием, дру-
гие признаки также заслуживают изучения, так как не 
только «цитокиновый шторм» и нарушения системы 
гемостаза являются причинами смерти пациентов.

Цель настоящего исследования − систематизация 
и сравнительный анализ клинических и биохимиче-
ских показателей крови у выживших и умерших муж-
чин с тяжелым течением коронавирусной инфекции в 
динамике развития заболевания для выявления пре-
дикторов летального исхода.

Материал и методы. Был проведен ретроспек-
тивный анализ клинико-биохимических показателей 
крови пациентов, находившихся в период с 1 февраля 
по 31 марта 2021 г. в отделении № 2 для лечения паци-
ентов с коронавирусной инфекцией и реанимации БУЗ 
ВО «Воронежская областная клиническая больница № 
1». Критерии включения в исследование: установлен-
ный по результатам ПЦР-теста и КТ грудной клетки 
диагноз «внебольничная полисегментарная пневмо-
ния, вызванная вирусом COVID-19», пожилой возраст 
(63-75 лет). Перечисленным требованиям удовлетворя-
ли 40 человек, из которых ретроспективно были сфор-
мированы 2 группы сравнения. 1-ю группу составили 
выжившие пациенты (20 человек, средний возраст 
70,9±2,6 лет), 2-ю группу – умершие пациенты (20 
человек, средний возраст 70,3±3,8 лет). В обеих груп-
пах у пациентов имелись сопутствующие заболевания 
сердечно-сосудистой, мочеполовой, дыхательной, пи-
щеварительной систем, онкологические заболевания, 
неврологическая, сосудистая и другие виды патологий 
(табл. 1). От всех пациентов было получено информи-
рованное согласие на обследование.

Были исследованы следующие показатели кро-
ви: СОЭ, содержание лейкоцитов, лимфоцитов, Т- и 
В-субпопуляций лимфоцитов, интерлейкина-6 (ИЛ-
6), С-реактивного белка (СРБ), аспартатаминотранс-
феразы (АСТ), аланинаминотрансферазы (АЛТ), 
глюкозы, мочевины, креатинина, фибриногена, обще-
го белка, лактатдегидрогеназы (ЛДГ), ферритина, 
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Т а б л и ц а  1
Частоты встречаемости сопутствующих заболеваний у пациентов с тяжелым течением коронавирусной инфекции в группах сравнения

Сопутствующий диагноз Выжившие пациенты 
(n=20)

Умершие пациенты 
(n=20) Равенство частот

Сердечно-сосудистые заболевания
Ишемическая болезнь сердца 10 % (n=2) 20 % (n=4) Z=1,328, р=0,184

Частоты событий совпадают
D=0,1, CI=0,1858

Миокардит 10 % (n=2) 5 % (n=1) Z=1,201,  p=0,230
Частоты событий совпадают

D=0,05, CI=0,1370
Постинфарктный кардиосклероз 5 % (n=1) 5 % (n=1) Z=0,7255,  p=0,468

Частоты событий совпадают
D=0, CI=0,1134

Миокардиодистрофия 5 % (n=1) 10 % (n=2) Z=1,201,  p=0,230
Частоты событий совпадают

D=0,05, CI=0,1370
Гипертоническая болезнь II-III степени 10 % (n=2) – –
Легкий сочетанный порок митрального клапана 5 % (n=1) – –
Стабильная стенокардия 5 % (n=1) – –
Стабильная аритмия 5 % (n=1) – –
Сердечно-легочная недостаточность 5 % (n=1) – –
Кардиоэмболия – 20 % (n=4) –
Атеросклероз аорты коронарных артерий – 10 % (n=2) –
Пароксизмальная форма фибрилляции предсердий – 5 % (n=1) –
Состояние после имплантации электрокардиостимулятора – 5 % (n=1)
Аневризма корня и восходящего отдела аорты – 5 % (n=1) –
Дилатационная кардиомиопатия – 5 % (n=1)
Всего 60 % (n=12) 90 % (n=18) Z=2,556, p=0,011

Частоты событий не совпадают
D=0,3; CI=0,2253

Заболевания мочеполовой системы
Kисты почек 5 % (n=1) 10 % (n=2) Z=-1,201, p=0,230

Частоты событий совпадают
D=0,05, CI=0,1370

Хроническая почечная недостаточность 10 % (n=2) 10 % (n=2) Z=0,7255, p =0,468
Частоты событий совпадают

D=0, CI=0,1134
Острая почечная недостаточность 5 % (n=1) 5 % (n=1) Z=0,7255, p =0,468

Частоты событий совпадают
D=0, CI=0,1134

Мочекаменная болезнь 10 % (n=2) – –
Гломерулонефрит – 5 % (n=1) –
Доброкачественная гиперплазия предстательной  
железы; трансуретарная резекция простаты

5 % (n=1) – –

Всего 35 % (n=7) 30 % (n=6) Z=-0,6752, p=0,500
Частоты событий совпадают

D=0,05, CI=0,2437
Заболевания органов дыхания
Эмфизема легких 10 % (n=2) – –
Пульмосклероз 10 % (n=2) – –
Бронхиальная астма 10 % (n=2) – –
Хронический гипостатический синусит 5 % (n=1) – –
Легочная гипертензия – 5 % (n=1) –
Всего 35 % (n=7) 5 % (n=1) Z=-2,767, p =0,006

Частоты событий не совпадают
D=0,3, CI=0,2081

Заболевания пищеварительной системы
Хронический холецистит 5 % (n=1) 5 % (n=1) Z=0,7255, p=0,468

Частоты событий совпадают
D=0, CI=0,1134

Продолжение табл. 1 см. на стр. 692. 
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тью. Нормальные значения показателей были взяты 
из литературных источников [19−22].

Общий анализ крови проводили на гематологиче-
ском анализаторе Sysmex-XT-4000i. Количественную 

D-димера и тромбиновое время. Для 1-й группы при-
ведены значения показателей крови при поступлении 
в больницу, в разгар болезни и при выписке, для 2-й 
группы – при поступлении в стационар и перед смер-

Сопутствующий диагноз Выжившие пациенты 
(n=20)

Умершие пациенты 
(n=20) Равенство частот

Панкреатит 10 % (n=2) 5 % (n=1) Z=-1,201, p =0,230
Частоты событий совпадают

D=0,05, CI=0,1370
Дивертикулез сигмовидной кишки 5 % (n=1) – –
Грыжа пищеводного отверстия диафрагмы 5 % (n=1) – –
Желчекаменная болезнь 5 % (n=1) – –
Всего 30 % (n=6) 10 % (n=2) Z=-1,976, p=0,0481

Частоты событий не совпадают
D=0,2, CI=0,2081

Неврологическая патология
Пароксизмальное расстройство сознания 5 % (n=1) 5 % (n=1) Z=0,7255, p=0,468

Частоты событий совпадают
D=0, CI=0,1134

Дисциркуляторно-постгипоксическая энцефалопатия 
II-III степени

– 5 % (n=1) –

Цереброваскулярная болезнь – 5 % (n=1) –
Синдром речевых нарушений 10 % (n=2) –
Геморрагический инсульт 5 % (n=1) –
Ишемический инсульт – 15 % (n=3) –
Рубцово-кистозные изменения головного мозга – 5 % (n=1) –
Макроаденома гипофиза – 5 % (n=1) –
Всего 20 % (n=4) 40 % (n=8) Z=1,725, p =0,084

Частоты событий совпадают
D=0,2, CI=0,2384

Сосудистая патология
Тромбоз вен нижней конечности 5 % (n=1) 5 % (n=1) Z=0,7255, p =0,468

Частоты событий совпадают
D=0, CI=0,1130

ТЭЛА – 5 % (n=1) –
Острый тромбофлебит 5 % (n=1) – –
Хроническая венозная недостаточность 10 % (n=2) – –
Всего 20 % (n=4) 10 % (n=2) Z=-1,328, p=0,184

Частоты событий совпадают
D=0,1, CI=0,1858

Патология обмена веществ
Впервые выявленный сахарный диабет 10 % (n=2) 15 % (n=3) Z=-0,9562, p=0,339

Частоты событий совпадают
D=0,05, CI=0,1721

Сахарный диабет 2 типа 5 % (n=1) – –
Ожирение III степени 5 % (n=1) – –
Всего 20 % (n=2) 15 % (n=3) Z=-0,8323, p=0,405

Частоты событий совпадают
D=0,05, CI=0,1977

Онкологические заболевания
Рак 5 % (n=1) 15 % (n=3) Z=1,581,  p=0,114

Частоты событий совпадают
D=0,1, CI=0,1561

Лейкоз – 10 % (n=2)
Всего 5 % (n=1) 25 % (n=5) Z=2,214, p=0,0268

Частоты событий не совпадают
D=0,2, CI=0,1858

Прочие патологии
Септическое воспаление – 10 % (n=2) –
Анемия – 5 % (n=1) –
Атопический дерматит 5 % (n=1) – –

П р и м е ч а н и е . Здесь и табл. 2: n – число обследованных.
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ского процесса. У выживших пациентов исследуемый 
показатель к моменту выписки снижался. У умерших 
пациентов уровень лейкоцитов при госпитализации  
превышал норму. В обеих группах в разгар заболева-
ния был зарегистрирован лейкоцитоз, различий между 
группами не было обнаружено. У выживших паци-
ентов к моменту выписки из стационара количество 
лейкоцитов снижалось до нормальных значений. От-
носительное содержание лимфоцитов у выживших 
и умерших больных на момент госпитализации и в 
разгар болезни было заметно ниже нормы. Однако 
пересчет на абсолютные значения позволил прийти к 
заключению, что уровень лимфоцитов у пациентов в 
обеих группах оставался нормальным (см. табл. 2), а 
выявленная относительная лимфоцитопения является 
следствием повышения долей полиморфноядерных 
гранулоцитов и, возможно, моноцитов. Уровень креа-
тинина у пациентов 1-й группы  во время поступле-
ния и в разгар болезни на 10–37 % превышал верхнюю 
границу нормы, к выписке снижался до нормальных 
значений, тогда как у больных 2-й группы  данный по-
казатель был выше установленной границы в 1,6 раза и 
более. Однако, из-за широких пределов варьирования 
исследуемого показателя различий между группами 
выявлено не было. Активность АСТ у пациентов в обе-
их группах при поступлении превышала норму и впо-
следствии возрастала. У выживших пациентов к мо-
менту выписки уровень АСТ снижался и приближался 
к верхней границе нормы. Активность ЛДГ у пациен-
тов в обеих группах в разгар болезни была выше нор-
мы. С улучшением состояния у выживших пациентов 
активность ЛДГ нормализовалась. Концентрация мо-
чевины в сыворотке крови у выживших и умерших 
больных на момент госпитализации превышала норму, 
с ухудшением состояния данный показатель возрастал 
в обеих группах (табл. 2). Концентрация фибриногена 
у пациентов 1-й группы снижалась в течение всего пе-
риода наблюдений, ко времени выписки незначитель-
но превышая норму, тогда как у пациентов из 2-й груп-
пы она увеличивалась в течение периода наблюдений.

Между умершими и выжившими пациентами раз-
личия при госпитализации были обнаружены по сле-
дующим показателям: количество лейкоцитов, доли 
Т- и В-лимфоцитов, АЛТ, концентрация глюкозы, ин-
терлейкина-6, СРБ, ферритина, D-димера, тромбино-
вое время; в разгар заболевания – по показателям: доли 
Т- и В-лимфоцитов, АЛТ, содержание интерлейкина-6, 
ферритина, общего белка, D-димера (см. табл. 2). При 
этом погибшие пациенты поступали с лейкоцитозом, 
тогда как у выживших содержание лейкоцитов в кро-
ви находилось в пределах нормы; с прогрессировани-
ем заболевания содержание лейкоцитов возрастало в 
обеих группах пациентов и возвращалось к норме у 
выживших мужчин к моменту выписки из стациона-
ра. Уровень Т-лимфоцитов у выживших пациентов 
при поступлении соответствовал норме, а у погибших 
был снижен; доля В-лимфоцитов превышала норму 
у выживших пациентов только в разгар заболевания, 
а у умерших – в течение всего времени наблюдения. 
Активность АЛТ у выживших больных на момент го-
спитализации находилась на верхней границе нормы, у 

оценку популяций Т- и В-лимфоцитов осуществля-
ли методом проточной цитометрии с использовани-
ем моноклональных конъюгатов (Immunotech S.A.S. 
Beckman Coulter, США) на проточном цитометре 
Navios (Beckman Coulter Life Sciences, США). Для 
определения содержания СРБ, глюкозы, мочевины, 
креатинина, общего белка, АЛТ, АСТ и ЛДГ исполь-
зовали автоматический анализатор Humastar 600 
(Human GmbH, Германия). D-димер, ферритин опре-
деляли на автоматическом иммунохемилюминес-
центном анализаторе IMMULITE 2000 XPi (Siemens 
Healthcare Diagnostics). Определение показателей ге-
мостаза (фибриноген, тромбиновое время) проводили 
на коагулометре Destiny Plus (Tcoag Ireland Limited, 
Ирландия). Определение концентрации интерлейки-
на-6 проводили методом иммуноферментного анализа 
с применением тестов «Интерлейкин-6-ИФА-БЕСТ» 
(АО «Вектор-Бест», Россия) на микропланшетном 
ридере Invitrologic (ООО «Медико-биологический 
Союз», Россия).

Статистическую обработку результатов проводили 
в пакетах программ Stadia 7.0 Professional (InCo, Рос-
сия) и MedCalc for Windows, version 17.5.3 (MedCalc 
Software, Ostend, Бельгия) согласно рекомендациям 
[17]. Данные представлены в формате среднее ариф-
метическое ± стандартное отклонение (M±sx). Выбо-
рочные средние величины признаков, распределение 
которых подчинялось нормальному закону, сравнива-
ли по критериям Фишера и Стьюдента; медианы при-
знаков, распределение которых было отлично от нор-
мального, – по Х-критерию рангов Ван-дер-Вардена, 
частоты встречаемости сопутствующих заболеваний 
в 1-й и 2-й группах  – по критерию равенства долей χ2.  
Отношение шансов (ОШ) рассчитывали как частное 
относительных частот встречаемости данного типа 
патологии в группах умерших и выживших паци-
ентов. Для выявления предикторов летального ис-
хода использовали ROC-анализ (Receiver Operator 
Characteristic) по методу [18]. Анализировали пло-
щадь под кривой (AUC – Area Under Curve) в коорди-
натах «100 % – специфичность; чувствительность», 
критические значения (cut-off point) показателя, чув-
ствительность (Se, %) и специфичность (Sp, %) теста. 
Нулевую гипотезу при применении всех методов ста-
тистической обработки отвергали при p < 0,05.

Результаты. Были проанализированы частоты 
встречаемости сопутствующих заболеваний у паци-
ентов в группах сравнения (табл. 1). Различия между 
группами были обнаружены по встречаемости пато-
логий сердечно-сосудистой системы (ОШ=1,50), ор-
ганов дыхания (ОШ=0,14), пищеварения (ОШ=0,33) 
и онкологическим заболеваниям (ОШ=5,00).

Результаты общего и биохимического анализов 
крови позволили установить, что различий по по-
казателям СОЭ, лимфоциты, креатинин, АСТ, ЛДГ, 
мочевина, фибриноген у пациентов 1 и 2 групп при 
поступлении в стационар и в разгар болезни не было 
(табл. 2). 

СОЭ у пациентов в обеих группах на момент по-
ступления в стационар и в разгар болезни была выше 
нормы, и увеличивалась по мере развития патологиче-
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Т а б л и ц а  2
Показатели крови пациентов с COVID-19

Показатель Время забора биоматериала 
(крови)

Нормальные  
значения [19-22]

1-я группа (n=15), x±sx,
(95 CI%)

2-я группа (n=15), x±sx,
(95 CI%)

СОЭ, мм/час Поступление 2,0-20,0 34,9±13,6 (6,3) 36,4±12,6(5,8)
Разгар 45,8±14,4 (6,8) 51,4±22,4 (10,4)

Выписка 23,3±9,7 (4,5) -
Лейкоциты, ×109 кл/л Поступление 4,0-9,0 8,3±3,2 (2,0) 16,3±20,1* (9,3)

Разгар 13,4±4,3 (2,5) 22,1±26,7 (12,3)
Выписка 8,7±2,0 (0,9) -

Лимфоциты, % Поступление 25-40 15,3±5,1 (2,3) 17,0±15,0 (6,9)
Разгар 10,5±9,9 (4,6) 11,0±16,7 (7,8)

Выписка 13,2±5,7  (2,7) -
Лимфоциты, 
×109 кл/л

Поступление 1,0–4,8 1,3 2,8
Разгар 1,4 2,4

Выписка 1,1
Т-лимфоциты, % Поступление 66-76 68,9±9,8 (4,5) 60,0±15,3* (7,1)

Разгар 61,2±6,5 (3,0) 56,1±16,2* (7,5)
Выписка 67,6±6,6 (3,1) -

В-лимфоциты, % Поступление 6-18 14,35±7,1 (3,3) 21,0±15,0* (6,9)
Разгар 21,3±5,7 (2,6) 27,3±15,8* (7,3)

Выписка 15,4±4,7 (2,2) -
Креатинин, мкмоль/л Поступление 44-115 127,8±83,55 (38,6) 188,8±310,9 (143,8)

Разгар 158,8±159,6 (73,8) 198,4±231,8 (107,2)
Выписка 113,5±43,8 (20,3) -

АСТ, ед/л Поступление 0,0-31,0 39,9±12,0 (5,6) 42,8±11,5 (5,3)
Разгар 50,4±21,7 (10,1) 65,8±46,2 (21,4)

Выписка 36,6±16,8 (7,7) -
АЛТ, ед/л Поступление 0,0-34,0 34,7±9,5 (4,3) 45,5±17,9* (8,3)

Разгар 49,7±17,9 (8,3) 73,6±44,9* (20,7)
Выписка 38,8±11,7 (5,4) -

Глюкоза, ммоль/л Поступление 4,2-6,4 6,1±1,2 (0,6) 7,8±2,9* (1,3)
Разгар 8,7±6,5 (3,0) 9,5±3,9 (1,8)

Выписка 6,4±2,7 (1,2) -
ЛДГ, ед/л Поступление 225-450 332,8±118,2 (64,7) 369,3±118,5 (62,4)

Разгар 538,2±292,5 (148,6) 573,1±112,0 (201,2)
Выписка 444,5±205,2 (112,3) -

Интерлейкин-6, пг/мл Поступление 0,0-7,0 29,6±76,33 (35,3) 448,8±1326,0* (613,4)
Разгар 99,4±125,6 (58,1) 884,8±1809,0* (836,8)

Выписка 17,2±29,2 (13,5) -
С-реактивный белок, 
мг/л

Поступление 0,0-5,0 28,4±32,6 (15,1) 48,2±37,5* (17,2)
Разгар 69,6±47,4 (21,9) 88,2±49,8 (23,0)

Выписка 18,0±15,5 (7,1) -
Ферритин, мг/л Поступление 5,0 - 148,0 177,3±119,6 (55,3) 710,4±474,2* (219,3)

Разгар 554,6±408,9 (189,1) 982,5±181,9* (282,0)
Выписка 217,0±128,6 (59,5) -

Общий белок, г/л Поступление 66,0-87,0 62,9±7,4 (3,4) 59,2±8,1+ (3,7)
Разгар 60,6±7,7 (4,4) 56,3±2,4* (4,0)

Выписка 66,4±7,8 (3,6) -
Мочевина, ммоль/л Поступление 3,5-6,5 8,0±4,8 (2,2) 9,3±4,50 (2,1)

Разгар 11,1±7,1 (3,3) 11,4±7,1 (3,3)
Выписка 8,1±3,3 (1,5) -

Фибриноген, г/л Поступление 2-4 4,1±1,3 (0,7) 4,8±1,5 (0,7)
Разгар 4,1±0,9 (0,4) 5,3±1,9+ (0,9)

Выписка 3,7±0,6 (0,3) -
D-димер, нг/мл Поступление 0-443 358,2±143,5 (75,6) 1137,0±676,6* (312,9)

Разгар 1273,0±1146,0 (530,2) 3357,0±1882,0* (870,1)
Выписка 613,5±641,6 (338,0) -

Тромбиновое время, с Поступление 10-12 11,8±1,74 (0,8) 13,9±3,4* (1,5)
Разгар 14,4±4,5 (2,1) 21,0±8,7* (4,0)

Выписка 12,0±1,6 (0,7) -
П р и м е ч а н и е . * – различия достоверны (p<0,05).
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умерших – превышала ее, в разгар заболевания наблю-
дался рост исследуемого показателя в обеих группах, 
у умерших пациентов он носил более выраженный ха-
рактер. Гипергликемия была выявлена у пациентов в 
1-й группе только в разгар заболевания, во 2-й группе – 
при поступлении и в разгар болезни. Содержание ИЛ-6 
у больных из 1-й группы превышало норму примерно 
в 4 раза при госпитализации, в 14 раз – в разгар болез-
ни, в 2,5 раза – при выписке, тогда как у пациентов из 
2-й группы превышение составляло почти 70 раз при 
поступлении в стационар и 126 раз – к моменту смер-
ти. Концентрация СРБ была значительно выше нормы 
в обеих группах в течение всего периода наблюдений, 
но у погибших больных во время госпитализации она 
была в 1,7 раза выше, чем у выживших; в разгар за-
болевания различий между группами по данному по-
казателю выявлено не было. Концентрация ферритина 
во время поступления у пациентов 1-й группы пре-
вышала норму на 20 %, у пациентов 2-й группы – в 
2,6 раза. В разгар заболевания содержание ферритина 
у погибших больных было почти вдвое выше анало-
гичного показателя у выживших. Содержание белка в 
сыворотке крови у выживших больных колебалось у 
нижней границы нормы, у умерших было снижено в 
течение всего периода наблюдений, причем с ухудше-
нием состояния больных концентрация белка умень-
шалась. Содержание D-димера у пациентов 1-й груп-
пы на момент госпитализации находилось в пределах 
нормы, у погибших – почти в 3 раза превышало ее; в 

разгар заболевания у оставшихся в живых больных 
превышение составляло 3 раза, у умерших – 7,5 раз. 
Тромбиновое время у пациентов 1-й группы при по-
ступлении находилось в пределах нормы и было ниже, 
чем у погибших в течение всего периода наблюдений. 
У умерших пациентов при поступлении и перед смер-
тью анализируемый показатель превышал норму. 

Показатели, по которым были обнаружены разли-
чия между выжившими и погибшими больными, бы-
ли протестированы на роль маркеров неблагоприят-
ного исхода коронавирусной пневмонии. ROC-анализ 
позволил выявить 8 потенциальных предикторов ле-
тального исхода при поступлении в стационар (табл. 
3) и 9 предикторов – в разгар болезни (табл. 4).

Наиболее качественными (имеющими максималь-
ное значение AUC и минимальную значимость) преди-
кторами летального исхода при поступлении являются 
содержание ферритина (рис. 1, а) и D-димера (рис. 1, б) 
в крови; а в разгар заболевания – содержание D-димера 
(рис. 2, а) и тромбиновое время (рис. 2, б). 

Максимальной диагностической ценностью об-
ладал предиктор «содержание ферритина при по-
ступлении»: его качество оценивается как отлич-
ное (AUC=0,920) на высоком уровне значимости 
(р<0,001), критическое значение – >205 мг/л, чув-
ствительность теста составила 90,0 %, специфич-
ность – 94,7  %. Следующий по качеству предиктор 
– «содержание D-димера при поступлении» – харак-
теризовался меньшей величиной AUC (AUC=0,894) 

Т а б л и ц а  3
Предикторы летального исхода COVID-19 при поступлении и их характеристики

Показатель AUC р Критическое значение Чувствительность, % Специфичность, %

Ферритин, мг/л 0,920 <0,001 >205,0 90,0 94,7

D-димер, нг/мл 0,894 <0,001 >510,0 85,0 93,7

ИЛ-6, пг/мл 0,788 <0,001 >45,0 65,0 95,0

АЛТ, ед/л 0,734 0,006 >45,0 55,0 90,0

В-лимфоциты, % 0,702 0,021 >12,2 85,0 65,0

Т-лимфоциты, % 0,700 0,020 ≤66,2 75,0 65,0

СРБ, мг/л 0,696 0,026 >31,2 65,0 75,0

Тромбиновое время, с 0,676 0,044 >14,9 35,0 100,0

Т а б л и ц а  4
Предикторы летального исхода COVID-19 в разгар болезни и их характеристики

Показатель AUC р Критическое значение Чувствительность, % Специфичность, %

D-димер, нг/мл 0,856 <0,001 >1689,0 80,0 87,5

Тромбиновое время, с 0,785 <0,001 >14,0 90,0 60,0

Фибриноген, г/л 0,777 0,001 >4,4 75,0 80,0

Ферритин, мг/л 0,733 0,006 >426 85,0 65,0

АЛТ, ед/л 0,714 0,017 >51,0 80,0 75,0

ИЛ-6, пг/мл 0,713 0,012 >210,0 65,00 85,0

Т-лимфоциты, % 0,710 0,031 ≤54,2 65,0 95,0

Общий белок, г/л 0,709 0,013 ≤60,2 90,0 50,0

Глюкоза, ммоль/л 0,679 0,044 >7,3 70,0 70,0
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при сопоставимом уровне значимости (р<0,001), 
критическое значение – >510 мкг/л, критерий обла-
дал меньшей чувствительностью (85,0 %), специфич-
ность теста высокая – 93,7 %.

Предикторы «содержание D-димера в разгар болез-
ни» и «тромбиновое время в разгар болезни» имели 
меньшие AUC (0,856 и 0,785, соответственно) и чув-
ствительность (80,0 % и 90,0 %, соответственно) по 
сравнению с описанными выше маркерами. Осталь-
ные предикторы характеризовались хорошей и средней 
клинической ценностью (AUC составила от 0,676 до 
0,788), чувствительность и специфичность тестов коле-
бались от 60 до 100 %. Уровень значимости показателей 
«тромбиновое время при поступлении» (р=0,044), «со-
держание глюкозы в разгар заболевания» (р=0,044) не 
позволяет рекомендовать их для самостоятельного при-
менения для прогнозирования исхода заболевания.

Обсуждение. При классическом течении воспали-
тельного процесса лейкоцитоз в подавляющем боль-
шинстве случаев связан с увеличением количества 
нейтрофилов и лимфоцитов: в первой фазе заболева-
ния повышение уровня лейкоцитов обеспечивается за 
счет нейтрофилии, в заключительной – за счет лимфо-

цитоза [23]. Однако, по данным литературы, лимфо-
цитопения наблюдается у больных COVID-19 в 80 % 
случаев [10]. Действительно, в нашем исследовании 
относительная лимфоцитопения выявлялась в обеих 
группах пациентов в течение всего периода наблюде-
ний. У умерших и выживших больных паттерны из-
менения показателей лейкограммы носили в целом 
сходный характер, но у погибших отклонения от нор-
мы были более выраженными. Известно, что переход 
от относительной лимфоцитопении к лимфоцитозу 
указывает на репаративную фазу процесса, и повы-
шенный процент лимфоцитов в этом случае является 
предвестником клинического выздоровления [23]. Од-
нако мы наблюдали относительную лимфоцитопению 
у выживших пациентов даже при выписке. Это позво-
лило прийти к заключению о преобладании реакций 
неспецифического иммунного ответа на SARS-CoV-2 
и подавлении специфического иммунитета. Изменения 
количества Т- и В-лимфоцитов также указывали на на-
рушения в системе иммунитета при COVID-19. Так, в 
разгар заболевания крайне неблагоприятным прогно-
стическим признаком является понижение количества 
Т-лимфоцитов [23], мы наблюдали его в обеих груп-

Рис. 1. ROC-кривые предикторов летального исхода COVID-19 при поступлении.
а – содержание ферритина; б – содержание D-димера.

Рис. 2. ROC-кривые предикторов летального исхода COVID-19 в разгар заболевания.
а – содержание D-димера; б – тромбиновое время.

а

а

б

б
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пах пациентов. Содержание В-лимфоцитов было выше 
нормы у умерших пациентов, и продолжало увеличи-
ваться до момента смерти, а у выживших больных пре-
вышало норму в разгар заболевания. Таким образом, 
вирус SARS-CoV2 существенным образом влияет на 
реактивность иммунной системы: пролонгирует ста-
дию неспецифического ответа (возможно, это реакция 
на присоединившуюся бактериальную инфекцию) и 
подавляет реакции специфической иммунной защиты, 
что также было показано рядом авторов [23, 24].

По данным литературы [26, 27], при ковидной ин-
фекции наблюдаются различные изменения в работе 
системы свертывания крови. Инфекционный про-
цесс в тяжелой форме часто сопровождается ДВС-
синдромом [9, 26, 28]. Действительно, у пациентов 
в обеих группах параметры гемостаза выходили за 
пределы референсных значений. Важнейшим марке-
ром тромбоза является содержание D-димера – про-
дукта распада молекул фибрина. В группе умерших 
пациентов данный параметр существенно превышал 
норму (в 2,6–7,5 раз) и показатели пациентов из 1 
группы (приблизительно в 3 раза) в течение всего пе-
риода наблюдений. Остальные проанализированные 
нами параметры гемостаза (содержание фибриногена 
и тромбиновое время) были повышены в обеих груп-
пах. Таким образом, при COVID-19 наблюдались на-
рушения гемостаза, степень выраженности которых 
коррелировала с риском летального исхода.

Белки острой фазы (интерлейкин-6, ферритин, 
С-реактивный белок) отражают интенсивность воспа-
лительной реакции и реактивность систем специфиче-
ской и неспецифической защиты. Нами были отмече-
ны многократные превышения референсных значений 
уровня интерлейкина-6 у выживших (в разгар болезни 
– в 14 раз) и скончавшихся пациентов (при поступлении 
– в 64 раза, а к моменту гибели – в 126 раз). Ферритин − 
цитозольный белковый комплекс, высвобождающийся 
из поврежденных клеток [15, 29]. У больных тяжелой 
формой COVID-19 развивалась гиперферритинемия: 
повышение его содержания в разгар болезни у выжив-
ших пациентов составило 3,7 раза, а у умерших – более 
6 раз по сравнению с верхней границей нормы.

Изменения концентрации метаболитов (глюкозы, 
мочевины, креатинина, общего белка) и некоторых 
ферментов (АСТ, АЛТ, ЛДГ), величины СОЭ, выяв-
ленные у больных COVID-19, свидетельствуют о вы-
раженной интоксикации и нарастании явлений поли-
органной недостаточности [30-33]. 

Для мониторинга состояния пациентов проводился 
большой объем лабораторных исследований. Однако 
не все анализируемые показатели были информативны 
как для оценки статуса пациента, так и для прогноза 
исхода болезни. Некоторые параметры не выходили за 
пределы нормы (например, уровень Т- и В-лимфоцитов 
у выживших пациентов при поступлении в стационар 
и при выписке, ЛДГ при поступлении в обеих группах; 
фибриноген у выживших пациентов). Поэтому очевид-
но, что для эффективной оценки рисков, формирова-
ния прогноза и выбора тактики ведения пациента бо-
лее целесообразен анализ предикторов – показателей, 
которые позволяют прогнозировать исход болезни. На 

этапе поступления маркерами летального исхода явля-
лись уровень ферритина, D-димера, ИЛ-6, АЛТ, Т- и 
В-лимфоцитов, СРБ, тромбиновое время, в совокуп-
ности отражающие состояние иммунной системы, ге-
мостаз, степень интоксикации. Если у пациента в кри-
тическом состоянии D-димер, тромбиновое время, фи-
бриноген, ферритин, АЛТ, ИЛ-6, Т-лимфоциты, общий 
белок, глюкоза выходили за пределы критических зна-
чений, установленных по результатам ROC-анализа, 
это являлось крайне неблагоприятным признаком. 

Выводы:
1. COVID-19 представляет собой системное заболе-

вание, прямо или косвенно затрагивающее весь орга-
низм: у пациентов наблюдались «цитокиновый шторм», 
нарушения лейкоцитарной формулы, системы гемоста-
за, углеводного и белкового обмена, интоксикация.

2. На этапе поступления в стационар маркера-
ми летального исхода являлись уровень ферритина, 
D-димера, ИЛ-6, АЛТ, Т- и В-лимфоцитов, СРБ, в со-
вокупности отражающие состояние иммунной систе-
мы, гемостаз, степень интоксикации.

3. У пациентов в критическом состоянии крайне 
неблагоприятным являлся выход за пределы cut-off 
point содержания D-димера, фибриногена, феррити-
на, АЛТ, ИЛ-6, Т-лимфоцитов, общего белка, глюко-
зы и увеличение тромбинового времени.

4. При использовании предиктивного подхода сле-
дует руководствоваться не отдельными критериями, а 
их совокупностью, и исходить из представлений о том, 
что, чем больше маркеров достигают критических зна-
чений, тем выше для пациента риск летального исхода.
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Галькович К.Р. 

ЦИСТАТИН С В СЫВОРОТКЕ КРОВИ И СЕМЕННОЙ ПЛАЗМЕ 

АНО ДПО «Пермский институт повышения квалификации работников здравоохранения»; 614095, Пермь, Россия 

Одним из компонентов семенной плазмы является цистатин С, входящий в группу цистатинов, основная функция кото-
рых – подавление активности цистеиновых протеаз. Отмечена взаимосвязь изменения концентрации белков семенной 
плазмы с концентрацией, подвижностью и морфологией сперматозоидов. 
Цель исследования: изучить концентрацию цистатина С в сыворотке крови и образцах эякулята здоровых и мужчин с 
бесплодием..
Изучены образцы своротки крови и эякулята 69 мужчин репродуктивного возраста. Эякулят исследовали с помощью 
анализатора спермы SQA–V («MES», Израиль). По результатам исследования выделили 3 группы: основную (группа 1, 
n=11) c азооспермией, группу сравнения (группа 2, n=10) с олигоастенозооспермией и контрольную (группа 3, n=34) с 
нормальными показателями спермограммы. 
В сыворотке крови и образцах семенной плазмы концентрацию цистатина С определяли методом твердофазного имму-
ноферментного анализа с использованием тест-системы «Цистатин С – ИФА – БЕСТ» (А-9130, ООО «Вектор–Бест», 
Россия). Цистатин С был обнаружен во всех образцах эякулята, медиана и интерквартильный диапазон концентрации 
12,80 (12,50 ; 13,10) мг/л, в сыворотке крови соответственно 2,30 (1,10;4,00) мг/л. Медиана концентрации цистатина С 
в семенной плазме была достоверно выше аналогичного показателя в сыворотке крови в 5,56 раз. Отмечено статисти-
чески значимое различие показателя уровня данного белка в эякуляте больных азооспермией и здоровых лиц (р=0,016745). 
Между концентрацией цистатина С и показателями фертильности эякулята корреляционная взаимосвязей не обнару-
жено (R < |0,3|). Требуется продолжение изучения цистатина С в норме и при заболеваниях органов мужской репродук-
тивной системы, так как не ясны физиологическая роль цистатина С в сперме и патогенетические механизмы участия 
данного протеина в патологических процессах в урогенитальном тракте мужчины. 
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Gal’kovich K.R.
CYSTATIN C IN BLOOD SERUM AND SEMINAL PLASMA 
ANO DPO «Perm Institute of Medical Workers Advanced Training», 614096, Perm, Russia 
One of the components of seminal plasma is cystatin C, which is part of the group of cystatins, whose main function is to suppress the 
activity of cysteine proteases. The relationship of changes in the concentration of seminal plasma proteins with the concentration, 
motility and morphology of spermatozoa was noted. 
To study the concentration of cystatin C in blood serum and ejaculate samples of healthy and infertile men..
Blood serum and ejaculate samples of 69 men of reproductive age were studied. The ejaculate was examined using the SQA–V 
sperm analyzer (“MES”, Israel). According to the results of the study, three groups were identified: the main group (group 1, n=11) 
with azoospermia, the comparison group (group 2, n=10) with oligoastenozoospermia and the control group (group 3, n=34) with 
normal spermogram indicators. In blood serum and seminal plasma samples, the concentration of cystatin C was determined by 
solid-phase enzyme immunoassay using the Cystatin C – ELISA – BEST test system (A-9130, Vector–Best LLC, Russia).
Cystatin C was detected in all ejaculate samples, the median and interquartile concentration range is 12,80 (12,50; 13,10) mg/l, in 
serum 2,30 (1,10; 4,00) mg/l, respectively. The median concentration of cystatin C in seminal plasma was significantly higher than 
the same indicator in blood serum by 5,56 times. There was a statistically significant difference in the level of this protein in the 
ejaculate of patients with azoospermia and healthy individuals (p=0.016745). No correlation was found between the concentration 
of cystatin C and the fertility of the ejaculate (R < /0.3|).
It is necessary to continue studying cystatin C normally and in diseases of the organs of the male reproductive system, since 
the physiological role of cystatin C in sperm and the pathogenetic mechanisms of participation of this protein in pathological 
processes in the urogenital tract of a man are not clear.
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Введение. В структуре бесплодных браков муж-
ская инфертильность выявляется примерно в 50% 
случаев [1, 2]. Для определения плодовитости муж-
чины традиционно проводится анализ спермы [3,4]. 
Отмечена взаимосвязь протеома эякулята с показа-
телями концентрации, подвижности и морфологии 
сперматозоидов [5-7]. 

Одним из компонентов семенной плазмы является 
белок цистатин С (англ. Cystatin C, Cystatin 3, CST3), 
входящий в группу цистатинов, основная функция ко-
торых – подавление активности цистеиновых протеаз. 
Он представляет собой пептид, с молекулярной мас-
сой около 13 кДА, состоящий из 122 аминокислотных 
остатков и характеризующийся основными свойствами 
[8,9]. Зрелая, активная форма человеческого цистатина 
С (цистатин С-мономер) состоит из одной негликози-
лированной полипептидной цепи, содержащей четыре 
характеристических участка (домена), образованных 
парами цистеиновых остатков. Цистатин С-мономер 
определяется практически во всех биологических 
жидкостях организма, наибольшее его содержание вы-
явлено в моче, сперме, слюне, ликворе и молоке [8–12]. 
B некоторых из них, например, в цереброспинальной 
жидкости, концентрация указанного протеина значи-
тельно превышает (в 5 раз) концентрацию в сыворотке 
крови [8,9]. Описано также присутствие данного веще-
ства в органах мужской репродуктивной системы [14].

Элиминация цистатина С из кровотока на 99% 
осуществляется почками. Указанный белок свободно 
фильтруется в гломерулярных капиллярах; его моле-
кула не подвергается ни канальцевой реабсорбции, 
ни секреции. В практике клинико-диагностических 
лабораторий широко используется расчёт скорости 
клубочковой фильтрации по определению цистатина 
С в сыворотке крови: указанное вещество выступает 
в роли маркёра нарушения фильтрационной функции 
почек [11, 15–17]. 

Являясь ингибитором цистеиновых протеиназ, дан-
ный белок блокирует их активность и, тем самым, по-
давляет осуществляемую протеиназами деградацию 
внеклеточного матрикса. Таким образом, цистатин С 
стимулирует синтез или распад внеклеточных струк-
тур: в стенках сосудов (атеросклероз) [18]; при ремо-
делировании миокарда (острый коронарный синдром) 
[19]; при инвазии злокачественных новообразований 
[20]. Анализ на цистатин С применяется для диагно-
стики патологических процессов в урологии, нефроло-
гии, кардиологии, неврологии, онкологии [17, 21, 22].

В доступной литературе обнаружены лишь еди-

ничные публикации, посвящённые определению ци-
статина С в сперме [10,16,23,24]. Нам представляется 
актуальным сравнительный анализ концентрации вы-
шеописанного вещества в крови и в эякуляте, выявле-
ние изменений уровня данной субстанции в сперме у 
больных с нарушением фертильности.

Целью исследования было изучение концентрации 
цистатина С в сыворотке крови и образцах эякулята 
здоровых и мужчин с бесплодием. 

Материал и методы. В исследование были вклю-
чены 69 мужчин репродуктивного возраста (32,9±7,6 
года), проходивших обследование с целью уточнения 
причины бесплодного брака. У всех обследованных 
отсутствовали изменения в общем и биохимическом 
анализах крови, общем анализе мочи. Исследование 
выполнено с соблюдением этических принципов про-
ведения медицинских исследований с участием людей 
в качестве субъектов, изложенных в Хельсинской де-
кларации Всемирной организации здравоохранения. 

Образцы эякулята собирали после 2–4 дней поло-
вого воздержания и оценивали в соответствии с ре-
комендациями ВОЗ [3]. Семенную плазму отделяли 
путем центрифугирования при 2000 g (3000 об/мин) в 
течение 15—20 мин на центрифуге СМ-6М («ELMI», 
Латвия). Аликвоты супернатантов биологического ма-
териала переносили в пробирки Эппендорф и хранили 
до исследования при температуре –40°С. Для подсчета 
концентрации и общего количества сперматозоидов, а 
также оценки их подвижности использовали анализа-
тор спермы SQA–V («MES», Израиль) [4]. 

Кровь забирали методом венепункции кубиталь-
ной вены перед сбором эякулята. Сыворотку крови и 
семенную плазму отделяли центрифугированием об-
разцов при 3000 об/мин. 

Концентрацию цистатина С определяли методом 
твердофазного иммуноферментного анализа (ИФА) 
с использованием тест-системы «Цистатин С – ИФА 
– БЕСТ» (А-9130) производства компании «Вектор-
Бест», Россия. Оптическую плотность проб реги-
стрировали на вертикальном фотометре StatFax 3200 
(«Awareness», США). 

В зависимости от результатов лабораторного ана-
лиза спермы обследованные были разделены на 3 
группы. Основную группу (группа 1) составили 11 
пациентов с отсутствием сперматозоидов в эякуляте 
(азооспермией). Группа сравнения (группа 2) вклю-
чала 10 пациентов с олигоастенозооспермией. Крите-
риями включения являлась концентрация спермато-
зоидов ниже 15 млн/мл или общее содержание спер-
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матозоидов ниже 40 млн в эякуляте [3]. Контрольная 
группа (группа 3) была представлена образцами спер-
мы 48 здоровых мужчин, характеризовавшимися нор-
мальными параметрами [3]. Группы были сопостави-
мы по возрасту. Характеристика образцов эякулята 
представлена в табл. 1.

Статистическую обработку полученных результа-
тов проводили с помощью пакета программ STATIS-
TICA v. 7 (StatSoft Inc., США). Для каждого массива 
данных рассчитывали параметры описательной ста-
тистики: среднюю арифметическую (М), стандартное 
отклонение (SD), медиану (Me) и интерквартильный 
диапазон [Q1;Q3], а также минимальное (min) и мак-
симальное (max) значение. Массивы данных оцени-
вали на наличие и степень выраженности выбросов. 
Полученные результаты оценивали с использованием 
критерия Шапиро-Уилка. Эти данные позволили от-
вергнуть нулевую гипотезу о нормальном характере 

их распределения и послужили основанием для отка-
за от использования параметрических критериев при 
выполнении дальнейшего статистического анализа. 
Для сравнения трех независимых выборок использо-
вали Н-критерий Краскела-Уоллиса. Количественная 
оценка линейной связи между двумя случайными ве-
личинами определялась с использованием коэффици-
ента ранговой корреляции (R) по Спирмену. За макси-
мально приемлемую вероятность ошибки первого ро-
да (р) принималась величина уровня статистической 
значимости равная или меньшая 0,05.

Результаты. Цистатин С был обнаружен во всех 
образцах эякулята, что совпадает с данными других 
исследователей [10,16,23,24]. Его средняя концен-
трация составила 12,615±0,842 мг/л, медиана и ин-
терквартильный диапазон концентрации 12,80 [12,50; 
13,10] мг/л (рис. 1; табл. 2). Результаты колебались 
в диапазоне от 8,8 до 13,5 мг/л и различались в 1,53 
раза (коэффициент вариации CV=6,67%). 

Указанный протеин был определён нами также в 
сыворотке крови: среднее содержание цистатина С 
– 2,69±1,63 мг/л, медиана и интерквартильный диа-
пазон – 2,30(1,10;4,00) мг/л (см. рис. 1; табл. 2). На-
блюдался разброс данных от 0,70 до 5,90, максималь-
ное значение в 4,68 раза превосходило минимальное 
(CV=61,92%). 

Средняя концентрация цистатина С в семенной 
плазме была достоверно выше аналогичного показа-
теля в сыворотке крови в 4,76 раз, медиана – в 5,56 
раз (критерий Вилкоксона Т=0,00; р = 0,000000). Вы-
явленная закономерность присутствовала также при 
сравнении данных в крови и эякуляте в исследуемых 
группах (табл. 2).

Сравнение содержания цистатина С в сыворотке 
крови не показало статистически значимой разницы 
между группами обследованных (H = 3,247954; р > 
0,05) (табл. 2). Однако, при сопоставлении показате-
лей концентрации данного белка в семенной плазме 
в группах были установлены достоверные различия: 
H = 7,812972, р=0,0201. При попарном сравнении от-
мечено статистически значимое различие показателя 
уровня цистатина С в семенной плазме между боль-
ными азооспермией (группа 1) и аналогичным показа-

Т а б л и ц а  1
Характеристика образцов эякулята обследованных 

Показатель Группа 1 (n = 11) Группа 2 (n = 10) Группа 3 (n = 48) p (критерий Краскела-Уоллиса)
Объём ,мл 4,1 ±1,6

3,9 [3,2; 4,8]
2,0-8,0

4,2 ± 1,7
4,1 [2,5; 5,0]

2,2 -7,2

4,1 ± 1,2
4,1 [3,3; 4,9]

2,0-7,2
Н=0,0504747

р=0,9751

Концентрация сперматозои-
дов, млн/мл

0 ± 0
0 [0;0]

0

8,83±3,83
8,85 [7,00; 11,30]

2,00-14,10

88,91 ±54,67
81,55 [53,60; 110,10]

15,60-252,00

Н=44,81736
р < 0,0000

p1-2 = 0,692956
р1-3 = 0,000000
p2-3 = 0,000096

Содержание сперматозоидов в 
эякуляте (млн/эякулят)

0 ± 0
0 [0; 0]

0

36,08 ± 26,11
28,60 [17,60; 47,50]

2,00 -87,40

334,38 ± 174,84
303,05 [201,40 ; 

439,85]
49,90 - 716,20

Н=44,38356
р < 0,0000

p1-2 = 0,653794
р1-3 = 0,000000
p2-3 = 0,000121

П р и м е ч а н и е . В числителе: среднее значение ± стандартное отклонение (M ± SD), в знаменателе: медиана и интерквартильный диапазон 
(Me; [25% квартиль – 75% квартиль]).

Рис. 1. Концентрация цистатина С в сыворотке крови (с) и 
семенной плазме эякулята (э) обследованных. 
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телем в группе здоровых лиц (группа 3). Содержание 
указанного протеина в сперме пациентов с олигоасте-
нозооспермией (группа 2) и азооспермией (группа 1) 
достоверно не различалось, не было регистрировано 
также значимой разницы показателей между группой 
больных олигоастенозооспермией (группа 2) и здоро-
выми (группа 3).

Анализ корреляционных взаимосвязей между 
концентрацией цистатина С в сыворотке крови и 
содержанием данного белка в семенной плазме так-
же не выявил достоверных различий. Коэффициент 
корреляции Спирмена для суммарного массива дан-
ных исследуемых мужчин R= 0,015159; в основной 
группе (группе 1) R1= -0,072727; в группе сравне-
ния (группе 2) R2= -0,629972; в контрольной группе 
(группе 3) R3 = 0,165228.

При анализе взаимоотношений между содержа-
нием цистатина С в семенной плазме и показателями 
фертильности эякулята не выявлена корреляционная 

взаимосвязь уровня данного протеина и концентрации 
сперматозоидов (R=0,305836, в исследуемых группах 
R2=0,366974; R3=-0,061426, соответственно).

Зависимость концентрации цистатина С в семен-
ной плазме от концентрации сперматозоидов в эяку-
ляте в исследованной выборке описывалась уравне-
нием линейной регрессии (рис. 3): 

Концентрация цистатина С (мг/л) = 
12,3294+0,0045*x,

где: х – концентрация сперматозоидов в эякуляте 
(млн/мл).

Не регистрируется статистически значимая зако-
номерность при анализе корреляционных взаимос-
вязей между содержанием цистатина С в семенной 
плазме и общего количества сперматозоидов в эяку-
ляте (R=0,220747; R2=0,213419; R3=-0,010689). От-
сутствует корреляционная взаимосвязь концентра-
ции цистатина С с объёмом спермы (R=-0,313330, 
R1= -0,518182, R2= 0,213419, R3 = -0,332862) и с 
вязкостью эякулята (R=0,306162, R1= 0,223861,  
R2= -0,035028, R3 = 0,392996).

Обсуждение. Информация в большом количестве 
литературных источников посвящена определению 
цистатина С в сыворотке крови [2, 15], меньшее число 
публикаций отражают закономерности присутствия 
данного белка в других биологических жидкостях – 
моче, слюне, ликворе [9,11]; обнаруживаются лишь 
единичные работы, посвящённые исследованию ци-
статина С в сперме [10, 16, 23, 24]. Нам не встретилось 
ни одной публикации, где проводится сравнительный 
анализ результатов практически одновременного ис-
следования данного протеина в сперме и сыворотке 
крови у одних и тех же мужчин. В нашем исследова-
нии впервые был определён цистатин С у одних и тех 
же лиц в эякуляте и сыворотке крови. Полученные на-
ми результаты подтверждают наличие цистатина С в 
семенной плазме и впервые выявляют чёткую законо-
мерность: концентрация указанного белка в семенной 
плазме статистически значимо выше по сравнению с 
сывороткой крови, при исследовании параллельных 
образцов (р<0,05) (см. табл. 2). 

Разброс значений концентрации цистатина С в се-
менной плазме в наших исследованиях от 8,8 до 13,5 
мг/л (CV=6,67%). В работе L. Carlsson и соавт. [10], дан-
ный протеин выявлен также во всех образцах семенной 

Рис. 2. Концентрация цистатина С в семенной плазме эякуля-
та (э) обследованных. 1 – основная группа; 2 – группа срав-
нения; 3 – контрольная группа.

Т а б л и ц а  2
 Концентрация цистатина С в сыворотке крови и в семенной плазме обследованных, мг/л

Показатель Группа 1 (n = 11) Группа 2 (n = 10) Группа 3 (n = 48) p (критерий Краскела-Уоллиса)

Сыворотка крови, мг/л
3,24 ± 1,75

3,90 (1,60;4,90)
0,70 – 5,70

3,45 ±2,01
3,80 (1,10; 5,20)

0,70 – 5,80

2,41±1,47
2,0 (1,10; 3,55)

0,70–5,90 

H = 3,247954 (р=0,1971)
p1-2 = 1,000000
р1-3 = 0,579294
p2-3 = 0,434922

Семенная плазма, мг/мл
11,55 ± 1,56

11,80(10,20;12,80)
8,80 – 13,50 

12,81±0,37
12,75(12,60;13,20)

12,20 – 13,30

12,82±0,41
12,90(12,60;13,10)

11,80–13,50

 H = 7,812972 (р=0,0201)
p1-2 = 0,152893
р1-3 = 0,016745
p2-3 = 1,000000

p (критерий Вилкоксона) р= 0,003346 р= 0,005062 р= 0,000000
П р и м е ч а н и е . В числителе: среднее значение ± стандартное отклонение (M ± SD), в знаменателе: медиана и интерквартильный диапазон 
(Me и [25% квартиль;75% квартиль]), под дробью Мин – Макс результаты.
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плазмы, однако значения концентрации значительно от-
личались от результатов, полученных нами: у L. Carlsson 
и соавт. от 25,8 (95% доверительный интервал: 22,3-29,4 
мг/л) до 77,0 мг/л (95% доверительный интервал: 71,9-
82,1 мг/л). Мы использовали метод твердофазного им-
муноферментного анализа, в то время как наши коллеги 
– метод турбидиметрии на Architect Ci8200. Столь зна-
чительное отличие значений предположительно можно 
объяснить разным разведением образцов эякулята, кото-
рое применяется при проведении иммуноферментного 
анализа и при турбидиметрии. 

На сегодняшний день окончательно не решён во-
прос о происхождении цистатина С в составе эяку-
лята. Возможно, часть данного протеина попадает 
в эякулят из микрососудистого русла. Известно, что 
цистатин С с постоянной скоростью синтезируется 
также всеми ядросодержащими клетками [8]. Веро-
ятно, указанный белок также образуется и в органах 
репродуктивной системы мужчины, что подтвержда-
ется результатами исследования T. Jiborn и соавт. [14]: 
иммуногистохимический анализ показал широкое 
распространение цистатина С в нормальных тканях 
яичка, придатка яичка, семявыносящего протока, се-
менного пузырька и предстательной железы.

В настоящий момент продолжается изучение про-
теома семенной плазмы, выявление взаимосвязи её 
компонентов с показателями фертильности спермато-
зоидов [5, 6, 25-29]. С этих позиций, если рассмотреть 
гипотезу о том, что цистатин С продуцируется пред-
стательной железой, семенными пузырьками, яичка-
ми, и их придатками, с секретами вышеописанных 
желёз попадает в эякулят, логично предположить раз-
личие значений в семенной плазме больных со сни-
женной фертильностью и здоровых мужчин вслед-
ствие предполагаемого патологического процесса в 
железах (воспаления, пролиферации, нарушений в 
микрососудистом русле и др.). 

В публикации G. Silva и соавт. [16], на примере 75 
образцов эякулята была изучена взаимосвязь между 

показателями фертильности спермы 
и уровнем цистатина С в оценке муж-
ского бесплодия. Уровень цистатина 
С семенной плазмы достоверно раз-
личался у мужчин с нормоспермией и 
олигоастенозооспермией (83,50 ± 02,40 
против 30,34 ± 02,52 мг/л соответствен-
но, р<0,001). У больных олигоастено-
зооспермией с различной её степенью 
(тяжелая, умеренная и лёгкая), средние 
значения цистатина С семенной плазмы 
были сходны между собой (р >0,05) и 
достоверно различались (р<0,05) толь-
ко с аналогичным показателем в группе 
нормоспермии. Уровень данного белка 
в семенной жидкости положительно 
коррелировал (р<0,05) с подвижностью 
и концентрацией сперматозоидов [16].

Исследования, проведённые нами, 
не выявили статистически значимых 
различий уровня цистатина С в семен-
ной плазме при олигоастенозооспер-

мии в сравнении с фертильными мужчинами (р>0,05), 
не коррелировало между собой содержание указанного 
белка в сперме с числом сперматозоидов в 1 мл и в це-
лом в эякуляте (R>0,08). Однако у больных с азооспер-
мией установлено достоверное отличие при сравнении 
значений концентрации цистатина С с аналогичным 
показателем у здоровых мужчин (р=0,016745). Дан-
ный факт свидетельствует о том, что вероятно у паци-
ентов с азооспермией нарушения в органах мужской 
репродуктивной системы более выражены, что отрица-
тельно отражается на сперматогенезе. По нашему мне-
нию, уровень содержания цистатина С косвенно может 
указывать на нарушение сперматогенеза.

По результатам своих исследований, G. Silva и 
соавт. [16], положительно оценивают роль данного 
протеина как возможного маркёра нарушений фер-
тильности мужчин на субклинических стадиях, по-
нашему же предположению, показатель концентра-
ции цистатина С в эякуляте не выполняет маркёрную 
функцию при оценке фертильности мужчины. 

Для более точных выводов необходимо исследова-
ние динамики концентрации данного протеина у лиц 
с нормальной и сниженной фертильностью с исполь-
зованием большего количества образцов семенной 
плазмы, на больших массивах данных. 

В работе R. Lee и соавт. [30] отмечено, что циста-
тин C экспрессируется в женских половых путях, в 
частности, в эпителии слизистой шейки матки и в эн-
дометрии, особенно в периоды, близкие к овуляции. 
Цервикальный цистатин C может предотвращать пре-
ждевременную реакцию акросомы, тем самым сохра-
няя способность оплодотворения сперматозоидов до 
того, как последние достигнут фаллопиевой трубы. 
Кроме того, цистатин C может помочь сперме войти 
в верхние отделы женского репродуктивного тракта, 
улучшая подвижность сперматозоидов [30]. По наше-
му предположению, часть данного протеина поступа-
ет в женские половые пути в составе эякулята и может 
благотворно влиять на процессы оплодотворения.

Рис. 3. Зависимость концентрации цистатина С в семенной плазме (в мг/л) от кон-
центрации сперматозоидов в эякуляте (в млн/мл). 
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Заключение. Таким образом, на сегодняшний день 
не ясны физиологическая роль цистатина С в сперме, 
патогенетические механизмы участия данного проте-
ина в патологических процессах в органах мужской 
репродуктивной системы. Необходимо продолжение 
изучения цистатина С в норме и при заболеваниях ор-
ганов урогенитального тракта мужчины.
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АЛКОГОЛЬ-АССОЦИИРОВАННЫЕ НАРУШЕНИЯ ЛИПИДНОГО ОБМЕНА
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На фоне хронической алкогольной интоксикации и развития синдрома зависимости от алкоголя (СЗА) отмечаются 
своеобразные изменения липидного обмена: высокое содержание липопротеинов высокой плотности (ЛПВП), но низ-
кое – липопротеинов низкой плотности (ЛПНП) и триглицеридов (ТГ), что создает картину мнимого благополучия. 
Выявленные диссоциации стимулируют поиск новых диагностических подходов, с помощью которых можно выявить 
скрытые алкоголь-ассоциированные изменения липидного обмена и влиять на механизмы развития патологии сердечно-
сосудистой системы (ССС) на разных этапах. Цель исследования – выявление алкоголь-ассоциированных особенностей 
липидного обмена у лиц с СЗА и обоснование алгоритма обнаружения совокупности маркеров его нарушения. Обследо-
ваны 208 мужчин: 96 человек – с СЗА второй стадии; 112 – практически здоровых лиц. Содержание общего холестери-
на, ТГ, ЛПВП определялось ферментативным колориметрическим методом, ЛПНП – турбидиметрическим методом, 
концентрации аполипопротеинов (апо-А и апо-В) – иммуно-турбидиметрическим методом, жирных кислот – методом 
газожидкостной хроматографии. Выявлено низкое содержание антиатерогенных фракций Апо-А – на 26,96%, высокое –  
атерогенных Апо-В – на 26,7% и повышение коэффициента Апо-В/Апо-А – на 23,4%. Отмечено низкое содержание ω-6-
линолевой – на 25,57% (p=0,01), арахидоновой – на 54,29% (p=0,001); ω-3 α-линоленовой – на 37,17% (p=0,025), докозо-
гексаеновой – на 63,67% (p=0,001) полиненасыщенных жирных кислот (ПНЖК). Алкоголь-ассоциированные нарушения 
липидного обмена могут быть подтверждены обнаружением совокупности скрытых клинико-биологических маркеров, 
включающих дислипидемию с увеличением содержания ЛПВП, уменьшением ТГ, ЛПНП, изменением содержания аполи-
попротеинов: низкого – Апо-А, высокого – Апо-В и соотношения Апо-В/Апо-А, а также низкого содержания ω-3 докоза-
гексаеновой и ω-6 арахидоновой ПНЖК.
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Against the chronic alcohol intoxication background and the alcohol dependence syndrome (ADS) development, peculiar changes 
in lipid metabolism are noted: high-density lipoproteins (HDL) high content, but low – low-density lipoproteins (LDL) and 
triglycerides (TG), which creates a picture of imaginary well-being.
The revealed dissociations stimulate the search for new diagnostic approaches, with the help of which it is possible to identify hidden 
alcohol-associated changes in lipid metabolism and influence the mechanisms of cardiovascular system (CVS) pathology development 
at different stages. The study aim is to identify alcohol–associated lipid metabolism features in individuals with ADS and substantiate 
the algorithm for detecting a set of its violation markers.208 men were examined: 96 people – with ADS second stage; 112 people – 
practically healthy individuals. The total cholesterol content, TG, HDL was determined by enzymatic colorimetric method, LDL – by 
turbidimetric method, apolipoproteins (apo-A and apo-B) concentrations– by immuno-turbodimetric method, fatty acids – by gas-liquid 
chromatography. A low anti-atherogenic Apo-A fractions content was revealed by 26.96%, a high atherogenic Apo–B content by 26.7% 
and an increase in the Apo-B/Apo-A coefficient by 23.4%. There was a low content of ω-6 linoleic – by 25.57% (p=0.01), arachidonic –  
by 54.29% (p=0.001); ω-3 α-linolenic – by 37.17% (p=0.025), docosohexaenoic – by 63.67% (p=0.001) polyunsaturated fatty acids 
(PUFA). Alcohol-associated lipid metabolism disorders can be confirmed by the hidden clinical and biological markers set detection, 
including dyslipidemia with an increase in HDL, decrease in TG, LDL, change in the apolipoproteins content: low – Apo–A, high – 
Apo–B and the ratio of Apo-B / Apo-A, as well as a low ω-3 docosahexaenoic and ω-6 arachidonic PUFA content.
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Введение. Одной из причин высокого уровня 
смертности населения России является злоупотре-
бление алкоголем, ассоциированное с коморбидной 
патологией, связанной с заболеваниями сердечно-со-
судистой системы (ССС), основой которых является 
атеросклероз [1,2]. Нарушение обмена липидов, ли-
попротеинов, жирных кислот (ЖК), а также систем-
ное воспаление и окислительный стресс считаются 
основными факторами, ведущими к развитию атеро-
склероза [3,4]. При патологии ССС, как правило, име-
ет место атерогенная дислипидемия, выражающаяся 
в повышении содержания общего холестерина (ОХ), 
триглицеридов (ТГ), липопротеинов низкой (ЛПНП), 
но снижении липопротеинов высокой плотности 
(ЛПВП)[5]. На фоне хронической алкоголизации и 
развития синдрома зависимости от алкоголя (СЗА) 
отмечаются своеобразные изменения липидного об-
мена: высокое содержание ЛПВП, но низкое – ЛПНП 
и ТГ, что создает картину мнимого благополучия со-
стояния ССС [6,7]. Выявленные диссоциации стиму-
лируют поиск новых диагностических подходов для 
выявления скрытых алкоголь-ассоциированных из-
менений липидного обмена и влияния на механизмы 
развития патологии ССС [8,9]. Более специфичным 
и чувствительным тестом оценки липидного спек-
тра является определение состава аполипопротеи-
нов, представляющим перспективную альтернативу 
существующим методам выявления дислипидемии 
[10]. В последнее время изучается роль насыщенных 
(НЖК) и ненасыщенных (ННЖК) ЖК в развитии ате-
росклероза, уделяется внимание отношению ω-6/ω-3 
ПНЖК: чем ниже этот коэффициент, тем меньше 
риск развития заболеваний ССС[11]. Однако до на-
стоящего времени недостаточно сведений о роли ЖК 
в нарушениях липидного обмена у лиц с СЗА. 

Цель исследования – выявление алкоголь-ассоци-
ированных особенностей липидного обмена у лиц с 
СЗА и обоснование алгоритма обнаружения совокуп-
ности маркеров его нарушения.

Материал и методы. Обследованы 208 муж-
чин, проживающих в г. Архангельске, средний воз-
раст 42,3±1,1, разделенных на 2-е группы. 1-я группа  
(n= 96) – с СЗА 2-й стадии, средний возраст 
41,52±1,68, находившихся на лечении в наркологи-
ческом отделении; 2-я группа (n=112) – практически 

здоровые (ПЗ) лица во время профосмотров, средний 
возраст 43,57±1,43 года. Обследование всех участни-
ков проводилось после подписания информированно-
го согласия.

Содержание ОХ, ТГ, ЛПВП определялось фермен-
тативным колориметрическим методом с использова-
нием наборов «ChronolabAG» (Швейцария), ЛПНП –  
турбидиметрическим методом, липопротеинов очень 
низкой плотности (ЛПОНП) – расчетным методом 
ТГ/5. Концентрации аполипопротеинов (апо-А и 
апо-В) – иммуно-турбидиметрическим методом с 
использованием наборов «ChronolabAG» (Швейца-
рия); рассчитывался коэффициент Апо-В/Апо-А. 
Методом газожидкостной хроматографии [12] опре-
деляли содержание: НЖК, моно- и полиненасыщен-
ных жирных кислот (ПНЖК): ω-3 и ω-6 ЖК. Анализ 
метиловых производных ЖК проводили на газовом 
хроматографе «Agilent 7890А» (плазменно-иониза-
ционный детектор, капиллярная колонка «Agilent-
DB-23», 60*0,25*0,15, США) в режиме программи-
рования температуры и скорости газоносителя азота. 
Идентификацию ЖК осуществляли с использованием 
стандарта «Supelco 37 FAMEC4-C24» (США). Расчет 
уровня НЖК проводили методом внутреннего стан-
дарта (нонадекановая кислота) в программе «Agilent 
Chem Station B.03.01» (США). Рассчитывались сум-
мы ПНЖК, ω-3 и ω-6 ЖК. Статистическая обработка 
проведена с помощью пакета прикладных программ 
SPSS 15.0. Для оценки количественных переменных 
использовались медиана (MD), первый и третий квар-
тили (Q25;Q75). Критический уровень значимости 
(p) при проверке статистических гипотез принимался 
равным 0,05. Для оценки нормальности распределе-
ния в выборках применен критерий Шапиро-Уилка. 
Для статистического анализа использованы непара-
метрические критерии. Для оценки жирно-кислотно-
го состава крови у больных СЗА выполнено исследо-
вание случай-контроль. Для сравнительного анализа 
абсолютных различий выборок использован крите-
рий Манна-Уитни. 

Результаты и обсуждение. Содержание ОХ у 
больных СЗА статистически значимо не отличалось 
от ПЗ, но отмечалось более низкое содержание ТГ –  
на 40,85% (р<0,001),что может быть связано с ис-
пользованием этанола в качестве источника энер-
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гии в условиях постоянного его поступления в ор-
ганизм, при этом необходимость в синтезе ТГ как 
депо энергии отпадает [13] (табл.1). Концентрации 
атерогенных фракций ЛПОНП, ЛПНП при СЗА бы-
ли ниже, чем у ПЗ: ЛПОНП – на 32,15% (р=0,002) 
и ЛПНП – на 24,31% (р=0,004); при этом значения 
ЛПВП оказались выше на 36,03% (р<0,001), что 
может отражать ответ гепатоцитов на воздействие 
этанола усилением этерификации ЖК. Известно, 
что атеропротективное действие ЛПВП связано 
с их антиоксидантными, антивоспалительными и 
антитромботическими свойствами; однако хрони-
ческое воспаление, наблюдающееся при атероскле-
розе, может приводить к утрате защитных свойств 
ЛПВП [14].

Следовательно, определение «традиционных» па-
раметров липидного обмена у наркологических паци-
ентов не отражает истинные его нарушения и создает 
картину «мнимого благополучия», что требует поиска 
более точных методов диагностики. 

У больных СЗА нами отмечено низкое содержание 
антиатерогенных фракций Апо-А – на 26,96%, входя-
щих в состав ЛПВП, высокое – атерогенных Апо-В 
– на 26,7% в составе ЛПНП, а также повышение ко-
эффициента Апо-В/Апо-А – на 23,4% (табл.2).

Апо-В является основным транспортером ХС в 
клетку. Его высокий уровень коррелирует с повышен-
ным риском развития атеросклероза. Апо-B превос-
ходит любой из показателей ХС для выявления риска 
развития патологии ССС. Увеличение соотношения 
Апо-В/Апо-А говорит о бессимптомном ее течении и 
имеет большое прогностическое значение в отноше-
нии факторов риска развития атеросклероза [15,16].

Известно, что важную роль в липидном обмене 
играют СЖК. При СЗА нами обнаружено низкое со-
держание НЖК: пентадекановой – на 5,1% (p=0,032), 
маргариновой – на 34,7% (p=0,0001), арахидоновой 
– на 19,58% (p=0,0001), генэйкозеновой – на 26,6% 
(p=0,0001)[17].При этом содержание основных НЖК, 

входящих в состав ТГ, – пальмитиновой и стеари-
новой, и МНЖК – олеиновой – не отличалось от ПЗ 
лиц. Из МНЖК у пациентов СЗА отмечено более 
высокое содержание пальмитолеиновой- на 21,14% 
(p=0,0001), гептадекановой – на 9,4% (p=0,0001), но 
пониженное миристоолеиновой – на 33,1% (p=0,001) 
и эйкозеновой – на 9,59% (p=0,008). Низкое содержа-
ние НЖК на фоне нарушения функций печени может 
приводить к недостаточному включению их в струк-
туру ТГ, что объясняет снижение ТГ при СЗА.

Особое значение имеют ПНЖК, оказывая как 
провоспалительный, так и противовоспалительный 
эффекты [18]. ω-3 ПНЖК играют ключевую роль в 
генезе развития синдрома внутриклеточного дефици-
та, начинающегося с блокады поступления в клетку 
эссенциальных ω-3 ПНЖК [19].

При СЗА отмечен дефицит ω-3 α-линоленовой 
– на 37,17% (p=0,025) и ω-6 линолевой – на 25,57% 
(p=0,01), что, по-видимому, связано с недостаточным 
поступлением их с пищей и использованием в про-
цессах перекисного окисления липидов; имел место 
дефицит ДГК – на 63,67% (p=0,001), в связи с огра-
ниченной возможностью синтеза необходимых ко-
личеств ПНЖК (ЭПК и ДГК) из α–линоленовой, а 
большая доля ЭПК и ДГК поступают с пищей [20]; 
отмечен дефицит ω-6 арахидоновой (С20:4ω6) ЖК – 
на 54,29% (p=0,001) (табл.3).

Из ω-6 арахидоновой ЖК образуются лейкотриены 
и тромбоксаны, способствующие развитию воспале-
ния и тромбообразованию; из ω-3 эйкозапентаеновой 
(ЭПК) и докозагексаеновой (ДГК) – простагландины, 
лейкотриены, препятствующие воспалительной реак-
ции, а также тромбоксаны, способствующие меньшей 
агрегации тромбоцитов. Сбалансированное действие 
провоспалительных и противовоспалительных эйко-
заноидов определяет адаптивное течение воспали-
тельного процесса, а нарушение их баланса приводит 
к запуску самоподдерживающегося механизма хро-
нического воспаления при атеросклерозе [21].

 Т а б л и ц а  1
 Содержание «традиционных» параметров липидного обмена у пациентов СЗА и ПЗ (Mе (Q25; Q75))

Параметры Референсные значения СЗА (n=96) ПЗ (n=112) p

ОХ, ммоль/л 2,99-6,09 5,30 (4,67;6,30) 4,74 (4,22;5,62) 0,343

ЛПОНП, ммоль/л 0,16-0,46 0, 19 (0,16;0,27) 0,28 (0,16;0,46) 0, 002

ЛПНП, г/л 3-7 3,21 (2,52;3,79) 4, 24 (3,13;5,95) 0,004

ЛПВП, ммоль/л 0,85-1,94 1,86 (1,44;2,28) 1,19 (0,98;1,36) <0,001

ТГ, ммоль/л 0,8-2,3 0,91 (0,75;1,32) 1,40 (0,82;1,98) <0,001

Т а б л и ц а  2
Содержание аполипопротеинов у пациентов СЗА и ПЗ(Mе (Q25; Q75))

Аполипопротеины Референсные значения ПЗ СЗА p

Апо-А, мг/дл 122-161 124,90 (86,08;137,12) 91,23 (77,37;102,96) 0,032

Апо-В, мг/дл 69-105 90,49 (72,85;120,43) 123,45 (70,17;130,22) 0,042

Апо-В /Апо-А, у.е. до 1,0 0,82 (0,93;1,35) 2,14 (0,79;2,58) 0,001
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Заключение. Определение «традиционных» пара-
метров является неотъемлемой частью обследования 
при изучении липидного обмена. Однако у нарколо-
гических пациентов их оказывается недостаточно для 
объективной оценки нарушений липидного баланса, 
для объективизации его состояния целесообразно из-
учение содержания аполипопротеинов А и В, а также 
ω-3 и ω-6 ПНЖК.

Алкоголь-ассоциированные нарушения липидно-
го обмена могут быть подтверждены обнаружением 
совокупности скрытых клинико-биологических мар-
керов, включающих дислипидемию с увеличением 
содержания ЛПВП, уменьшением ТГ, ЛПНП, из-
менением содержания аполипопротеинов: низкого 
– Апо-А, высокого – Апо-В и соотношения Апо-В/
Апо-А, а также низкого содержания ω-3 докозагекса-
еновой и ω-6 арахидоновой ПНЖК.
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 Т а б л и ц а  3
Показатели ПНЖК у пациентов СЗАи ПЗ лиц (мкг/мл) (Mе (Q25; Q75))

ПНЖК Референсные значения СЗА ПЗ р

С18:2ω6 201,5-1500,25 432,86 (287,10; 51,36) 581,53 (369,82; 716,41) 0,010

С 18:3ω6 0,23-25,5 4,57 (3,28 ; 7,14) 4,13 (2,67 ; 5, 65) 0,408

С 20:2ω6 1,21-6,21 4,28 (3,00 ; 5,14) 4,43 (3,28 ; 5,77) 0,344

С 20:3ω6  3,53-33,86 4,57 (2,86 ;2;28) 13,47 (9,04 ; 20,26) 0,0001

С 20:4ω6 85,24-160,97 33,69 (22,27; 58,82) 73,70 (42,22 ; 107,12) 0,001

С18:3ω3 0,25-11,02 2,57 (1,71; 3,57) 4,09 (2,11; 5,70) 0,025

 С 20:3ω3 0,25-4,50 0,29 (0,29 ; 1,00 ) 0,60 (0,30 ; 1,32) 0,004

С 20:5ω3 2,25-80,50 10,28 (6,57 ; 15,85) 8,93 (3,81; 19,72) 0,002

С 22:6ω3 5,50-110,20 11,99 (4,00; 24,13) 33,00 (11,94; 60,55) 0,001
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Введение. Гликоделин – один из белков репродук-
тивной системы человека, который экспрессируется в 
нормальных тканях яичников, эндометрия, плаценты 
и семенных пузырьков у мужчин [1]. Недавние ис-
следования показали, что гликоделин специфически 
экспрессируется в различных злокачественных опу-
холях при раке эндометрия, яичников и молочной 
железы, а также в негендерных опухолях, например, 
раке легкого и толстой кишки [2]. Помимо тканевой 
экспрессии, возможно определение секретируемого 
гликоделина в крови мужчин и женщин, при этом его 
содержание зависит от возраста и фазы менструаль-
ного цикла у женщин. В литературе описан диапазон 
колебаний содержания гликоделина от 14 до 113 нг/
мл. У женщин в период менопаузы и мужчин стар-
ше 60 лет уровень гликоделина в крови резко снижен 
[3]. В литературе обсуждается вопрос о возможном 
использовании оценки уровня гликоделина в плазме 
крови для неинвазивной диагностики некоторых зло-
качественных опухолей.

Цель данной работы – исследование содержания 
гликоделина в плазме крови женщин с доброкаче-
ственными, пограничными и злокачественными опу-
холями яичников, оценка связи маркера с основными 
клинико-морфологическими характеристиками рака 
яичников и его возможная роль в диагностике и про-
гнозе данного заболевания.

Материал и методы. В исследование включены 
100 пациенток и 20 здоровых женщин, проходивших 
лечение в ФГБУ «Национальный медицинский ис-
следовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина» 

Минздрава России. Все процедуры, выполненные в 
исследовании с участием больных и здоровых жен-
щин, соответствуют этическим стандартам этическо-
го комитета организации и Хельсинкской декларации 
1964 г. и ее последующим изменениям или сопостави-
мым нормам этики. От каждого из включенных в ис-
следование участников получено информированное 
добровольное согласие. Клинический диагноз у всех 
пациенток подтвержден данными морфологического 
исследования опухоли согласно Международной ги-
стологической классификации опухолей яичников, 
принятой ВОЗ в 2014 году. В исследование включе-
ны пациентки с эпителиальным раком яичников трех 
гистологических типов: серозным (n=47), эндометри-
оидным (n=13) и муцинозным (n=9); доброкачествен-
ными новообразованиями (n=21) и пограничными 
опухолями (n=10) яичников. В табл. 1 и 2 представле-
ны характеристики исследуемой выборки.

Концентрацию белка гликоделина определяли в 
плазме крови, полученной по стандартной методике 
с использованием ЭДТА до начала специфического 
лечения, с помощью наборов реактивов для прямого 
иммуноферментного анализа: АМГФ-Фертитест-М 
(ООО «Диатех-ЭМ» Кат. № Д-10). Результат реакции 
учитывали при длине волны 450 нм на спектрофото-
метре вертикального сканирования (Bio-Rad, Hercules 
CA USA). Содержание маркера выражали в нанограм-
мах (нг) на 1 мл плазмы крови. Для анализа отдален-
ных результатов лечения (показателей общей выжи-
ваемости) больных разделили на 2 группы сравнения 
в зависимости от содержания гликоделина выше или 
ниже медианы в плазме крови. Статистический анализ 
полученных результатов проводили с использовани-
ем GraphPad Prizm v. 9. При сравнении показателей и 
анализе их взаимосвязей использовали непараметри-
ческие критерии Манна–Уитни, Краскела–Уоллиса, 
коэффициент ранговой корреляции Спирмена. Анализ 
общей выживаемости проводили путем построения 
кривых дожития по методу Каплана–Майера на всей 
выборке в целом, независимо от гистологического ти-
па опухоли и стадии заболевания. Сравнение статисти-
ческой значимости различий выполняли при помощи 
логарифмического рангового критерия. Различия счи-
тали статистически значимыми при р<0,05.

Результаты и обсуждение. Проведен анализ со-
держания гликоделина в плазме крови 100 пациенток 

Т а б л и ц а  1
Распределение исследуемой выборки пациенток по возрасту

Обследованные группы

Возраст, годы

Всего< 50 лет ≥ 50 лет

Число наблюдений

Контроль 5 15 20

Доброкачественные  
новообразования яичников 10 11 21

Пограничные опухоли 
яичников 6 4 10

Рак яичников 19 50 69
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с новообразованиями яичников и 20 здоровых жен-
щин. Результаты представлены в табл. 3.

Как видно из представленных данных, содержание 
гликоделина снижается в плазме крови здоровых до-
норов группы контроля, у больных доброкачествен-
ными и злокачественными опухолями с возрастом, за 
исключением небольшой группы пограничных опу-
холей.

Поэтому на следующем этапе проведен статисти-
ческий анализ диагностического потенциала содер-
жания гликоделина плазмы крови в различных воз-
растных группах.

При анализе общей группы пациенток без учета 
возраста наблюдается значимое повышение содержа-
ния гликоделина в крови при раке яичников, однако 
данные закономерности связаны с возрастом.

Как видно на рис. 1, содержание гликоделина в 
плазме крови больных до 50 лет не отличается между 
контролем и группами больных новообразованиями 
яичников. В возрастной группе старше 50 лет на-
блюдается статистически значимое увеличение кон-
центрации гликоделина при злокачественных ново-
образованиях яичников по сравнению с здоровыми 
донорами и пациентками с доброкачественными но-
вообразованиями.

Таким образом, содержание гликоделина в плазме 
крови может быть полезным маркером для диффе-
ренцировки доброкачественных и злокачественных 
опухолей яичников и для выявления рака яичников в 
возрастной группе пациенток старше 50 лет.

Далее провели анализ содержания гликоделина в 
плазме крови больных раком яичников с учетом ос-
новных клинико-морфологических характеристик за-
болевания. Результаты представлены в табл. 4.

Проведенный анализ показал, что уровень содержа-
ния гликоделина в плазме крови больных раком яич-
ников ассоциирован с основными клинико-морфоло-
гических характеристиками заболевания. Так, высокие 
уровни исследуемого белка наблюдали в плазме крови 
больных раком яичников с более распространенными 
стадиями опухолевого процесса и при наличии асцита. 
Также увеличение содержания гликоделина отмечено 
при двустороннем поражении яичников и при низкой 
степени злокачественности опухоли, однако данные 
наблюдения не достигли статистической значимости. 
В целом, полученные результаты свидетельствуют, что 
уровень гликоделина в плазме крови возрастает с про-
грессией опухолевого процесса и ассоциирован с не-
благоприятными клинико-морфологическими характе-
ристиками рака яичников.

Дополнительно провели корреляционный ана-
лиз содержания гликоделина и CA 125 в плазме кро-
ви больных раком яичников. Проведенный анализ 
выявил положительную статистически значимую 
корреляционную связь между уровнями исследо-
ванных маркеров гликоделина и СА 125 (r=0,349; 
p=0,004), что свидетельствует о перспективности 
использования комбинаций маркеров в клинико-
лабораторной практике и комплексном подходе к 
оценке заболевания.

Несмотря на то, что проведенный нами анализ 
продемонстрировал ассоциацию уровней гликодели-
на с неблагоприятными клинико-морфологическими 
характеристиками опухоли, прогностическая значи-
мость гликоделина при раке яичников не выявлена. 
Результаты этого раздела исследований представлены 
на рис. 2.

Из литературных данных известно, что гликоде-
лин может стать потенциальным маркеров в диагно-
стике рака яичников. Уровень гликоделина значитель-
но увеличивается в сыворотке крови больных, а его 
экспрессия в раке яичников по сравнению с доброка-

Т а б л и ц а  2
Клинико-морфологические характеристики  

больных раком яичников

Клинико-морфологические характеристики рака 
яичников

Число  
наблюдений,

абс./% 

Гистологический тип:
Серозный 
Муцинозный
Эндометриодный

47/68
9/13
13/19

Стадия:
I-II
III-IV

33/48
36/52

Локализация:
Односторонняя
Двусторонняя

58/84
11/16

Размер опухоли:
T1-T2
T3-T4

33/48
36/52

Наличие асцита (А):
А-
А+

34/49
35/51

Степень дифференцировки опухоли:
Серозный рак:
низкая степень злокачественности (low grade);
высокая степень злокачественности (high grade)
Муцинозный и эндометриоидный рак (общая 
группа):

G1-G2
G3

24/51
23/49

12/55
10/45

Т а б л и ц а  3
Медиана содержания гликоделина в плазме крови больных 

новообразованиями яичников и здоровых доноров

Обследованные 
группы

Гликоделин, медиана (квартили 25-75%), нг/мл

< 50 лет ≥ 50 лет Общая 
группа

Контроль 12,5 (1,9-20,8) 7,4 (1,7-10,5) 7,55 (1,7-
11,7)

Доброкачествен-
ные новообразо-
вания яичников

10,8 (5,0-15,1) 2,4 (1,7-3,5) 3,6 (2,2-10,8)

Пограничные 
опухоли  
яичников

4,2 (3,0-12,0) 7,9 (2,3-13,9) 4,2 (2,9-13,1)

Рак яичников 22,6 (7,5-89,7) 14,3 (5,5-40,0) 19,1 (6,4-53)
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чественными новообразованиями яичников и здоро-
выми донорами [4, 5]. Результаты проведенного нами 
исследования согласуются с литературными данны-
ми и позволяют предложить анализ его содержания в 
клинической практике. Наряду с другими маркерами 
рака яичников, такими как CA 125, MMP-7 или HE4, 
гликоделин значительно повышает чувствительность 
и специфичность диагностики и при мониторинге 
рецидивов рака яичников [6]. Однако в литературе 
встречаются и противоположные данные. Например, 
С. Scholz и соавт. [7] выявили, что уровень гликодели-
на в сыворотке крови пациентов выше при доброка-
чественных опухолях яичников, чем при раке яични-
ков. Также следует отметить, что повышенный уро-
вень гликоделина в плазме крови наблюдали при раке 

Рис. 1. Статистический анализ содержания гликоделина в плазме крови больных опухолями яичников и здоровых доноров в 
различных возрастных группах.

Т а б л и ц а  4
Ассоциация содержания гликоделина в плазме крови больных 

и клинико-морфологических характеристик рака яичников

Клинико-морфологические 
показатели рака яичников

Гликоделин, 
медиана (квартили 

25-75%), нг/мл
p

Гистология: 
Серозный (1)
Муцинозный (2)
Эндометриоидный (3)

24,5 (7,8-68,4)
8,8 (3,3-14,5)
9,6 (4,7-21,1)

1vs2=0,0434*
1vs3=0,2424
2vs3>0,999

Стадия: 
I-II
III-IV

9,5 (4,1-26,4)
23,6 (9,4-74,2)

0,0043*

Локализация:
Односторонняя
Двусторонняя

14,35 (5,4-44,0)
22,6 (10,2-91,0)

0,2364

Размер опухоли:
T1-T2
T3-T4

9,5 (4,1-26,4)
23,6 (9,4-74,2)

0,0043*

Наличие асцита (А):
А-
А+

9,1 (4,1-25,4)
24,5 (11,7-78,0)

0,0004*

Степень  
дифференцировки  
опухоли:
Серозный рак:
низкая степень  
злокачественности 
(low grade);
высокая степень  
злокачественности 
(high grade).
Муцинозный  
и эндометриоидный рак 
(общая группа):
G1-G2
G3

26,4 (5,2-75,0)

22,6 (9,4-62,2)

6,45 (3,4-12,1)
12,5 (8,9-27,1)

0,9034

0,0835

П р и м е ч а н и е . * – статистически значимо (p<0,05).

Рис. 2. Общая выживаемость больных раком яичников в зави-
симости от медианы (19,1 нг/мл) концентрации гликоделина 
в плазме крови.
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шейки матки [4], немелкоклеточном раке легкого [8], 
колоректальном раке [9] и мезотелиоме плевры [10], 
что свидетельствует о недостаточной специфичности 
этого маркера при раке яичников.

Заключение. Несмотря на значительные дости-
жения в биохимической диагностике онкологиче-
ских заболеваний, проблема их раннего выявления 
и в частности, одной из самых распространенных 
онкологических гинекологических патологий – рака 
яичников, продолжает оставаться актуальной. В ряде 
случаев у больных злокачественными опухолями яич-
ников уровень маркеров может оставаться в пределах 
нормы и повышаться при воспалительном процессе 
в отсутствие опухолевой патологии. Все это еще раз 
подтверждает необходимость использования панели 
лабораторных опухолевых маркеров в сочетании с 
другими инструментальными методами в диагности-
ке рака яичников.
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Игнатова Н.К., Федорова О.И., Гильмиярова Ф.Н., Селезнева И.А., Гусякова О.А., Ерещенко А.А., Балдина О.А.

ГРУППЫ КРОВИ ПО СИСТЕМАМ АВ0, RH, KELL, MNS И НАПРЯЖЕННОСТЬ 
СПЕЦИФИЧЕСКОГО ИММУНИТЕТА К ВИРУСУ КОРИ В ВОЗРАСТНОМ АСПЕКТЕ

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

Обследованы 897 практически здоровых лиц в возрасте от 18 до 75 лет (233 мужчины и 664 женщины).  Материалом 
для исследования была сыворотка венозной крови. Специфические иммуноглобулины IgG к вирусу кори в сыворотке крови 
определяли методом иммуноферментного анализа на автоматическом двухпланшетном иммуноферментном анализа-
торе Dynex Lazurite (Лазурит, США), с тест-системой «ВектоКорь-IgG» (ОАО «Вектор-Бест», Россия). Группы крови 
по системе АВ0, Rh-фенотип и Kell определяли методом гель-фильтрации с использованием карт DG Gel AB0/Rh (2D), 
DG Gel Rh Pheno+Kell (GRIFOLS, Испания). Типирование по антигенам M, N и k проведено с использованием наборов 
моноклональных реагентов «CLONIMED» анти-N, анти-M, анти-k kel2 (ООО «ГЕМОСТАНДАРТ», Россия) в прямой ре-
акции гемагглютинации. В ходе проведенного исследования была выявлена прямая корреляционная взаимосвязь антител 
IgG к кори с возрастом (r=0,55, р<0,001).  Кластерный анализ позволил разделить всех обследованных на две однородные 
группы: в первый кластер вошли обследованные 18-41 лет (первая возрастная группа), во второй — 42-75 лет (вторая 
возрастная группа). Установлено, что обследованные с группой крови А2(II) имели более высокий уровень антител к 
кори, чем представители групп 0(I), А1(II), В(III), А1В(IV), А2В(IV) во 2-й возрастной группе (р<0,05). Сравнивая часто-
ту только наиболее многочисленных фенотипов во всех группах выявили, что во 2-й возрастной группе высокий уровень 
антител отмечался у людей с фенотипом ССDee (р=0,05), а низкий – с фенотипом ccDEe (p=0,05). Анализ полученных 
данных показал отсутствие статистически значимых отличий уровня противокоревых антител в разных возрастных 
группах у лиц с фенотипами Kell и MNS. Выявлены гендерные различия в частоте фенотипов MN. У женщин соотноше-
ние аллелей M и N 60% и 40%, а у мужчин – 68% и 32% (р<0,05).

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  группы крови; эритроцитарные антигены; системы АВ0; Rh; Kell; MNS; иммунитет; корь; 
антитела.
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Ignatova N.K., Fedorova O.I., Gilmiyarova F.N., Selezneva I.A., Gusyakova O.A., Ereshchenko A.A., Baldina O.A.
BLOOD GROUPS BY THE AB0, RH, KELL, MNS SYSTEMS AND STRENGTH OF SPECIFIC IMMUNITY TO 
MEASLES VIRUS IN AGE ASPECT
FSBEI HE «Samara State Medical University» of the Ministry of Healthcare of the Russian Federation, 443099, Samara, Russia
897 practically healthy individuals aged 18 to 75 years (233 men and 664 women) were examined. The material for the study was 
venous blood serum. Specific immunoglobulins IgG to the measles virus in blood serum were determined by enzyme immunoassay 
on an automatic two-plate enzyme immunoassay analyzer Dynex Lazurite (Lazurit, USA), with the VectoMeasles-IgG test system 
(JSC Vector-Best, Russia). Blood groups according to the AB0 system, Rh-phenotype, and Kell were determined by gel filtration 
using DG Gel ABO/Rh (2D), DG Gel Rh Pheno+Kell (GRIFOLS, Spain) cards. Typing for antigens M, N and k was carried out using 
sets of monoclonal reagents “CLONIMED” anti-N, anti-M, anti-k kel2 (LLC “GEMOSTANDART”), in a direct hemagglutination 
reaction. The study revealed a direct correlation between IgG antibodies to measles and age (r=0.55, p<0.001). Cluster analysis 
made it possible to divide all the examined into two homogeneous groups: the first cluster included examined 18-41 years old (the 
first age group), the second – 42-75 years old (the second age group). It was found that those examined with blood type A2(II) 
had a higher level of antibodies to measles than representatives of groups 0(I), A1(II), B(III), A1B(IV), A2B(IV) in the second age 
group (p<0.05). Comparing the frequency of the most numerous phenotypes in all groups revealed that in the second age group, a 
high level of antibodies was observed in people with the CCDee phenotype (p=0.05), and a low level was observed in people with 
the ccDEe phenotype (p=0.05). Analysis of the data obtained showed no statistically significant differences in the level of measles 
antibodies in different age groups in individuals with Kell and MNS phenotypes. Gender differences in the frequency of MN 
phenotypes were revealed. In women, the ratio of M and N alleles was 60% and 40%, while in men it was 68% and 32% (p<0.05).

K e y  w o r d s :  blood groups; erythrocyte antigens; AB0; Rh; Kell; MNS systems; immunity; measles; antibodies.
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Введение. Корь является давно известным высоко 
контагиозным вирусным инфекционным заболевани-
ем, особенно опасным для детей первого года жизни, 
которое может привести к серьезным осложнениям. До 
введения вакцины против кори в 1963 г. и повсемест-
ной вакцинации крупные вспышки кори возникали 
каждые 2-3 года [1]. В России вакцинация против кори 
была введена в Национальный календарь прививок в 
1968 г., и заболеваемость была взята под контроль [2].

Однако, в последние годы по всему миру наблю-
дались вспышки кори, в том числе из-за отказа насе-
ления от иммунизации. В 2019 году число новых слу-
чаев заражения было самым высоким за последние 
20 лет и достигло практически 870 тыс. заболевших 
в мире [3]. В связи с этим вновь возник вопрос о не-
обходимости вакцинации взрослого населения, в пер-
вую очередь, медицинских работников [2, 4]. 

Для выявления поствакцинальных антител, а также 
лиц, восприимчивых к вирусу кори, проводится опре-
деление специфических антител класса IgG к вирусу 
кори. Известно, что вируснейтрализующие антитела 
преимущественно распознают вирусный гемагглюти-
нин (MV-H) и, в меньшей степени, белок (MV-F) [5]. 
Вместе с тем, устойчивость ко многим заболеваниям 
инфекционной или неинфекционной природы связана 
с групповой принадлежностью крови [6-8].  Высокий 
полиморфизм групп крови человека, особенности, фи-
зиологические функциональные различия в их генети-
ческих маркерах свидетельствуют о наличии сложных 
и многогранных генетических корреляций групповых 
факторов с конкретной патологией [9-12].

Антигены А и В могут выступать в качестве рецепто-
ров для фиксации инфекционных агентов, способствуя 
развитию воспалительных заболеваний [13-16]. Для 
объяснения связи между группами крови и заболева-
ниями человека предложена теория генетической плей-
отропии. Данные о сходстве возбудителя с факторами 
крови человека позволяют предположить возможность 
проявления «антигенной мимикрии», а маскирование 
патогенных адгезивных гликотопов является возмож-
ным защитным механизмом [17]. Следовательно, глика-
ны играют важную роль как молекулы распознавания, 

указывая на вероятное присутствие взаимосвязи между 
болезнью и принадлежностью к группе крови.

 Подчеркнем то, что фенотип по системе Rhesus (С, 
с, Е, е), и, особенно, системы  MNS, Kell, редко исполь-
зуются при анализе группоспецифических особенно-
стей различного рода инфекций. В доступной нам ли-
тературе мы не нашли данных о взаимосвязи коревой 
инфекции с группами крови по системе АВ0 с учетом 
подгрупп А1, А2, а также с антигенными детерминан-
тами С, с, Е, е системы Rhesus, группами Kell, MNS.

Цель данного исследования – изучить взаимос-
вязь групп крови по системе АВ0 с учетом вариантов 
антигена А, фенотипом эритроцитов по Rhesus, Kell, 
MNS и специфического противокоревого иммунитета 
у лиц разного возраста. 

Материал и методы. Нами были обследованы 
897 практически здоровых лиц (664 женщины и 233 
мужчины от 18 до 75 лет), сотрудников Самарского 
государственного медицинского университета, после 
получения от них письменного информированного 
согласия.  Проводилось количественное определение 
IgG антител к вирусу кори в образцах сыворотки ве-
нозной крови методом иммуноферментного анализа 
на автоматическом двухпланшетном иммунофер-
ментном анализаторе Dynex Lazurite (Лазурит), США, 
с тест-системой «ВектоКорь-IgG» (ОАО «Вектор-
Бест», Россия). Значения абсорбции были переведены 
в международные единицы (МЕ/мл). Значения, счи-
тающиеся серонегативными, были менее 0,18 МЕ/мл.

Группы крови по системе АВ0, Rh-фенотип и Kell 
определяли методом гель-фильтрации с использова-
нием карт DG Gel ABO/Rh (2D), DG Gel Rh Pheno+Kell 
(GRIFOLS, Испания). Типирование по антигенам M, 
N, k (Cellano) проведено с использованием наборов 
моноклональных реагентов «CLONIMED» анти-N, 
анти-M, анти-k kel2 (ООО «ГЕМОСТАНДАРТ», Рос-
сия), в прямой реакции гемагглютинации. 

Статистическую обработку результатов проводили 
с применением программных пакетов Statistika 6.1 c 
использованием методов вариационной статистики и 
непараметрических критериев, кластерного и корре-
ляционного анализов. Оценка статистически значи-
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мых отличий (р) проводилась с помощью однофак-
торного дисперсионного анализа. Сравнение отличий 
долей уровней специфических противокоревых анти-
тел у обследованных лиц (низких – до 0,179 МЕ/ml; 
средних – от 0,18до 1,99 МЕ/ml; высоких – 2,0 МЕ/ml 
и более) проводилось по критерию χ2.

Результаты. Для выяснения взаимосвязи специ-
фического иммунитета к коревой инфекции и возрас-
та обследованных лиц был проведен корреляционный 
анализ, который показал зависимость содержания 
антител к кори от возраста (r=0,55, р<0,001) (рис. 1).

Выполненный далее кластерный анализ позволил 
разделить нам всех обследованных на две однород-
ные группы (табл. 1): в 1-ю группу вошли обследо-
ванные 18-41 лет (первая возрастная группа), во 2-ю 
группу — 42-75 лет (вторая возрастная группа). Та-
ким образом, в 1-ю группу обследованных вошли ли-
ца молодого возраста, а во 2-ю – преимущественно 
лица среднего и пожилого возраста [18]. 

Выявлены возрастные отличия содержания спец-
ифических антител к кори. Следует отметить, что ко-
личество специфических антител у представителей 
первой возрастной группы практически в 3 раза мень-
ше, чем у второй. Мы предполагаем, что это может 
быть связано с тем, что в 1-й возрастной группе ока-
залось больше лиц, не получавших прививки против 
коревой инфекции и не болевших корью.

Анализ средних значений антител к вирусу кори 
среди обследованных в зависимости не только от 
возраста, но и от групповой принадлежности крови 
показал видимые различия в группе А2(II) (рис. 3). 

Установлено, что обследованные во 2-й возрастной 
группе с группой крови А2(II) имели более высокое 
содержание антител к кори, чем  представители групп 
0(I), А(II), В(III), АВ(IV), А2В(IV) (р<0,05). 

Однофакторный дисперсионный анализ подтвер-
дил наличие различий результатов содержания анти-
тел в группе А2(II) у представителей старшей воз-
растной группы (рис. 4).  

Далее все обследованные в обеих возрастных груп-
пах были разделены не только по групповой принад-
лежности крови, но и по содержанию антител, на под-
группы с низким уровнем антител – до 0,179 МЕ/ml; 
средним уровнем антител – от 0,18до 1,99 МЕ/ml; вы-
соким уровнем антител – 2,0 МЕ/ml и более (табл. 2, 3). 

Кроме исследования групповой принадлежности 
крови по системе АВ0, мы проанализировали уров-
ни антител в обеих возрастных группах с различными 
фенотипами по системе Резус (табл. 4, 5), а также с 
наиболее часто встречающимися из них (рис. 5, 6).

Далее был проведен анализ содержания специфи-
ческих антител к вирусу кори по фенотипам системы 
Kell (табл. 6, 7) и MNS (табл. 8, 9). 

Проанализирована взаимосвязь групповой при-
надлежности крови по системам АВ0, Rhesus, Kell, 
MNS с гендерной принадлежностью обследованных 
лиц (табл. 10).

Обсуждение. Предрасположенность к развитию 
ряда болезней может зависеть от принадлежности к 
определенным эритроцитарным фенотипам [14]. С 
целью выявления группоспецифических особенно-
стей иммунитета к кори все пациенты были разде-

Т а б л и ц а  1
Содержание специфических антител (Ig G) к вирусу кори в двух возрастных группах обследуемых, МЕ/мл 

Возрастная группа, годы Число обследуемых M SD m

18-41 лет 437 0,54 0,73 0,04

42-75 лет 460 1,47 1,10 0,05

П р и м е ч а н и е . M – средний уровень IgG к кори; SD – критерий Стьюдента: m – стандартная ошибка.

Рис. 1. Корреляционная взаимосвязь уровня антител к вирусу 
кори с возрастом обследуемых.

Рис. 2. Распределение обследованных по группам крови си-
стемы АВ0.
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Рис. 3. Уровни специфических антител к вирусу ко-
ри (IgG) у обследуемых лиц с разными фенотипа-
ми по системе АВ0 в двух возрастных группах. По 
оси ординат – среднее со стандартными ошибками 
(M±m).

Рис. 4. Диаграмма размаха содержания специфических анти-
тел (Ig G) к вирусу кори у обследованных лиц с разным фено-
типом по системе АВ0 (в возрастной группе 42-75 лет).

Т а б л и ц а  2 
Фенотипы системы АВО и содержание специфических антител (IgG) к вирусу кори в 1-й возрастной группе, МЕ/мл

Уровень антител 0(I) А(II) В(III) АВ(IV) А2(II) А2В(IV)
n 146 136 106 21 20 8
M±m 0,54±0,07 0,50±0,06 0,58±0,07 0,62±0,15 0,43±0,10 0,58±0,26
Me (IQR) 0,22 (0,04–0,68) 0,25 (0,06–0,64) 0,27 (0,06–0,83) 0,38 (0,05–1,06) 0,29 (0,16–0,66) 0,29 (0,03–1,36)
Низкие 66 (45%) 59 (43%) 41 (39%) 9 (43%) 5 (25%) 4 (50%)
Средние 70 (48%) 73 (54%) 57 (54%) 10 (48%) 15 (75%) 4 (50%)
Высокие 10 (7%) 4 (3%) 8 (8%) 2 (10%) 0 (0%) 0 (0%)

П р и м е ч а н и е .  Здесь и в табл. 3 -  n — число наблюдений в группе;  M±m — средний уровень IgG к кори и его стандартная ошибка; Me 
(IQR) — медиана и межквартильный размах IgG к кори. Низкие, средние, высокие —  абсолютное значение и процент по строке (в пределах 
данной группы крови) наблюдений с низкими (до 0,179 МЕ/мл), средними (от 0,18-1,99 МЕ/мл) и высокими (2,0 и более МЕ/мл) уровнями 
содержанием противокоревых антител (IgG). 

Т а б л и ц а  3 
Фенотипы системы АВО и содержание специфических антител (IgG) к вирусу кори во 2-й возрастной группе, МЕ/мл 

Уровень антител 0(I) А(II) В(III) АВ(IV) А2(II) А2В(IV)
n 164 137 97 31 21 10
M±m 1,47±0,09 1,41±0,08 1,44±0,10 1,54±0,25 1,98±0,35* 1,24±0,29
Me (IQR) 1,83 (0,33–2,07) 1,79 (0,54–2,00) 1,78 (0,48–2,00) 1,76 (0,22–2,09) 1,76 (0,22–2,09) 1,71 (0,18–2,03)
Низкие 26 (16%) 18 (13%) 13 (13%) 6 (19%) 2 (10%) 2 (20%)
Средние 68 (41%) 73 (53%) 50 (52%) 12 (39%) 8 (38%) 5 (50%)
Высокие 70 (43%) 46 (34%) 34 (35%) 13 (42%) 11 (52%) 3 (30%)

П р и м е ч а н и е . *- p<0,05. 

лены на группы с различным фенотипом по системе 
АВ0: 0(I), А(II), В(III), АВ(IV), А2(II) и А2В(IV).  Сре-
ди всех обследованных выявлено преобладание лиц с 
А(II) группой крови – 35%, из которых 4,6% являются 
носителями варианта антигена А в виде А2.

У половины всех обследованных наблюдалось 
преимущественно среднее содержание антител 
(0,18–1,99 МЕ/ml): в возрасте 18-41 год – у 52, 4% 
лиц, а в группе 42-75 лет – у 48,3% лиц. Вместе с 
тем, низкое содержание антител к кори у лиц 1-й 
возрастной группы отмечено у 42% обследован-
ных, а во 2-й возрастной группе – лишь у 14,6%. 
Иная тенденция обнаружена при анализе высокого 
уровня противокоревых антител: наибольшее коли-
чество лиц с подобным уровнем зарегистрировано 
во 2-й возрастной группе – 37,1%, тогда как в 1-й 
возрастной группе только 5,6% лиц имело их уро-
вень 2,0 МЕ/ml и более.   
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Т а б л и ц а  4
Фенотипы системы Резус и содержание специфических антител (IgG) к вирусу кори в 1-й возрастной группе, МЕ/мл 

Фенотип n M±m Me (IQR) Низкие Средние Высокие
CCDEe 1 1,20 1,20 (1,20–1,20) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
CcDEe 60 0,53±0,08 0,30 (0,10–0,76) 20 (33%) 38 (63%) 2 (3%)
ccDEe 66 0,50±0,08 0,19 (0,06–0,77) 30 (45%) 34 (52%) 2 (3%)
ccDEE 11 0,26±0,09 0,19 (0,03–0,34) 5 (45%) 6 (55%) 0 (0%)
CcDee 133 0,54±0,07 0,24 (0,03–0,75) 59 (44%) 67 (50%) 7 (5%)
CCDee 87 0,56±0,08 0,29 (0,05–0,60) 32 (37%) 49 (56%) 6 (7%)
ccDee 7 0,23±0,07 0,16 (0,10–0,33) 4 (57%) 3 (43%) 0 (0%)
ccddee 69 0,62±0,10 0,22 (0,04–0,84) 32 (46%) 30 (43%) 7 (10%)
Ccddee 3 0,33±0,17 0,17 (0,16–0,17) 2 (67%) 1 (33%) 0 (0%)

Т а б л и ц а  5
Фенотипы системы Резус и содержание специфических антител (IgG) к вирусу кори во 2-й возрастной группе, МЕ/мл 

Фенотип n M±m Me (IQR) Низкие Средние Высокие
CCDEe 2 2,10±0,84 2,10 (1,26–2,10) 0 (0%) 1 (50%) 1 (50%)
CcDEe 65 1,49±0,13 1,85 (0,51–2,02) 8 (12%) 33 (51%) 33 (51%)
ccDEe 48 1,22±0,16 0,95 (0,21–2,07) 10 (21%) 22 (46%) 16 (33%)
CcDEE 1 0,26 0,26 (0,26–0,26) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
ccDEE 11 1,30±0,29 1,02 (0,67–2,00) 2 (18%) 6 (55%) 3 (27%)
CcDee 160 1,49±0,08 1,83 (0,56–2,03) 18 (11%) 75 (47%) 67 (42%)
CCDee 95 1,58±0,12 1,94 (0,41–2,09) 15 (16%) 39 (41%) 41 (43%)
ccDee 7 1,73±0,57 1,76 (0,47–1,94) 1 (14%) 5 (71%) 1 (14%)
CcDwee 2 1,39±0,56 1,39 (0,83–1,39) 0 (0%) 2 (100%) 0 (0%)
ccddee 59 1,49±0,16 1,78 (0,30–2,01) 12 (20%) 26 (44%) 21 (36%)
Ccddee 8 0,80±0,30 0,52 (0,20–1,74) 1 (13%) 5 (63%) 2 (25%)
CСddee 1 2,03 2,03 (2,03–2,03) 0 (0%) 0 (0%) 1 (100%)
ccddEe 1 1,49 1,49 (1,49–1,49) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)

Рис. 5. Диаграмма размаха содержания антител (Ig G) к виру-
су кори у обследованных лиц с разным фенотипом по систе-
ме Резус (во 2-й возрастной группе).

Анализ уровня содержания специфических анти-
тел по АВ0-групповой принадлежности крови пока-
зал, что лица с группой крови А2В(IV), независимо 
от возраста, характеризуются самым низким содер-
жанием антител –  до 0,179 МЕ/ml. Примечательно, 
что лица с носительством антигена А отличаются 
средним уровнем содержания антител к кори в обе-
их возрастных группах, но в младшей из них только 
в случае наличия вариации данного антигена в виде 
А2. Лица с АВ(IV) группой крови в 1-й возрастной 

группе имеют наибольшее их содержание, причем 
эти обследованные характеризуются наиболее высо-
ким уровнем антител: 2,0 МЕ/ml и более. В отличие 
от этого, представители 2-й возрастной группы име-
ют подобный уровень антител в случае, если их кровь 
принадлежит к А2(II).  Можно предположить, что у 
лиц с группой крови А2(II) иммунный ответ при ис-
кусственной и естественной иммунизации на антиге-
ны вируса кори более интенсивен, чем у лиц с други-
ми группами крови, результатом чего является более 
высокий уровень антител. 

Известно, что антигены групп крови системы АВ0 
являются гликолипидами, они формируются в резуль-
тате работы гликозилтрансфераз, модифицирующих 
Н-антиген различными способами [19]. Присутству-
ют 4 типа Н-цепей, на которых формируются 4 типа 
антигена А, из них типы 2,3,4 – эндогенные эритро-
цитарные. Следует отметить, что цифровые обозна-
чения подгрупп антигена А (А1, А2, А3) и нумерация 
типов антигена А (типы 1, 2, 3, 4) не связаны между 
собой. Качественные отличия А1- и А2-фенотипов за-
ключаются в структуре сахаров: на эритроцитах А1 
экспрессируются 2,3,4 типы антигена А, активная 
А1-гликозилтрансфераза конвертирует Н-цепи любо-
го типа. А2-гликозилтрансфераза имеет субстратные 
барьеры и не способна модифицировать Н-вещество 
типа 3 и 4, возможно, из-за наличия дополнительно-
го домена из 21 аминокислоты, возникающего вслед-
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Рис.6. Уровни антител к вирусу кори 
(IgG) у обследуемых лиц с разными 
фенотипами по системе по системе 
Резус в двух возрастных группах. 
По оси ординат – среднее со стан-
дартными ошибками (M±m).

Т а б л и ц а  6
Фенотипы системы Kell и содержание специфических антител (IgG) к вирусу кори в 1-й возрастной группе, МЕ/мл  

Группа крови n M±m Me (IQR) Низкие Средние Высокие
kk 415 0,55±0,04 0,25 (0,06–0,73) 174 (42%) 217 (52%) 24 (6%)
Kk 22 0,32±0,09 0,20 (0,03–0,44) 10 (45%) 12 (55%) 0 (0%)

Т а б л и ц а  7
Фенотипы системы Kell и содержание специфических антител (IgG) к вирусу кори во 2-й возрастной группе, МЕ/мл 

Группа крови n M±m Me (IQR) Низкие Средние Высокие
kk 434 1,45±0,05 1,80 (0,41–2,05) 65 (15%) 203 (47%) 166 (38%)
Kk 24 1,79±0,25 1,88 (0,77–2,07) 2 (8%) 12 (50%) 10 (42%)
KK 2 1,69±0,31 1,69 (1,38–1,69) 0 (0%) 1 (50%) 1 (50%)

Т а б л и ц а  8 
 Фенотипы системы MNS и содержание специфических антител (IgG) к вирусу кори в 1-й возрастной группе, МЕ/мл 

Группа крови n M±m Me (IQR) Низкий Средние Высокие
MM 144 0,57±0,06 0,28 (0,07–0,70) 57 (40%) 78 (54%) 9 (6%)
MN 164 0,49±0,06 0,20 (0,03–0,65) 78 (48%) 80 (49%) 6 (4%)
NN 41 0,57±0,11 0,22 (0,16–0,68) 16 (39%) 20 (49%) 5 (12%)

Т а б л и ц а  9
Фенотипы системы MNS и содержание специфических антител (IgG) к вирусу кори во 2-й возрастной группе, МЕ/мл 

Группа крови n M±m Me (IQR) Низкие Средние Высокие
MM 110 1,61±0,12 1,83 (0,56–2,01) 19 (17%) 47 (43%) 44 (40%)
MN 164 1,49±0,09 1,81 (0,48–2,05) 19 (12%) 80 (49%) 65 (40%)
NN 49 1,64±0,17 1,76 (0,82–2,08) 5 (10%) 26 (53%) 18 (37%)

Т а б л и ц а  1 0
Частота встречаемости фенотипов системы MNS среди обследованных мужчин и женщин

Группа крови
Пол

Женщины Мужчины
абс. % абс. %

MM 172 35,03 82 45,30
MN 245 49,90 83 45,86
NN 74 15,07 16 8,84
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ствие делеции одного основания и сдвига в рамке 
считывания в гене А2 [20-23].   

Вероятно, именно отсутствием типа 4 антигена А 
на эритроцитах А2 в отличие от эритроцитов А1 мо-
жет быть объяснено более высокое содержание анти-
тел к вирусу кори у людей группы крови А2(II), по-
скольку инфекционный агент, видимо, не имитирует 
именно тип 4 антигена А, возможно, имея сходство с 
другими типами антигена А. Таким образом проявля-
ется   явление «антигенной мимикрии» [24]. 

Кроме того, обнаружены особенности содержа-
ния антител у обследованных нами лиц с различным 
фенотипом по системе Rhesus. Сравнивая частоту 
только наиболее многочисленных фенотипов (CcDEe, 
ccDEe, CcDee, CCDee, ccddee) выявили, что во 2-й 
возрастной группе более высокий уровень антител 
отмечался у людей с фенотипом ССDee (р=0,05), а 
самый низкий – с фенотипом ccDEe (p=0,05). При 
анализе фенотипов по системе Резус в 1-й возрастной 
группе отмечена тенденция к высокому уровню анти-
тел у лиц с фенотипом ССDee и низкому – с феноти-
пом ccDEe, однако статистически значимых отличий 
не было выявлено.  

Ученые предполагают наличие специфической 
связи между генами RH и генами иммунного отве-
та, хотя они и располагаются на разных хромосомах 
[25]. Данные литературы свидетельствуют о том, что 
предрасположенность к развитию ряда болезней мо-
жет зависеть от принадлежности к определенным 
эритроцитарным фенотипам. С.И. Донсковым и В.А. 
Мороковым [26] выявлены некоторые особенности 
распределения антигенов и фенотипов эритроцитов 
по системе Rhesus у больных с опухолевыми заболе-
ваниями, анемиями.  

В литературе имеются сведения о том, что лица ге-
нотипа CDe/CDe (фенотип ССDee) более устойчивы 
к сальмонеллам брюшного тифа, в то время, как ли-
ца с генотипом cDE/cDE (фенотип ccDEE), и cDE/cde 
(фенотип ccDEe) более восприимчивы к заболеванию 
[25].  В связи с этим с учетом полученных нами дан-
ных можно констатировать, что лица, имеющие фено-
тип CCDee имеют большую устойчивость с большим 
количеством антител как при заболеваниях, вызван-
ных сальмонелами, так и вирусом кори. Лица с фено-
типом ccDEe имеют меньшую устойчивость с мень-
шим количеством антител при тех же нозологических 
формах. Эти факты могут быть объяснены эффектом 
плейотропности генов и «антигенной мимикрией». 

Наряду с системами АВ0 и Резус существует 
множество других групп крови, и мы посчитали воз-
можным провести анализ специфических антител к 
вирусу кори в группах с разным фенотипом по си-
стеме Kell. По данным литературы, в окружающем 
человека мире Kell-подобные антигены имеют ши-
рокое распространение, обеспечивая тем самым со-
вместимость его с окружающей средой, что является 
основой предрасположенности к инфицированию не-
которыми микроорганизмами [26]. Однако анализ по-
лученных данных показал отсутствие статистически 
значимой разницы в уровне антител к вирусу кори у 
всех обследованных лиц с разным фенотипом Kell. 

При исследовании различных фенотипов системы 
MNS обнаружено, что наиболее часто у обследованных 
встречается фенотип MN, который сопровождается бо-
лее низким уровнем антител по сравнению с другими 
фенотипами. Антигены M и N, как компоненты глико-
форина A, способны взаимодействовать с бактериаль-
ными токсинами, адсорбировать продукты жизнедея-
тельности некоторых микроорганизмов, однако в ходе 
нашего исследования значимой связи уровня антител к 
кори с фенотипом MN выявлено не было.

Проведенный анализ сопряженности групп кро-
ви по всем изученным системам (АВ0, Rhesus, Kell, 
MNS) и пола обследованных, показал взаимосвязь 
только с фенотипами системы MNS. Обнаружено, что 
у женщин чаще встречается фенотип МN, а у мужчин 
– ММ и МN (χ2=7,97; р=0,019). Соотношение аллелей 
М и N у лиц мужского пола 68% и 32% соответствен-
но, а у женщин – 60% и 40% (χ2=7,66; р=0,006).  

Выводы:
1. Установлена корреляционная взаимосвязь меж-

ду напряженностью противокоревого иммунитета и 
возрастом: лица в возрасте 18-41 год являются груп-
пой риска по заболеваемости корью, у них отмечается 
более низкий уровень антител к вирусу кори по срав-
нению со 2-й возрастной группой.

2. Изучение взаимосвязи частоты фенотипов эри-
троцитов по системам АВ0 и Резус с особенностями 
противокоревого иммунитета в двух возрастных груп-
пах выявило, что в группе 42-75 лет с высоким содер-
жанием антител к вирусу кори (более 2,0 МЕ/ml) чаще 
встречаются лица с группой крови А2(II) (р<0,05).

3. В старшей возрастной группе лица с фенотипом 
CCDee, имеющие наиболее высокий уровень антител, 
являются более устойчивыми к возникновению коре-
вой инфекции, чем лица с фенотипом ccDEe с наи-
меньшим уровнем антител к вирусу (р=0,05).

4. Обнаружены гендерные отличия частоты встре-
чаемости фенотипов системы MNS среди обследо-
ванных лиц: у мужчин преобладают фенотипы ММ и 
МN, у женщин – МN (р<0,05).

5. Нами не выявлены значимые связи антигенов 
эритроцитарных систем Kell, MNS с уровнем анти-
тел к вирусу кори. На основании изучения 897 обсле-
дованных мы пришли к заключению, что для оценки 
напряженности популяционного иммунитета к виру-
су кори представляется нецелесообразным проводить 
более углубленное изучение по системам групп крови 
Kell, MNS. 
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РЕЗИСТЕНТНОСТЬ ВЕДУЩИХ ВОЗБУДИТЕЛЕЙ ХРОНИЧЕСКОГО ОСТЕОМИЕЛИТА

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр травматологии и ортопедии имени академика  
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Антибиотикотерапия является неотъемлемой частью в системе мер по обеспечению эффективного лечения хрониче-
ского остеомиелита. В связи с этим, ежегодный мониторинг спектра ведущих возбудителей и их антибиотикорези-
стентности является актуальной задачей.
Цель работы: выявить изменения в структуре ведущих возбудителей хронического остеомиелита и их резистентности 
к антибактериальным препаратам за трехлетний период.
Проанализировано 6706 образцов клинического материала (мазки из ран, свищей, биоптаты костной и мягкой тканей) 
от пациентов с хроническим остеомиелитом в период с 2019-2021 гг. Идентификацию микроорганизмов и определение 
чувствительности к антибактериальным препаратам проводили на автоматическом бактериологическом анализато-
ре. Лидеры по частоте встречаемости при хроническом остеомиелите – штаммы S. aureus и S. epidermidis и P. aeru-
ginosa. Бактерии S. aureus и S. epidermidis обладали умеренной резистентностью к антибиотикам. Количество MRSA 
не превышало 14,8%. Количество MRSE колебалось в пределах 55,9% – 63,3%. Наиболее эффективным антибиотиком в 
отношении бактерий P. aeruginosa был полимиксин, количество устойчивых штаммов к другим тестируемым препара-
там в период с 2019 – 2021 гг. превышало 53%. Бактерии K. pneumoniae, несмотря на небольшой процент встречаемо-
сти, характеризовались высокой устойчивостью к тестируемым антибактериальным препаратам. Не эффективными 
антибиотиками были пенициллины, цефалоспорины, фторхинолоны. Значительно увеличилось число устойчивых к кар-
бапенемам штаммов. Наибольшую активность в отношении других энтеробактерий проявляли карбапенемы и амино-
гликозиды, наименее активные – пенициллины и фторхинолоны.
В спектре возбудителей хронического остеомиелита в период с 2019 – 2021 гг. увеличились доли изолятов S. aureus, S. epi-
dermidis, включая MRSE, и штаммов K.pneumoniae. Среди грамотрицательных бактерий отмечается рост устойчивых 
штаммов к большинству из тестируемых препаратов. В то же время отмечено относительное снижение резистент-
ности энтеробактерий к амикацину.
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Shipitsyna I. V., Osipova E.V.
RESISTANCE OF THE LEADING PATHOGENS OF CHRONIC OSTEOMYELITIS
Federal State Budgetary Institution Russian Ilizarov Scientific Centre “Restorative Traumatology and Orthopaedics”  
of the RF Ministry of Health,  640014, Kurgan, Russia
Antibiotic therapy is an integral part of the system of measures to ensure effective treatment of chronic osteomyelitis. In this regard, 
the annual monitoring of the spectrum of leading pathogens and their antibiotic resistance is an urgent task. 
Objective: to identify changes in the structure of the leading pathogens of chronic osteomyelitis and their resistance to antibacte-
rial drugs over a three-year period. 
We analyzed 6706 samples of clinical material (smears from wounds, fistulas, bone and soft tissue biopsies) from patients with 
chronic osteomyelitis in the period from 2019-2021. 
Identification of microorganisms and determination of sensitivity to antibacterial drugs was carried out on an automatic bacte-
riological analyzer. The leaders in the frequency of occurrence in chronic osteomyelitis are strains of S. aureus and S. epidermidis 
and P. aeruginosa. The bacteria S. aureus and S. epidermidis were moderately resistant to antibiotics. The number of MRSA did 
not exceed 14.8%. The number of MRSE fluctuated between 55.9% – 63.3%. The most effective antibiotic against P. aeruginosa 
bacteria was polymyxin, the number of resistant strains to other tested drugs in the period from 2019-2021 exceeded 53%. Bac-
teria K. pneumoniae, despite a small percentage of occurrence, were characterized by high resistance to the tested antibacterial 
drugs. Ineffective antibiotics were penicillins, cephalosporins, fluoroquinolones. The number of carbapenem-resistant strains has 
increased significantly. Carbapenems and aminoglycosides were the most active against other enterobacteria, penicillins and 
fluoroquinolones were the least active.
In the spectrum of pathogens of chronic osteomyelitis in the period from 2019 – 2021 the proportions of isolates of S. aureus, S. 
epidermidis, including MRSE, and strains of K.pneumoniae increased. Among gram-negative bacteria, there is an increase in 
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resistant strains to most of the tested drugs. At the same time, a relative decrease in the resistance of enterobacteria to amikacin 
was noted. 
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Введение. Хронический остеомиелит представ-
ляет собой воспалительный процесс с чередованием 
фаз ремиссии и обострения, поражающий костный 
мозг, надкостницу, компактное и губчатое вещество 
[1-3]. Длительно существующее воспаление оказыва-
ет разрушительное воздействие и на другие органы 
[1-3]. Преимущественно, из очага воспаления при 
микробиологическом исследовании выделяется грам-
положительная микрофлора, в частности, золотистый 
и эпидермальный стафилококк [1-6]. Однако, по мере 
хронизации процесса грамположительная микрофло-
ра может постепенно замещаться грамотрицательной, 
либо дополнять ее, образуя микробные ассоциации 
[2-9]. Также бактерии могут формировать биоплен-
ки, обеспечивающие микроорганизмам физиологиче-
скую и функциональную стабильность, что приводит 
к неэффективности проводимой антибактериальной 
терапии [5, 6, 10-13]. 

Поскольку антибиотикотерапия является неотъем-
лемой частью в системе мер по обеспечению эффек-
тивного лечения хронического остеомиелита, важно 
своевременно выявлять те препараты, которые утра-
тили свою эффективность. В связи с этим, ежегодный 
мониторинг спектра ведущих возбудителей и их анти-
биотикорезистентности является актуальной задачей.

Цель работы: выявить изменения в структуре ве-
дущих возбудителей хронического остеомиелита и их 
резистентности к антибактериальным препаратам за 
трехлетний период.

Материал и методы. Проанализировано 6706 
образцов клинического материала (мазки из ран, сви-
щей, биоптаты костной и мягкой тканей) от пациен-
тов с хроническим остеомиелитом, находившихся на 
лечении в гнойном центре ФГБУ «Национальный ме-
дицинский исследовательский центр травматологии и 
ортопедии имени академика Г.А. Илизарова» Минз-
драва России в период с 2019-2021 гг..

Исследование материала проводили стандартными 
микробиологическими методами. Идентифицировали 
микроорганизмы и определяли их чувствительность к 
антибактериальным препаратам с помощью автомати-
ческого бактериологического анализатора MicroScan 
WalkAway Plus System («Siemens», США) с исполь-

зованием грамположительных и грамотрицательных 
96-луночных панелей с субстратами для идентифика-
ции и антибиотиками – Pos Breakpoint Combo (PBPC 
20) и Neg Breakpoint Combo 44 (NBC 44). Для контроля 
качества определения чувствительности использовали 
штаммы: Staphylococcus aureus АТСС 26213, Staphy-
lococcus epidermidis АТСС 14990, Enterococcus faeca-
lis 29212, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae АТСС 
700602, Enterobacter cloacae ATCC 23355, Proteus mi-
rabilis АТСС 29906, Acinetobacter baumannii ATCC 
19606. Статистическую обработку полученных данных 
проводили с помощью программы Gnumeric 1.12.17. 

Клиническое исследование проводилось в соот-
ветствии с этическими стандартами, изложенными в 
Хельсинской декларации, с разрешения комитета по 
этике ФГБУ «Национальный медицинский исследо-
вательский центр травматологии и ортопедии имени 
академика Г.А. Илизарова».

Результаты. При хроническом остеомиелите из 
ран и свищей пациентов чаще всего высевалась грам-
положительная микрофлора, в частности,  S. aureus, 
S. epidermidis, E. faecalis. Среди грамотрицательных 
микроорганизмов преобладали бактерии P. aerugino-
sa и K. pneumoniae. 

В период с 2019-2021 гг. в этиологической струк-
туре хронического остеомиелита изменения наблю-
дались как со стороны грамположительной, так и 
грамотрицательной микрофлоры. Постепенно увели-
чивалось число выделений штаммов S. aureus, S. epi-
dermidis и K. pneumoniae и наблюдали относительное 
снижение количества изолятов P. aeruginosa, E. faeca-
lis, E. coli, A. baumannii. (см. рисунок).

Количество устойчивых к ванкомицину штаммов 
S. aureus в течение 3-х лет не превышало 3%. Число 
метициллин-резистентных штаммов в 2020 г. увели-
чилось на 4,6%  по сравнению с 2019 г., а в 2021 г. 
процент выделений MRSA был сопоставим с 2019 г. и 
составлял 10,7%. В 2021 г. по сравнению с 2019 г. на-
блюдали относительное снижение устойчивых штам-
мов к гентамицину, ципрофлоксацину, линезолиду, 
тетрациклину, фузидину, триметоприм/сульфаметак-
сазону и хлорамфениколу (табл. 1.).
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Изменения в структуре возбудителей хронического остеомиелита в период с 2019-2021 гг.

Т а б л и ц а  1
Резистентность бактерий S. aureus

Антибиотик, мкг/мл
Количество устойчивых штаммов 

S. aureus, %/абс.

2019 г. 2020 г. 2021 г.

Гентамицин, 10 11,3/1093 14,1/731 7,8/1132

Ванкомицин, 30 0,5/400 2,9/67 0,6/159

Клиндамицин, 2 15,3/1095 13,8/690 16,1/1076

Эритромицин,15 17,0/1082 17,5/690 16,3/1132

Ципрофлоксацин, 5 18,8/1189 18,5/731 10,7/1133

Цефокситин, 30 10,2/697 14,8/664 10,7/1029

Линезолид, 10 0,8/594 0,8/393 0,2/833

Тетрациклин, 30 15,4/709 14,0/437 10,9/853

Фузидин,10 0,7/282 1,0/300 0,2/688

Рифампицин, 5 9,0/589 1,97/254 2,4/423

Триметаприм/сульфаме-
токсазон, 1,25/23,75

1,8/397 2,9/267 0,6/159

Хлорамфеникол,30 25,5/701 22,3/377 16,0/685

Т а б л и ц а  2
Резистентность бактерий S. epidermidis

Антибиотик, мкг/мл
Количество устойчивых штаммов 

S.epidermidis, %/абс.
2019 г. 2020 г. 2021 г.

Гентамицин, 10 44,0/325 39,2/255 35,0/294
Ванкомицин,30 0/158 0/42 1,28/78
Клиндамицин, 2 24,2/327 21,0/243 31,6/374
Эритромицин, 15 55,5/321 52,5/244 60,9/394
Ципрофлоксацин, 5 48,7/267 48,6/255 41,1/394
Цефокситин, 30 63,3/169 55,9/213 61,4/339
Линезолид, 10 0,9/226 0/197 0,9/352
Тетрациклин, 30 25,6/270 28,4/208 25,6/695
Фузидин, 10 7,2/97 3,8/132 10,8/269
Рифампицин, 5 11,1/198 9,0/111 9,7/185
Триметаприм/сульфаметок-
сазон, 1,25/23,75

36,4/77 31,7/41 30,6/157

Хлорамфеникол, 30 44,8/270 37,7/191 38,6/290

Ванкомицин-резистентные штаммы S. epidermidis 
в 2019 и 2020 гг. не встречались. Количество MRSE 
в течение трехлетнего периода оставалось в преде-
лах 55,9-63,3%. На 5,4% и 6,6% в 2021г. увеличилось 
число устойчивых к эритромицину и клиндамици-
ну штаммов соответственно, по сравнению с 2019 
г. Наблюдали снижение устойчивых к гентамицину, 
ципрофлоксацину, триметаприм/сульфаметоксазону 
штаммов S. epidermidis (табл. 2.).

Наибольшую активность в отношении бактерий E. 
faecalis проявляли линезолид (устойчивых к данному 
препарату штаммов не встречалось)  и ампициллин 
(количество устойчивых штаммов умеренно снижа-
лось в течение 2019-2021 гг.). Наименее активными 
препаратами были ципрофлоксацин, норфлоксацин и 
гентамицин (табл. 3.).

Среди грамотрицательных микроорганизмов на 
первом месте по частоте встречаемости при хрони-
ческом остеомиелите бактерии P. aeruginosa. В пери-
од с 2019-2021 гг. наблюдали умеренное нарастание 
устойчивых штаммов ко всем исследуемым антибио-
тикам. Так, например, в 2019–2020 гг. амикацин был 
эффективен в отношении 65,6% и 63,2% изолятов со-
ответственно, тогда как в 2021 г. – лишь в отношении 
47,9% штаммов. Наиболее эффективным препаратом 
был полимиксин: в 2019 и 2020 гг. устойчивых штам-
мов не обнаружено, в 2021 г. – 3,6% устойчивых изо-
лятов P. aeruginosa (табл. 4.).

На втором месте по частоте встречаемости среди 
грамотрицательных микроорганизмов при хрониче-
ском остеомиелите – K. pneumoniae. Выраженной 
эффективностью в отношении данных бактерий об-
ладали амикацин и гентамицин. При этом, количе-
ство устойчивых к гентамицину штаммов в период 
с 2019–2021 гг. снижалось, а к амикацину, наобо-
рот, повышалось. Меропенем в 2019 – 2020 гг. был 
эффективен в отношении 54,9% и 53,6% соответ-
ственно, в 2020  г. – в отношении 34,7% изолятов K. 
pneumoniae. Большинство исследуемых штаммов K. 
pneumoniae были не чувствительны к ампициллину, 
амоксиклаву, цефотаксиму, цефтазидиму, ципроф-
локсацину, пиперациллин/тазобактаму, цефепиму и 
левофлоксацину (табл. 5.). 
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Т а б л и ц а  3
Резистентность бактерий E. faecalis

Антибиотик, мкг
Количество устойчивых штаммов 

E. faecalis, %/абс.
2019 г. 2020 г. 2021 г.

Ампициллин, 2 23,1/147 20,0/95 19,0/116
Норфлоксацин, 5 62,5/72 40,0/70 56,8/88
Ципрофлоксацин, 5 64,4/45 45,5/22 65,5/29
Линезолид, 10 0/119 0/94 0/116
Гентамицин, 30 52,5/99 26,0/73 54,2/83
Стрептомицин, 300 48,1/104 24,0/75 47,7/88

Т а б л и ц а  4
Резистентность бактерий P. aeruginosa

Антибиотик, мкг
Количество устойчивых штаммов 

P. aeruginosa, %/абс.
2019 г. 2020 г. 2021 г.

Цефепим, 30 59,2/277 59,9/152 63,1/233
Имипенем,10 47,3/277 44,4/151 55,2/231
Меропенем, 10 46,2/279 40,1/152 53,0/234
Ципрофлоксацин, 5 52,8/255 46,4/91 64,5/81
Амикацин, 30 34,4/276 36,8/152 52,1/234
Гентамицин, 10 42,6/277 51,0/153 60,1/233
Цефтазидим, 10 54,2/271 55,0/149 64,5/231
Ампициллин/сульбактам, 
10/10

56,9/41 56,0/42 66,7/93

Пиперациллин/тазобактам, 
30/6

38,9/146 46,0/113 56,1/139

Полимиксин, 300 0/138 0/76 3,6/107

Т а б л и ц а  5
Резистентность бактерий K. pneumoniae

Антибиотик, мкг Количество устойчивых штаммов 
K. pneumoniae, %/абс.

2019 г. 2020 г. 2021 г.
Ампициллин, 10 100/127 100/97 100/166
Амоксициллин/клавуланат, 
20/10

88,0/117 85,3/75 94,8/97

Цефотаксим, 5 88,0/80 89,9/69 95,2/145
Цефтазидим, 10 88,5/87 89,9/69 95,2/146
Меропенем, 10 45,1/135 46,4/97 65,3/83
Ципрофлоксацин, 5 93,2/132 89,6/96 93,4/167
Гентамицин, 10 65,4/133 63,9/97 45,5/165
Ампициллин/сульбактам, 
10/10

95,5/111 93,3/75 93,9/98

Пиперациллин/тазобактам, 
30/6

96,0/99 96,8/62 90,1/152

Цефепим, 30 91,6/131 92,5/93 90,5/157
Левофлоксацин, 5 88,6/131 84,6/91 94,9/157
Амикацин, 30 35,0/117 21,3/75 42,9/98

Бактерии E. coli были на шестом месте по часто-
те выделений из клинических образцов среди всех 
возбудителей хронического остеомиелита. Штаммы 
E. coli обладали умеренной резистентностью по от-
ношению к тестируемым антибактериальным препа-
ратам. Наименее эффективными были ампициллин 

Т а б л и ц а  6
Резистентность бактерий E. coli

Антибиотик, мкг
Количество устойчивых штаммов 

E.coli, %/абс.
2019 г. 2020 г. 2021 г.

Ампициллин, 10 88,5/61 88,9/36 77,6/49
Амоксициллин/клавула-
нат, 20/10

45,6/57 28,5/28 38,2/34

Цефотаксим, 5 30,8/39 50,0/18 46,2/39
Цефтазидим, 10 30,2/43 45,5/22 42,5/40
Меропенем, 10 5,8/69 5,6/36 2,0/49
Ципрофлоксацин, 5 54,6/66 55,6/36 49,0/49
Гентамицин, 10 29,9/67 22,2/36 36,7/49
Ампициллин/сульбактам, 
10/10

84,4/53 77,2/27 70,6/34

Пиперациллин/тазобак-
там, 30/6

13,1/61 9,4/34 22,7/44

Цефепим, 30 55,2/67 63,6/33 57,5/47
Левофлоксацин, 5 56,1/66 51,5/33 40,4/41
Амикацин, 30 5,3/57 3,7/27 11,8/34

и ампициллин/сульбактам. Наиболее активные пре-
параты – меропенем (число устойчивых штаммов в 
течение трехлетнего периода не превышало 5,8%) и 
амикацин (3,7- 11,8% резистентных штаммов). В пе-
риод с 2019-2021 гг. прослеживалась тенденция к уве-
личению устойчивых штаммов к гентамицину, пипе-
рациллин/тазобактаму и амикацину (табл. 6.).

Среди других возбудителей хронического остео-
миелита встречались бактерии A. baumannii, частота 
встречаемости которых снизилась по сравнению с 
2019 г. и 2020 г. в 1,8-2,0 раза. В 2021 г. эффектив-
ными препаратами против данного возбудителя бы-
ли имипенем и меропенем (33,3% и 47,1% устойчи-
вых штаммов соответственно) и полимиксин (20,0% 
устойчивых штаммов). Неэффективные препараты 
– пиперациллин/тазобактам и цефтазидим (91,7% 
и 82,4 % устойчивых штаммов соответственно за 
2021 г.). В период с 2019 – 2021 гг. число устойчивых 
изолятов A. baumannii к гентамицину и амикацину 
изменялось незначительно, и сохранялось на уровне 
45,5% – 52,9%. Ципрофлоксацин в 2019 г. был эффек-
тивен лишь в отношении 12,5% изолятов, в 2021 г. – в 
отношении 41,2%.

В структуре возбудителей хронического остеоми-
елита с частотой встречаемости в 1,58 – 3,6% – эн-
теробактерии E. cloaceae и P. mirabilis. В отношении 
бактерий E. cloaceae за исследуемый период не эф-
фективными препаратами были ампициллин и амок-
сициллин/клавуланат (100% устойчивых штаммов). 
Выраженной активностью в отношении данных бак-
терий обладали меропенем и амикацин (2,4% и 13,3% 
устойчивых штаммов). Умеренно растущую рези-
стентность наблюдали по отношению к ципрофлок-
сацину, пиперациллин/тазобактаму, левофлоксацину 
и амикацину. В 2019 г. количество устойчивых штам-
мов E. cloaceae к ципрофлоксацину было в пределах 
36,6%, к 2021 г. их число увеличилось до 56,1%. Ко-
личество резистентных бактерий к пиперациллин/
тазобактаму увеличилось с 16,2% в 2019 г. до 42,5 



727

КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2022; 67(12)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2022-67-12-723-728

МИКРОБИОЛОГИЯ

% в 2021 году. Число устойчивых к левофлоксаци-
ну штаммов в 2019 г. было лишь 7,3%, а в 2021 г. – 
43,9%. Амикацин был эффективен в отношении 100% 
штаммов E. cloacae в 2019-2020 гг., в 2021 г. – 13,3% 
резистентных штаммов.

В отношении бактерий P. mirabilis наиболее эф-
фективными были меропенем (7,6% в 2019 г. и 4,2% 
в 2021 г. устойчивых штаммов) и пиперациллин/тазо-
бактам (16,4% устойчивых штаммов в 2019 г., и 4,34% 
– в 2021 г.). Наименее активные препараты – ципроф-
локсацин, ампициллин, ампициллин/сульбактам, ген-
тамицин (число устойчивых изолятов на протяжении 
трех лет было выше 58%). Умеренно растущую ре-
зистентность наблюдали к амикацину. В 2019 г. чис-
ло устойчивых изолятов составляло 29,4%, в 2020 г. 
– 33,3%, а в 2021 г. – 41,4%. К амоксициллин/клаву-
ланату в течение трехлетнего периода число устойчи-
вых изолятов было в пределах 44,8% – 51,0%. К цеф-
тазидиму и цефотаксиму в 2019 – 2020 гг. устойчивы 
53,3% – 56,7% изолятов P. mirabilis, а в 2021 г. 25%  – 
29%. Цефепим был активен в отношении 30,8 – 33,3% 
изолятов в 2019–2020 гг., в 2021 г. чувствительными к 
препарату были 60,4% штаммов. Левофлоксацин был 
активен лишь в отношении 28,6% – 30,5% в период с 
2019–2020 гг., в 2021 г. 56,2% изолятов были чувстви-
тельны к действию препарата.

Обсуждение. В период с 2017 по 2019 год лиде-
рами  по частоте встречаемости при хроническом 
остеомиелите были штаммы S. aureus и S. epidermi-
dis. Золотистый стафилококк характеризовался хоро-
шей чувствительностью ко всем антибактериальным 
препаратам. Количество MRSA не превышало 14,8%. 
Эпидермальный стафилококк обладал умеренной ре-
зистентностью к антибактериальным препаратам. Ко-
личество MRSE колебалось в пределах 55,9% – 63,3%.

На третьем месте по частоте встречаемости штам-
мы были P. aeruginosa. В период с 2019-2021 гг. на-
блюдали увеличение резистентности штаммов к ан-
тибактериальным препаратам. В 2021 г. число устой-
чивых к амикацину изолятов в 1,5 раза превышало 
значения 2019 года. Подобная тенденция прослежи-
валась и по отношению к пиперациллин/тазобактаму. 
Процент резистентных к карбапенемам штаммов был 
выше 53%. Наиболее эффективным препаратом в от-
ношении бактерий P. aeruginosa был полимиксин.

В спектре грамотрицательной микрофлоры об-
ращают на себя внимание бактерии K. pneumoniae. 
Число выделений данного возбудителя увеличилось 
в течение исследуемого периода. Также увеличилась 
резистентность бактерий к тестируемым антибакте-
риальным препаратам. Не эффективными оказались 
пенициллины, цефалоспорины, фторхинолоны. Ко-
личество устойчивых к карбапенемам штаммов уве-
личилось в 1,4 раза по сравнению с 2019 годом. 

В отношении других энтеробактерий, входящих 
в число этиологических агентов хронического осте-
омиелита, наибольшую активность проявляли кар-
бапенемы и аминогликозиды. Наименее активными 
препаратами были пенициллины и фторхинолоны. 

Среди энтеробактерий в течение трехлетнего пе-
риода отмечается относительное снижение рези-

стентности к аминогликозидам, в частности, к ами-
кацину, что можно объяснить редким применением 
этих антибиотиков у данной категории пациентов.

Полученные нами результаты согласуются с дан-
ными других исследователей. Так в работе Р.П. Тере-
ховой  и соавт. [5] показано, что в спектре ведущих 
микроорганизмов при различных формах остеоми-
елита преимущественными патогенами являются 
S. aureus и S. epidermidis, Enterococcus spр. и P. ae-
ruginosa. Авторами отмечено умеренное нарастание 
устойчивости P. aeruginosa к карбапенемам и фторхи-
нолонам и снижение количества устойчивых к ами-
ногликазидам штаммов, а также, увеличение доли 
резистентных штаммов K. pneumoniae ко всем тести-
руемым антибактериальным препаратам. В работе A. 
Hogan и соавт. [7] приводятся данные относительно 
спектра возбудителей хронического остеомиелита, 
среди которых подавляющее большинство – бакте-
рии рода Staphylococcus, а среди грамотрицательных 
микроорганизмов чаще всего встречаются бактерии 
Enterobacter spp. и P. aeruginosa.

Преимущественный патоген при хроническом 
остеомиелите – S. aureus. Золотистый стафилококк, 
благодаря гиперпродукции металлопротеиназ может 
вызывать апоптическую гибель остеобластов, что 
приводит к разрушению костной ткани [1]. Грамотри-
цательные бактерии при остеомиелите встречаются 
реже, чем грамположительные, однако трудно подда-
ются лечению в связи с высоким уровнем резистент-
ности к антибактериальным препаратам [8,9,13]. Бак-
терии K. pneumoniae, P. aeruginosa, A. baumannii явля-
ются лидерами среди оппортунистических инфекций 
в связи с прогрессированием устойчивости к анти-
микробным препаратам [13-16]. Отмечается высокий 
процент резистентных к цефалоспоринам штаммов 
среди всех энтеробактерий (более 75%) [15]. По дан-
ным мультицентрового исследования антибиотико-
резистентности возбудителей нозокомиальных ин-
фекций (МАРАФОН) в 2013-2014 гг. была отмечена 
высокая резистентность бактерий P. aeruginosa к це-
фепиму и цефтазидиму, пиперациллину-тазобактаму, 
имипенему и меропенему. Наиболее эффективным 
препаратом в отношении P. aeruginosa остается по-
лимиксин [14]. 

Заключение. Согласно проведенному исследова-
нию, в спектре возбудителей хронического остеоми-
елита в период с 2019 – 2021 гг. увеличились доли 
изолятов S. aureus, S. epidermidis, включая MRSE, и 
штаммов K.pneumoniae. 

Среди грамотрицательных бактерий в течение 
трехлетнего периода отмечается умеренное возраста-
ние устойчивых штаммов к большинству из тестиру-
емых препаратов. В то же время наблюдается относи-
тельное снижение резистентности энтеробактерий к 
амикацину.

Мониторинг ведущих возбудителей хронического 
остеомиелита и их чувствительности к антибактери-
альным препаратам является неотъемлемой задачей 
для разработки актуальных рекомендаций по анти-
микробной терапии и сдерживанию роста резистент-
ности бактерий. 
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ВЫЯВЛЕНИЕ ГЕНЕТИЧЕСКИХ МАРКЕРОВ ВОЗБУДИТЕЛЯ ЛИХОРАДКИ КУ В ОБРАЗЦАХ 
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Лабораторные методы исследования, используемые в диагностике лихорадки Ку (коксиеллеза), в большинстве регионов 
России не проводятся. Это приводит к гиподиагностике этого особо опасного заболевания. Бессимптомное течение 
инфекции у более половины заболевших, отсутствие патогномичных признаков и наличие широко спектра клинических 
проявлений при острой инфекции также способствуют снижению выявления коксиеллеза. Кроме того, не уделяется 
должного внимания изучению сочетанных с лихорадкой Ку инфекций у лиц с развитием иммунодефицитных состояний. 
После установления факта циркуляции коксиеллеза в Западной Сибири нами были проведены исследования, направлен-
ные на поиск генетических маркеров возбудителя Ку-лихорадки у больных туберкулезом, поступивших в Новосибирский 
научно-исследовательский институт туберкулеза. С помощью ПЦР-РВ фрагмент гена IS1111 C. burnetii был выявлен в 
образцах мокроты у 10 из 94 (10,6%) обследованных. У шести из них наличие ДНК-маркера возбудителя лихорадки Ку 
в образцах было подтверждено с помощью секвенирования. Диагноз «туберкулёз лёгких» поставлен по совокупности 
клинико-анамнестических, рентгенологических и лабораторных данных. Клинические формы заболевания у пациентов, 
содержащих в мокроте генетический материал коксиеллы, были распределены следующим образом: инфильтративный 
туберкулёз легкого (ИТЛ) – у 6 человек; диссеминированный туберкулез легкого (ДТЛ) – у 1 больного; ИТЛ, осложненный 
туберкулёзом бронхов (ТБ) – у 1 обследуемого; ДТЛ совместно с ТБ – у 1 пациента. У восьми из перечисленных больных 
заболевание туберкулёзом было выявлено впервые, один наблюдаемый был с рецидивом. Один пациент, также содержа-
щий ДНК-маркер возбудителя Ку-лихорадки, был отнесен к категории непрофильных в связи с окончательным диагнозом 
“рак легкого”. Дополнительные исследования с помощью ПЦР-анализа показали наличие в мокроте одного больного ДНК 
как M. tuberculosis, так и C. burnetii. Таким образом, проведение комплексного обследования способствовало установле-
нию у ряда пациентов города Новосибирска сочетанной с Ку-лихорадкой туберкулезной инфекции. 
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IDENTIFICATION OF GENETIC MARKERS OF THE Q FEVER AGENT IN SPUTUM SAMPLES FROM 
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Laboratory research methods used in the diagnosis of Q fever (coxiellosis) are not carried out in most regions of Russia. This leads 
to underdiagnosis of this particularly dangerous disease. The asymptomatic course of infection in more than half of the patients, 
the absence of pathognomic signs and the presence of a wide range of clinical manifestations in acute infection also contribute to 
a decrease in the detection of coxiellosis. In addition, due attention is not paid to the study of infections associated with Q fever in 
persons with the development of immunodeficiency conditions. After establishing the fact of coxiellosis circulation in Western Siberia, 
we conducted studies aimed at searching for genetic markers of the causative agent of Q fever in patients with tuberculosis admitted 
to the Novosibirsk Tuberculosis Research Institute. Using PCR-RV, a fragment of the IS1111 C. burnetii gene was detected in sputum 
samples in 10 of 94 (10.6%) examined. In six of them, the presence of a DNA marker of the causative agent of Ku fever in the samples 
was confirmed by sequencing. The diagnosis of “pulmonary tuberculosis” was made based on a combination of clinical, anamnestic, 
radiological and laboratory data. Of the patients containing coxiella genetic material in sputum, the clinical forms of the disease were 
distributed as follows: infiltrative pulmonary tuberculosis (IPT) – 6 patients; disseminated pulmonary tuberculosis (DPT) – 1 patient; 
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IPT complicated by bronchial tuberculosis (BT) – 1 patient; DPT together with BT – 1 patient. In 8 of the listed patients, tuberculosis 
was detected for the first time. One observed patient had a relapse. One patient with a DNA marker of the causative agent of Q fever, 
was classified as non-core due to the final diagnosis of lung cancer. Additional studies using PCR analysis showed the presence of 
both M. tuberculosis and C. burnetii DNA in the sputum of one patient. Thus, conducting a comprehensive examination helped to 
establish tuberculosis infection in a number of patients in the city of Novosibirsk combined with Q fever.
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Введение. Лихорадка Ку (коксиеллёз) – природно-
очаговое заболевание, которое широко распростране-
но по всему миру, отмечается на всех континентах за 
исключением Антарктиды [1]. Этиологическим аген-
том лихорадки Ку выступает грамотрицательная бак-
терия Coxiella burnetii, относящаяся к роду Coxiella, 
семейства Coxiellaceae гаммапротеобактерий, назы-
ваемая коксиеллой Бернета [2]. 

Эпидемиологи выделяют два вида очагов кокси-
еллёза: природные (первичные) и антропургические 
(сельскохозяйственные). Первичные очаги существу-
ют за счет циркуляции коксиелл среди диких тепло-
кровных животных посредством кровососущих чле-
нистоногих переносчиков [1, 3]. Антропургические 
очаги лихорадки Ку связывают с заражением сельско-
хозяйственных и домашних животных, которые яв-
ляются доминирующим источником инфицирования 
человека, хотя трансмиссивный путь заражения кок-
сиеллезом через клещей также вероятен [4 – 9]. 

Выделяют три основных пути заражения лихо-
радкой Ку: аэрогенный, контактный и алиментар-
ный. Аэрогенный путь возникает после вдыхания 
диспергированных частиц, образующихся в резуль-
тате высыхания испражнений животных, которые 
содержат возбудитель. Поскольку C. burnetii сохра-
няется в течение длительного периода пребывания 
в почве эти аэрозоли могут образовываться спустя 
долгое время после выброса бактерий зараженны-
ми животными (моча, кал, амниотическая жидкость, 
плацента) [10–13].

Контактный путь инфицирования лихорадкой Ку 
происходит в результате непосредственного ухода за 
животными, их стрижки, принятии родов, при забое 
скота, обработке мяса, шерсти, а также пуха птицы. 
Алиментарный путь заражения отмечен в результате 
употребления в пищу сырых, не обработанных тер-
мически молочных продуктов (молока, сметаны, тво-

рога). Также, в результате попадания возбудителя от 
зараженных животных в открытые водоемы возмож-
но возникновение заболеваний в результате купания, 
полива, употребления сырой воды [6]. 

В Российской Федерации официальные показа-
тели заболеваемости лихорадкой Ку невысоки, от 
нескольких десятков до 300 случаев в год [14–16]. 
Несмотря лишь на спорадические зафиксированные 
случаи заболевания, контакт с возбудителем граждан 
в нашей стране является высоким. Анализ донорской 
крови из ряда регионов РФ показал наличие анти-
тел к возбудителю коксиеллеза в 1,5 – 4,3% случаев. 
Среди различных слоев населения этот показатель 
может варьировать от 2 до 40% [15]. К примеру, про-
веденные в Омской области серологические иссле-
дования показали наличие антител к коксиеллезу у 
3,3% обследованных, которые относились к группам 
профессионального риска. Среди работников ветери-
нарных станций процент серопозитивных составлял 
10,9%, среди работников мясоперерабатывающих 
предприятий области – 2,5% [16]. Эти данные дают 
основание предполагать о наличии гиподиагностики 
коксиеллеза в РФ. По мнению специалистов, переход 
в Российской Федерации к частному фермерскому хо-
зяйству и ослабление контроля со стороны ветеринар-
ных служб, способствовало возникновению скрытых 
очагов коксиеллеза в сельскохозяйственных регионах 
страны. Сложившаяся ситуация могла способство-
вать вовлечению в эпидемический процесс большого 
количества людей, как обслуживающего персонала 
животноводческих угодий, так и жителей близлежа-
щих населенных пунктов, что должно было привести 
к увеличению риска заболевания, его хронизации без 
проведения своевременной диагностики и должного 
этиотропного лечения [15, 16]. 

Циркуляция C. burnetii зафиксирована в 50 субъ-
ектах РФ, в том в числе в Западной и Восточной Си-
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бири, на Дальнем Востоке [1, 17–21]. Однако, многие 
врачи даже не подозревают о существовании очагов 
и возможности заболевания коксиеллезом в их реги-
онах, вследствие чего лабораторная диагностика это-
го заболевания в стране не проводится на должном 
уровне. Также, нельзя упускать вероятность завоза 
заболевания коксиеллезом в результате посещения 
гражданами России слаборазвитых сельскохозяй-
ственных стран. 

Для Ку-лихорадки характерен довольно широкий 
спектр клинических проявлений, которые свойствен-
ны и для многих других заболеваний с инфекционной 
этиологией. В 60% случаев болезнь протекает бес-
симптомно, и, как правило, пациенты не обращают-
ся за профессиональной медицинской помощью. В 
случае острой формы заболевания для коксиеллеза 
характерны такие проявления, как лихорадка, грип-
поподобные состояния, менингоэнцефалит, гепатит, 
атипичная пневмония, бронхит, трахеит, катараль-
ные явления, возможно поражение сердца. Часто за-
болевание протекает доброкачественно, смертность 
не превышает 1%. Однако, у 5-10% заболевших при 
отсутствии должного этиотропного лечения отмеча-
ется переход заболевания в хроническую форму с раз-
витием эндокардитов и васкулитов, требующих уже 
более длительного применения антибиотикотерапии 
сроком от нескольких месяцев до года и более. От-
сутствие специфического лечения лихорадки Ку при 
наличии сердечно-сосудистой патологии приводит к 
повышению смертности с 5 до 60% [7, 14].

Существование коинфекции при лихорадке Ку 
требует отдельного дополнительного изучения. Для 
сельскохозяйственных животных, по-видимому, это 
довольно распространенное явление. Проведенное в 
Омской области комплексное лабораторное исследо-
вание животных на целый спектр инфекций показало, 
что возбудитель коксиеллеза в организме хозяев на-
ходится в ассоциации с микоплазмами, листериями, 
лептоспирами и хламидиями [22]. Существование со-
четанной инфекции Ку-лихорадки с другими инфек-
ционными заболеваниями для человека изучено ма-
ло. Целенаправленного комплексного исследования в 
этом направлении почти не проводилось и исследова-
ния носили скорее случайный характер. Тем не менее, 
даже по имеющимся публикациям можно судить, что 
такие случаи могут быть нередкими в клинической 
практике и систематически выявляться при условии 
проведения тщательного комплексного исследования. 

При этом нельзя исключать существования коин-
фекции при развитии у больных патологии органов 
дыхания. Так, в “Soroka Medical Center” (Беэр-Шева, 
Израиль) из 346 пациентов, госпитализированных с 
внебольничными пневмониями, у 20 (5,8%) заболева-
ние было обусловлено коксиеллезом. При этом у ше-
сти из них отмечалась конфекция Ку-лихорадки с воз-
будителем Mycoplasma pneumoniae, еще у одного – с 
Legionella pneumophila [23]. Стоит отметить описание 
нескольких случаев коксиеллеза в сочетании с мили-
арным туберкулёзом. Коинфекция была зафиксирова-
на как у пожилого человека, так и у пациента среднего 
возраста с нормальным иммунитетом [24, 25]. Ещё в 

одном исследовании описано выявление C. burnetii у 
пациента с дыхательной недостаточностью, являю-
щейся следствием туберкулеза [26]. Однако, массовых 
исследований на наличие коинфекции туберкулеза с 
лихорадкой Ку, по-видимому, не проводилось.

В связи с этим, целью настоящего исследования 
являлось проведение анализа образцов мокроты, 
полученных от больных туберкулезом, на наличие 
генетических маркеров возбудителя Ку-лихорадки. 
Проводимое исследование одобрено этическим ко-
митетом клиники, все пациенты дали письменное со-
гласие.

Материал и методы. Получение образцов. Изна-
чально, для проведения исследования были отобраны 
300 пациентов, поступивших в клинику ФГБУ Ново-
сибирского НИИ туберкулеза (ННИИТ) с диагнозом 
«туберкулёз лёгких», поставленным по совокупности 
клинико-анамнестических, рентгенологических и ла-
бораторных данных (Диаскинтест, люминесцентная 
микроскопия мазка, посев на плотные и жидкие пи-
тательные среды). В качестве диагностического мате-
риала использовали образцы утренней мокроты, по-
лученные индивидуально от исследуемых больных в 
течение 2016 года. Большая часть собранного клини-
ческого материала была использована в работе по вы-
явлению ДНК микобактерий туберкулеза с помощью 
ПЦР-теста «Реал-Бест ДНК MBTC» (АО «Вектор-
Бест», Новосибирск)) с последующим секвенирова-
нием положительных образцов. Оставшиеся пробы 
выделенной из образцов мокроты ДНК от 94 больных 
туберкулезом, в основном из числа отрицательных по 
результатам ПЦР-анализа на наличие M. tuberculosis 
complex, использовали для проведения дополнитель-
ного исследования по выявлению ДНК-маркера воз-
будителя лихорадки Ку. 

Подготовка образцов мокроты и выделение 
суммарной ДНК. Инактивация образцов мокроты от 
больных туберкулезом проводилась с помощью реа-
гента «Амплитуб-Преп» (ООО «Синтол», г. Москва) 
согласно инструкции производителя [27]. Обработку 
проводили в соотношении 1:1 (обр./реаг.) в течение 
не менее 1 ч и не более 24 часов. Образцы перено-
сили в пробирки объемом 2 мл и центрифугировали 
15 мин при 3000g (7000 об/мин) с использованием 
центрифуги MiniSpin (Eppendorf GmbH, Германия). 
Супернатант удаляли, осадок использовали для выде-
ления ДНК набором реагентов «Реал-Бест ДНК Экс-
тракция100» (АО «Вектор-Бест», г. Новосибирск). 
Элюцию проводили в объёме 200 мкл согласно реко-
мендации производителя.

ПЦР-анализ на наличие ДНК-маркера возбудителя 
Ку-лихорадки. Скрининг выделенных образцов ДНК на 
наличие в них генетического маркера возбудителя кок-
сиеллеза C. burnetii с помощью ПЦР в режиме реального 
времени (ПЦР-РВ) проводили с использованием разра-
ботанной в лаборатории ПЦР АО «Вектор-Бест» экспе-
риментальной лабораторной версии теста «Coxbur-1». 
Набор реагентов «Coxbur-1» в своем составе содержит 
пробирки с лиофильно высушенной ПЦР-смесью, в со-
став которой входят специфичные праймеры Cbur-IS-F5 
(5’-AGAGTCTGTGGTTAAAAGCAC-3’) и Cbur-IS-R2 
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(5’-TATTCGCTAACGCCACACA-3’), а также зонд Cbur-
IS-Z2 (5’-ROX-TCATTGAGCGCCGCGGAATGAATCG-
(BHQ-2)-3’), которые обеспечивают амплификацию и 
детекцию участка гена IS1111 C. burnetii длиной 70 п.н. 
Конечная концентрация олигонуклеотидов в реакции 
составляла 0,5 мкМ и 0,25 мкМ, соответственно. Для 
постановки ПЦР-РВ использовали по 30 мкл выделен-
ной из мокроты суммарной ДНК, применяя следующий 
протокол амплификации: 1 стадия: 50°С – 2 мин; 2 ста-
дия: 95°С – 2 мин; 3 стадия: 50 циклов (94°С – 10 с, 60°С 
– 20 с), с измерением флуоресценции при температуре 
60°С. Все исследования в ПЦР-РВ сопровождали поло-
жительными и отрицательными контролями. В качестве 
набора сравнения использовали набор «АмплиСенс 
Coxiella burnetii-FL» (ЦНИИ Эпидемиологии, г. Мо-
сква) согласно инструкции производителя. Постановку 
реакций осуществляли на амплификаторе CFX96 (Bio-
Rad, США). 

Секвенирование ДНК коксиелл. Положительные 
образцы ДНК, содержащие генетический маркер C. 
burnetii, дополнительно использовали для ампли-
фикации фрагментов генов IS1111, 16S рРНК и гена 
белка теплового шока B (heat shock protein B, htpB) 
с последующим секвенированием полученных после-
довательностей с применением праймеров, представ-
ленных в табл.1. Технология дизайна с последующим 
анализом рабочих комбинаций олигонуклеотидов 
изложена ранее [28]. Синтез олигонуклеотидов осу-
ществлен на базе лаборатории химического синтеза 
АО «Вектор-Бест» (г. Новосибирск). 

Для амплификации исследуемых генетических 
маркеров коксиеллы с целью дальнейшего секвени-
рования брали по 45 мкл проб ДНК, выделенных из 
образцов мокроты, при концентрации праймеров 0,5 
мкМ. Используемая программа амплификации: I ста-
дия: 94°C – 1 мин; II стадия 5 циклов: 94°C – 15 с, 
62°C – 20 с, 72°C – 20 с; III стадия 45 циклов: 94°C 
– 15 с, 60°C – 30 с, 72°C – 30 секунд. Электрофорети-
ческий анализ полученных продуктов проводился на 
1,5% агарозном геле. Очищенные с помощью колонок 
GFX (Amersham Biosciences, США) ампликоны были 
секвенированы в Центре коллективного пользова-
ния «Геномика» СО РАН (г. Новосибирск) по методу 
Сэнгера на приборе ABIPrism 3100 GeneticAnalyzer 
(Applied Biosystems, США). Для сборки полученных 
последовательностей ДНК-фрагментов использована 
программа MEGA 6.0 [29]. Анализ уровней сходства 
осуществляли с применением программного обеспе-
чения BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Т а б л и ц а  1
Олигонуклеотидные праймеры, применяемые для амплификации и секвенирования трех участков генов Coxiella burnetii

Ген Название праймера Последовательность праймера (5’→3’) Длина ампликона (п.н.) 

IS1111
PKO-Cbur-F4 GTTGGTCCCTCGACAACA

390
PKO-Cbur-R2 ACCGTATGAATCAGCTTAATCA

htpB
P-CB-gro-F3 ATCATAGTCCGACGAGCTA

770
P-CB-gro-R4 TCAAAGCCGTTATTGCTGGA

16S рРНК
C-Lk-F2 TCGGGTTGTAAAGCACTTTC

412
C-Lk-R5 AGCTAGTTCTCATCGTTGAC

Полученные нуклеотидные последовательно-
сти фрагментов ДНК C. burnetii представлены в ба-
зе данных GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
genbank/) под следующими номерами: ген транс-
позазы IS1111– MW323302 (Novosibirsk-2016/1759), 
MW323303 (Novosibirsk-2016/1769), MW323304 (No-
vosibirsk-2016/1966), MW323305 (Novosibirsk-2016/ 
2037), MW323306 (Novosibirsk-2016/2752), MW323307 
(Novosibirsk-2016/2574); ген htpB– MW323308 (No-
vosibirsk-2016/1759); ген 16S rRNA– MW315955 
(Novosibirsk-2016/1769). 

Результаты и обсуждение. Анализ образцов 
ДНК, выделенных из мокроты обследуемых больных 
на наличие генетического маркера возбудителя лихо-
радки Ку, проводился с помощью экспериментальной 
лабораторной версии ПЦР-теста в режиме реального 
времени «Coxbur-1», который ранее показал хорошие 
результаты при апробации его на клинических образ-
цах, ветеринарном и полевом материале [18 – 20, 30]. 

 Ранее с целью проведения исследований для выяв-
ления ДНК микобактерий туберкулеза в образцах мо-
кроты с помощью ПЦР-теста «Реал-Бест ДНК MBTC» 
было отобрано 300 больных, которые поступили с диа-
гнозом «туберкулёз лёгких» в клинику Новосибирско-
го НИИ туберкулеза. У 151 из 300 (50,3%) обследован-
ных больных в пробах суммарной ДНК, выделенных 
из образцов мокроты, с помощью ПЦР-РВ был выяв-
лен ДНК-маркер возбудителя туберкулеза [31]. После 
проведения первичного скрининга и последующего 
комплекса дополнительных исследований оставшие-
ся пробы ДНК от 94 больных были использованы для 
проведения дополнительных исследований на наличие 
генетических маркеров других возбудителей инфек-
ций. Необходимо отметить, что при анализе с помо-
щью теста «Реал-Бест ДНК MBTC» эти оставшиеся 
пробы в большей степени показали отрицательные 
результаты на наличие маркера возбудителей M. tuber-
culosis complex. Тем не менее, несмотря на отрицатель-
ные результаты ПЦР-анализа, у 94 пациентов значился 
диагноз “туберкулез легкого”, поставленный на осно-
вании результатов рентгенологических, клинико-анам-
нестических и лабораторных исследований.

Таким образом, в результате дополнительно про-
веденного скрининга с помощью экспериментального 
теста «Coxbur-1», ДНК-маркер C. burnetii был выяв-
лен в 10 из 94 (10,6%) образцов мокроты, полученных 
от больных туберкулезом (табл. 2). 

При постановке ПЦР-РВ в положительных образ-
цах ДНК значения порогового цикла (Ct) варьировали 
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в пределах 34 – 36, что соответствует разбросу коли-
чества генетического маркера возбудителя от 64 до 16 
геномов/на реакцию, соответственно. При этом, на-
блюдаемые при постановке ПЦР в режиме реального 
времени профили кривых разгорания специфическо-
го зонда Cbur-IS-Z2, подобранного к ДНК-мишени C. 
burnetii (участку гена IS1111), были однотипны и име-
ли характерный сигмообразный (S-образный) про-
филь, а уровень сигнала (разгорания зонда) в положи-
тельных образцах был сопоставим с уровнем разго-
рания, полученным при постановке положительного 
контроля (рис. 1, а). 

Наличие дополнительно выделенного материала 
позволило воспроизвести положительные результа-
ты в ПЦР-РВ для образцов ДНК (№1759, 1769, 2037, 
2156) со значениями Ct=34 – 36 (см. табл. 2). Кроме 
того, три положительных образца ДНК коксиеллы (№ 
1759, 1769, 2037) были также перепроверены в ПЦР-
РВ с помощью официально зарегистрированного те-
ста «АмплиСенс Coxiella burnetii-FL» (АмплиСенс, 
Москва). Использование набора сравнения подтвер-
дило наличие генетического маркера возбудителя Ку-

лихорадки в трех имеющихся анализируемых образ-
цах мокроты больных туберкулезом (рис. 1, б). Зна-
чения Ct, полученные с помощью двух ПЦР-тестов, 
можно считать сопоставимыми, так как согласно ин-
струкции производителя теста «АмплиСенс Coxiella 
burnetii-FL» в протоколе установлены дополнитель-
ные 5 циклов амплификации ДНК без учета флюо-
ресценции, которые не заложены в протоколе к экс-
периментальному набору «Coxbur-1». 

Таким образом, воспроизводимость результатов 
по выявлению ДНК-маркера C. burnetii в ПЦР-РВ, по-
лученных в ряде положительных образцов, дает осно-
вание считать о наличии возбудителя лихорадки Ку в 
мокроте исследуемых больных. С целью подтвержде-
ния положительных результатов ПЦР-анализа были 
предприняты попытки дополнительной амплифика-
ции ДНК C. burnetii по участку гена IS1111 длиной 
390 п.н., используя комбинацию праймеров PKO-
Cbur-F4 и PKO-Cbur-R2 (см. табл. 1). Этот фрагмент 
гена транспозазы IS1111 в своей последовательности 
содержит участок в 70 п.н., амплифицируемый прай-
мерами Cbur-IS-F5 и Cbur-IS-R2, входящими в состав 

Т а б л и ц а  2
Анализ образцов ДНК C. burnetii, выделенных из образцов мокроты больных

№ образцов Клиническая
 форма  Категория  ПЦР

Coxbur-1 (Ct)
 Секвенирование по участкам генов  ПЦР

«АмплиСенс» (Ct)IS1111 htpB 16S рРНК
1769 ИТЛ Вв 34, 34 C.burnetii Не прошел C.burnetii 29
1870 ДТЛ,

ТБ бронхов
Вв 36 Не анализ. Не анализ. Не анализ. Не анализ.

1966 ИТЛ Рецидив 36 C.burnetii Не прошел Не прошел Не анализ.
2037 ИТЛ Вв 35, 35 C.burnetii Не прошел Не прошел 33
2113 ДТЛ Вв 36 не прошел Не анализ. Не анализ. Не анализ.
2156 ИТЛ Вв 36, 36 не прошел Не анализ. Не анализ. Не анализ.
2572 ИТЛ Вв 36 C.burnetii Не прошел Не прошел Не анализ.
2574 ИТЛ,

ТБ бронхов
Вв 36 C.burnetii Не прошел Не прошел Не анализ.

2818 ИТЛ Вв 35 Не анализ. Не анализ. Не анализ. Не анализ.
1759 Рак легкого Не профильный 34, 36 C.burnetii C.burnetii Не анализ. 31

П р и м е ч а н и е . ИТЛ – инфильтративный туберкулез легкого; ДТЛ – диссеминированный туберкулез легкого; ТБ бронхов – туберкулез 
бронхов; Вв – впервые выявлен; Не анализ. – не анализировался.

Рис. 1. Выявление генетических маркеров C. burnetii в образцах ДНК из мокроты больных с помощью двух ПЦР-тестов. 
а – детекция с помощью экспериментального ПЦР-теста «Coxbur-1» участка гена IS1111 возбудителя в 3-х исследуемых образцах со значениями 
Сt=34-36, для ПКО – Ct=30; б – детекция с помощью набора сравнения, ПЦР-теста «АмплиСенс Coxiella burnetii-FL», ДНК-маркера коксиеллы в 3-х 
образцах со значениями Сt=29-33, для ПКО – Ct=23.

а б
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ГРС набора реагентов «Coxbur-1». У 8 из 10 обсле-
дуемых больных образцы выделенной ДНК имелись 
в достаточном количестве для проведения дальней-
шего исследования. Амплификаты соответствующей 
длины (390 п.н.) исследуемого гена-мишени были 
успешно наработаны в 6 из 8 анализируемых поло-
жительных проб ДНК C. burnetii: № 1759, 1769, 1966, 
2037, 2572 и 2574. В качестве примера наработанные 
продукты амплификации фрагмента ДНК, получен-
ные из мокроты двух больных, представлены на элек-
трофореграммах (рис. 2, а, б). 

Фрагменты гена IS1111, наработанные с образцов 
ДНК, выделенные от 6 больных, были успешно сек-
венированы, а их последовательности депонированы 
в базе данных GenBank (см. раздел “Материал и мето-
ды”). Результаты молекулярно-генетического анализа 
показали, что полученные нуклеотидные последова-
тельности полностью идентичны между собой и на 
100% соответствуют последовательностям более двух 
десятков различных штаммов C. burnetii, представ-
ленных в базе данных GenBank: RSA439, 42785537, 
2014-PE15890, 18430, 701CbB1 и др. (CP040059, 
CP014548, CP032542, CP014553, CP014557, соот-
ветственно). Наблюдалось сходство полученных по-
следовательностей ДНК от больных туберкулезом с 
другими последовательностями возбудителей кокси-
еллёза, выделенными нами ранее из клинического 
материала, клещей и ветеринарных образцов из ряда 
регионов Сибири и Дальнего Востока. Так, последо-
вательности IS1111, полученные в результате секве-
нирования ДНК от больных туберкулёзом, были на 
99,43% (347 из 349 п.н.) идентичны последователь-
ностям изолятов, полученных из крови трех лихора-
дящих больных, которые поступили в стационар г. 
Новосибирска с подозрением на инфекции, перено-
симые клещами (ИПК) [30]. Отмечен также высокий 
уровень сходства полученных последовательностей с 
образцом ДНК возбудителя Ку-лихорадки, выделен-
ным с места присасывания клеща у лихорадящего 
больного из Республики Алтай (г. Горно-Алтайск), а 
также с последовательностями из клещей, отловлен-
ных в Амурской области, в Приморском крае, и с по-
следовательностями ДНК C. burnetii, которые были 
выделены из образцов сыворотки сельскохозяйствен-

ных животных [18, 20]. Выравнивание полученных 
нами фрагментов IS1111 и последовательностей, взя-
тых из GeneBank, показало, что участки отжига двух 
специфичных праймеров и зонда (Cbur-IS-F5, Cbur-
IS-R2, Cbur-IS-Z2), используемых в эксперименталь-
ном тесте «Coxbur-1» для амплификации и детекции 
фрагмента гена длиной 70 п.н., не содержат замен и 
делеций (рис. 3). Полученные данные дают основа-
ние для успешного использования, разработанного 
ПЦР-теста с целью выявления ДНК-маркера возбуди-
теля Ку-лихорадки, циркулирующего, как на террито-
рии РФ, так и за рубежом.

 Полученные нами результаты соответствуют опу-
бликованным данным зарубежных исследователей о 
том, что последовательность IS1111 C. burnetii являет-
ся консервативной. Фрагмент этого гена выбран нами 
на основании анализа базы данных GenBank, который 
свидетельствует о наличии консервативной нуклео-
тидной последовательности IS1111 в геномах извест-
ных штаммов и изолятов возбудителя Ку-лихорадки, 
а также в связи с отсутствием аналогичной последо-
вательности в представленных геномах других из-
вестных на сегодняшний день микроорганизмов, что 
обеспечивает специфичность реакции. Выбор в поль-
зу последовательности транспозазы IS1111 в качестве 
мишени для амплификации был обусловлен еще и 
тем, что этот ген имеет большую копийность (от 8 до 
31 на геном возбудителя) [14]. Использование много-
копийных последовательностей позволяет повысить 
чувствительность ПЦР-анализа, что особенно важ-
но для детекции ДНК-мишени при низких нагрузках 
возбудителя в анализируемых пробах, например, при 
хроническом течении заболевания. 

 Наряду с секвенированием полученных фрагмен-
тов IS1111 дополнительно были предприняты попытки 
наработки фрагментов генов локусов htpB и 16S rRNA, 
с применением праймеров, представленных в табл.1. 
Из пяти положительных проб ДНК, содержащих уча-
сток гена IS1111, которые были выделены из мокроты 
больных, фрагмент гена 16S rRNA длиной 412 п.н. был 
наработан и секвенирован с образца № 1769. Получен-
ная нуклеотидная последовательность, представлен-
ная в базе данных GeneBank под номером MW315955 
(Novosibirsk-2016/1769), имеет 100% сходство с после-

Рис. 2. Электрофореграммы ПЦР-продуктов участка гена IS1111 возбудителя C. burnetii, длиной 390 п.н., амплифицированные 
с образцов ДНК из мокроты двух пациентов. 
а – ДНК пациента № 1759, амплификация в пяти повторах (дорожки c 1 по 5), дорожка 10 – “отрицательный контроль” (К-), дорожка 11 -“положитель-
ный контроль” (К+); б - ДНК пациента № 1769, амплификация в пяти повторах.

а б
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Рис. 3. Выравнивание последовательностей IS1111 C. burnetii. Участок отжига олигонуклеотидов обозначен рамкой. Одина-
ковые нуклеотидные остатки с референсной последовательностью str. 2014-PE15890 (CP032542) обозначены точками, числа 
сверху обозначают положение нуклеотидных остатков в соответствии с таковыми в референсной последовательности. Сверху 
вниз: референсная последовательность, образцы от шести больных туберкулезом; олигонуклеотиды ПЦР-теста “Coxbur-1” 
(два праймера и зонд); образцы от трёх лихорадящих больных из г. Новосибирска; образец от больного из г. Горно-Алтайска; 
образцы из 3-х суспензий клещей, отловленных в Амурской области и Приморском крае; образцы от лошади и овцы из При-
морского края; последовательности IS1111 4-х штаммов возбудителя, представленные в базе данных GenBank.

довательностями фрагмента гена 16S rRNA штаммов 
и изолятов C. burnetii, выделенных в Китае, Японии, 
Южной Кореи, Аргентины, Колумбии и др. стран, а так-
же ряда некультивируемых бактерий рода Coxiella из 
Малайзии, Индонезии и США (MN263246, LC464975, 
KT945014, JQ740886, MN540441, LT009434, KT894209, 
MW450598). Меньший уровень сходства (99,83% и ни-
же) наблюдался с рядом последовательностей различ-
ных изолятов и штаммов C. burnetii, а также Coxiella-
подобных эндосимбионтов, выделенных из различных 
видов клещей (рис. 4).

Следует отметить, что несмотря на то, что последо-
вательности фрагментов гена 16S rRNA имели высокое 

сходство с последовательностями не только других изо-
лятов и штаммов C. burnetii, но и Coxiella-подобных эн-
досимбионтов, типирование по другому локусу, IS1111, 
присутствующему строго у C. burnetii и неописанному у 
других Coxiella-подобных микроорганизмов, позволяет 
нам судить о том, что выявленные нами изоляты отно-
сятся именно к возбудителю лихорадки Ку.

Кроме того, из шести образцов мокроты, содер-
жащих ДНК C. burnetii, для образца № 1759 был на-
работан и секвенирован фрагмент гена htpB (Novo-
sibirsk-2016/1759, MW323308). Полученная после-
довательность htpB длиной 581 п.н. была на 100% 
идентична нуклеотидным последовательностям из 

Рис.4. Дендрограмма изолятов C. burnetii, построенная на основании последовательностей фрагмента гена 16S rRNA (длиной 
371 п.н.) методом максимального правдоподобия (maximum likelihood, ML). Номера доступа в базе данных GenBank указаны 
в скобках. Здесь и на рис. 5, 6 – последовательность, определенная в данной работе, отмечена жирной точкой.
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полутора десятков штаммов C. burnetii (EU888864, 
CP014563, AY251297, CP040059, CP035112, CP014557, 
CP018005, CP020616 и др.). Кроме того, еще ряд штам-
мов и изолятов имели уровень сходства 99,83% (580 из 
581 п.н.) с полученной нами последовательностью, в 
том числе три изолята, ранее выделенные нами из кро-
ви лихорадочных больных, которые поступили в Го-
родскую инфекционную клиническую больницу № 1 
г. Новосибирска с подозрением на ИПК (MK064571, 
MK064572, MK064573) (рис. 5) [30].

 Также, в GeneBank были найдены более короткие 
фрагменты htpB длиной 370 п.н. Coxiella-подобных эн-
досимбионтов, выделенных из различных видов кле-
щей, для которых отмечено сходство 99,73% и менее 
с последовательностью образца Novosibirsk-2016/1759 
(MW323308), ДНК которой была нами выделена из мо-
кроты больного туберкулезом (рис. 6). 

Таким образом, полученные с помощью разрабо-
танного экспериментального теста «Coxbur-1» данные 
свидетельствуют о наличии у части больных туберкулё-
зом в мокроте ДНК-мишени возбудителя Ку-лихорадки. 
Значения Ct варьировали в пределах 34 – 36 цикла, что 
попадает в рабочий диапазон чувствительности теста. 
Исходя из расчета разведения исходных образцов вовре-
мя инактивации, объема полученного при центрифуги-
ровании осадка, конечного объема элюции при выделе-
нии ДНК и конечного объема образца, используемого в 

постановке реакции, в 1 мл исходных образцов мокроты 
у больных туберкулезом могло содержаться от 100 до 
400 копий гена-мишени (IS1111).

При этом, исходя из данных о высокой копийности 
IS1111 в геноме возбудителя, можно сделать заключение о 
низкой нагрузке C. burnetii в мокроте обследованных боль-
ных, от единичных бактерий до нескольких десятков в 1 
мл. Небольшое содержание возбудителя в дыхательных 
путях у больных может указывать на хронический про-
цесс лихорадки Ку, протекающий в организме больного в 
дополнение к доминирующей туберкулёзной инфекции. 
Вполне возможно, что именно развитие иммуносупрес-
сии, возникшей в результате туберкулёза, является причи-
ной возникновения сочетанной инфекции.

С другой стороны, нельзя исключить, что при про-
ведении стандартной процедуры инактивации воз-
будителя туберкулёза в мокроте с помощью реагента 
«Амплитуб-Преп», экспозиция образца с которым 
проводилась от 1 до 24 часов, могло происходить 
разрушение стенки C. burnetii, что в свою очередь 
явилось причиной частичной или полной деграда-
ции ДНК возбудителя. В этом случае при постановке 
ПЦР-РВ могут быть отмечены либо крайне низкие 
нагрузки ДНК-маркера возбудителя коксиеллеза, ли-
бо получены ложноотрицательные результаты. По-
этому можно предположить, что у ряда пациентов с 
хроническим течением заболевания лихорадки Ку, 

Рис. 5. Дендрограмма изолятов C. burnetii, построенная на основании последовательностей фрагмента гена htpB (длиной 581 
п.н.) методом максимального правдоподобия (maximum likelihood, ML). Номера в базе данных GenBank указаны в скобках. 

Рис. 6. Дендрограмма изолятов C. burnetii, построенная на основании последовательностей фрагмента гена htpB (длиной 370 п.н.) 
методом максимального правдоподобия (maximum likelihood, ML). Номера доступа в базе данных GenBank указаны в скобках. 
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возбудитель мог быть и не выявлен с помощью ПЦР-
анализа по причине низкой нагрузки в исследуемом 
образце. Обработка мокроты раствором «Амплитуб-
преп», предназначенным в первую очередь для рабо-
ты с мокротой от больных туберкулёзом, но не адап-
тированным для выявления возбудителей лихорадки 
Ку, может приводить к потерям ДНК C. burnetii, в 
связи с чем необходим дополнительный детальный 
анализ образцов интактной (необработанной) мокро-
ты для использования в ПЦР, а также дополнительное 
применение серологических методов с целью выявле-
ния специфических антител к антигенам коксиеллы.

Данные, полученные секвенированием фрагмен-
тов генов IS1111, 16S rRNA и htpB, подтвердили на-
личие ДНК возбудителя Ку-лихорадки у 6 из 10 боль-
ных. У четырех пациентов (№ 1966, 2037, 2572, 2574) 
выделенную ДНК C. burnetii удалось секвенировать 
по одному гену – IS1111, у больного № 1759 по двум 
генам, IS1111 и htpB, а у больного № 1769 – по IS1111 
и 16S рРНК. По-видимому, многокопийность гена 
IS1111 C. burnetii обусловливает получение лучших 
результатов секвенирования по сравнению с ее одно-
копийными генами 16S rRNA и htpB. 

Только у одного пациента (№ 1870) из девяти, по-
ложительных по наличию ДНК коксиеллы, результаты 
ПЦР-анализа, которые были получены с помощью те-
ста «Реал-Бест ДНК MBTC», показали наличие гене-
тического маркера M. tuberculosis. При этом нагрузка 
ДНК этого патогена была низкой (Ct=36). Тем не ме-
нее, у других восьми больных, содержащих в мокро-
те генетические маркеры лихорадки Ку, был сохранен 
диагноз «туберкулёз». Является ли снижение нагрузки 
возбудителя туберкулёза в дыхательных путях больно-
го причиной присоединения коксиеллезной инфекции, 
или же развитие этой сочетанной инфекции происхо-
дит в результате общего ослабления защитных свойств 
организма и развития иммуносупрессии на фоне ос-
новного заболевания и применения антибиотикотера-
пии, требует дополнительных исследований. 

Из 10 пациентов, содержащих генетические мар-
керы возбудителя коксиеллеза в образцах мокроты, 
клинические формы заболевания туберкулёзом были 
распределены следующим образом: инфильтративный 
туберкулёз легкого (ИТЛ) – у 6 человек; диссемини-
рованный туберкулез легкого (ДТЛ) – у 1 больного; 
ИТЛ, осложненный туберкулёзом бронхов (ТБ) – у 1 
обследуемого; ДТЛ совместно с ТБ – у 1 пациента. У 8 
из перечисленных больных заболевание туберкулёзом 
оказалось впервые выявленным и лишь один пациент 
(№ 1966 с ИТЛ) был с рецидивом. Один из десяти па-
циентов (№ 1759) был отнесен к категории непрофиль-
ных, так как в результате дополнительного обследо-
вания у него был установлен окончательный диагноз 
“рак легкого” (см. табл. 2). По-видимому, этот случай с 
онкобольным связан с проявлением у него иммуносу-
прессии и является скорее закономерностью, чем ис-
ключением. Так, во Франции в 90-х годах P. Brouqui  и 
соавт. [32], описали у 20% больных с лихорадкой Ку 
иммунодефицитные состояния: у семи больных диа-
гностирован рак, у одного пациента отмечен хрони-
ческий миелоидный лейкоз, два пациента оказались 

с синдромом приобретенного иммунодефицита, один 
больной перенес трансплантацию почки и находился 
на иммуносупрессивной терапии, еще один пациент 
получал кортикостероидную терапию, два пациента 
находились на почечном диализе и еще два пациента 
пребывали в состоянии хронического алкоголизма. 

Заключение. Таким образом, у больных туберку-
лёзом нами были обнаружены генетические маркеры 
возбудителя Ку- лихорадки в образцах мокроты при ее 
обработке стандартными методами пробоподготовки. 
Учитывая сходство течения заболевания при тубер-
кулезе и лихорадки Ку, а также распространенность 
ВИЧ-инфекции в субъектах Сибирского и Дальнево-
сточного федеральных округов, представляется необ-
ходимым продолжить аналогичное комплексное ис-
следование у категории пациентов с сочетанной ВИЧ 
и туберкулезной инфекцией для оптимизации лечеб-
но-диагностической тактики. Дальнейшие исследова-
ния с применением ПЦР-РВ для анализа интактной 
мокроты, полученной от больных туберкулезом, а 
также применение серологических методов исследо-
вания помогут оценить реальное число случаев коин-
фекции туберкулёза и лихорадки Ку.
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Вспышка COVID-19 оказала серьезное влияние на клинические диагностические лаборатории. В связи с быстрым распро-
странением и увеличением числа случаев заболевания, вызванным вирусом SARS-CoV-2, точные подходы, основанные на 
обнаружении нуклеиновых кислот, стали быстрой и надежной технологией обнаружения инфекционных агентов. Среди 
тестов на нуклеиновые кислоты метод полимеразной цепной реакции (ПЦР) считается «золотым стандартом», а ПЦР 
с обратной транскрипцией  в реальном времени (ОТ-ПЦР-РВ) сегодня представляет большой интерес для обнаружения 
вируса SARS-CoV-2 из-за ее преимуществ в качестве специфического и простого качественного анализа. 
Актуальность данного исследования очевидна, так как ПЦР обладает целым рядом преимуществ перед другими методами 
диагностики. Это специфичность, чувствительность, быстрота, прямое определение возбудителя в любом материале.
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Введение. Коронавирусная инфекция SARS-CoV-2 
– заболевание, возбудителем которого является ко-
ронавирус 2 типа, вызывающий тяжёлый острый 
респираторный синдром (ТОРС). Вспышка возник-
ла и вызвала пандемию в конце 2019 года. ВОЗ при-
своила официальное название инфекции COVID-19 
(«Coronavirus disease 2019»), до этого использовался 
термин 2019-nCoV.

Международный комитет по таксономии вирусов 
присвоил возбудителю название SARS-CoV-2 (Severe 
Acute Respiratory Syndrome CoronaVirus-2).

Эпидемия, вызванная коронавирусом 2019-nCoV, 
была объявлена ВОЗ «чрезвычайной ситуацией в здра-
воохранении, имеющей международное значение 10».

Доступ к экономически эффективному, высоко-
чувствительному и высокоспецифичному методу 
диагностики COVID-19 будет способствовать лучше-
му контролю за пандемией. Увеличение выявляемо-
сти носителей SARS-CoV-2 может оказать помощь в 
принятии управленческих решений и планировании 
мероприятий организаторами здравоохранения. В ус-
ловиях пандемии COVID-19 особенно важно, чтобы 
количество инфицированных пациентов и тяжелых 
случаев заболевания не превысило возможности си-
стемы здравоохранения. Для этого необходимо соз-
дать хорошую диагностическую систему тест пре-
паратов, позволяющих оценивать вирусный статус 
людей на ранних стадиях вирусоносительства.

Выделение РНК является ключевым преаналити-
ческим этапом в ПЦР исследовании. Однако, масшта-
бы пандемии COVID-19 вызывает сбои в глобальных 
цепочках поставок коммерческих наборов, необхо-
димых для выделения РНК. Также экстракция РНК 
является трудоемким процессом и занимает много 
времени. В связи с этим была разработана система 
диагностики коронавирусной инфекции из мазков но-
соглотки/ротоглотки на основе набора реагентов для 
метода прямой ПЦР в режиме реального времени, не 
требующего предварительного этапа экстракции РНК 
и клетки.

Цель исследования –  pазработать набор реаген-
тов для качественного выявления РНК вируса SARS-
CoV-2 методом прямой ОТ-ПЦР в реальном времени 
«КовидЭК Директ».

Материал и методы. Биологический материал 
получен из 7 регионов России: Белгородской, Ростов-
ской, Томской, Московской, Курской, Владимирской, 
Ульяновкой областей с 2020 по 2021год. У людей бы-
ли клинические признаки ОРВИ.

229 образцов биологического материала (мазки со 
слизистой оболочки носо- и ротоглотки) получены от 
пациентов с подтвержденным клиническим диагно-
зом COVID-19.

В  качестве отрицательных образцов использовали 
штаммы из коллекции ATСC (American Type Culture 
Collection, США).

Экстракцию нуклеиновых кислот для сравнитель-
ных наборов проводили методом осаждения изопро-
панолом («Рибо-преп», Амплисенс, Россия) [1, 2].

Наборы для сравнения: набор реагентов «SARS-
CoV-2 Лайт» компании ООО «ДНК-Технология 

ТС», набор реагентов «CITO-COV-2-TEST» компа-
нии ООО «ТестГен», набор реагентов «МБСТест 
FAST SARS-CoV-2 РНК» компании ООО «Медико-
биологический Союз», РеалБест РНК SARS-CoV-2», 
АО «Вектор-Бест» [3].

Анализ нуклеотидных последовательностей, пред-
ставленных в базе данных GenBank проводили с по-
мощью программы VectorNTl Suite 9.0.0 (AlignX). 
Специфичность выбранных олигонуклеотидов из-
учали с помощью компьютерной программы BLAST 
online [4].

Результаты и обсуждение. На основе литера-
турных данных и анализа нуклеотидных последова-
тельностей, представленных в базе данных GenBank 
в этом исследовании было использовано 870 полно-
размерных геномов SARS-CoV-2, представляющих 
вирусные изоляты от пациентов, живущих в разных 
географических регионах. Для создания праймеров 
были выбраны две геномные области коронавируса 
SARS-2 – нуклеокапсид (N), открытая рамка считы-
вания (ORF1ab) [5].

Множественное выравнивание нуклеотидных по-
следовательностей было выполнено для поиска кон-
сервативных нуклеотидов в последовательностях 
SARS-2 с использованием биотехнологических про-
грамм. Праймеры были разработаны после опреде-
ления условий реакции, таких как GC%, температура 
плавления (Tm), длина праймера и их взаимосвязи 
между собой.

Контролем проводимых манипуляций по обнару-
жению коронавируса методом ПЦР стало использо-
вание гена самого человека. В качества гена-мишени 
был выбран ген эндорибонуклеаза (РНКаза Р). Чело-
веческая рРНК проходит в методе ПЦР те же этапы, 
что и вирусная РНК, а именно: лизис клетки, обрат-
ную транскрипцию, амплификацию [5,6].

Выравнивание 200 нуклеотидных последователь-
ностей гена Рибонуклеазы Р, взятых в базе данных 
GenBank, показало консервативные участки для рас-
чета олигонуклеотидов [7].

Подбор реакционной смеси проводили на основе 
нескольких энхансеров, таких как бетаин, диметил-
сульфоксид (ДМСО), формамид и некоторых детер-
гентов IGEPAL и додецилсульфат натрия (SDS) в раз-
ных концентрациях [8-11]. 

В итоге, для создания реакционной смеси при-
меняли следующие компоненты: 2х ПЦР буфер (0,5 
М Tris Cl, pH 8.6, 0,05 М KCl, 15 мМ MgCl2, 1% 
Tween 20), рабочая концентрация Taq-полимеразы –  
5 ед/мкл, рабочая концентрация каждого праймера 
и зондов составляет 1 рМ/мкл, 5 % ДМСО, 0,5 % 
IGEPAL CA-630, 40 единиц ревертазы и 40 единиц 
ингибитора рибонуклеаз. Объем реакции 25 мкл. 
Объем пробы 5 мкл нативных носоглоточных маз-
ков.

Оценка работоспособности набора реагентов про-
ведена на биологических пробах, полученных из 7 
регионов России. Образцы мазков отобраны сухими 
стерильными ватными тампонами на пластиковой 
основе. Тампон вводили легким движением по на-
ружной стенке носа на глубину 2–3 см до нижней 



741

КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2022; 67(12)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2022-67-12-739-743

КЛИНИЧЕСКИЕ МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

раковины. Затем тампон вводили в нижний носовой 
ход под нижнюю носовую раковину, делали враща-
тельное движение вдоль наружной стенки носа. По-
сле взятия материала тампон (рабочую часть зонда с 
ватным тампоном) помещали в стерильную одноразо-
вую пробирку с защелкивающейся крышкой, содер-
жащей физиологический раствор. Пробирку плотно 
закрывали крышкой. 

Подготовленные для проведения ПЦР пробирки 
помещали в амплификатор, который программировали 
по следующей схеме: обратная транскрипция – 55 0С, 
10 мин, начальная денатурация – 95 0С 2 мин, основ-
ное циклирование – 40 шагов при денатурации 95 0С 
5 секунд. Отжиг 60 0С 15 с, элонгация 67 0С 15 секунд.  

Амплификацию и детекцию проводили как от-
дельно для выявления SARS-CоV-2 по одному каналу 
(моноплексное выявление), так и одновременно вы-
являли SARS-CоV-2 и ген человека (ВКО) по двум 
каналам (мультиплексное выявление) для оценки воз-
можности конкуренции между каналами для ВКО и 
специфики.

Включенный в тест ген РНКазы P человека в ка-
честве внутреннего контроля помогал оценивать ка-
чество проведенных исследований и достоверность 
результатов.

Было проанализировано 229 образцов биологическо-
го материала пациентов с положительным результатом 
на SARS-CoV-2 (набор «РеалБест РНК SARS-CoV-2», 
АО «Вектор-Бест) и 100 мазков, отрицательных по кли-
ническим проявлениям и по ПЦР тесту (набор «Реал-
Бест РНК SARS-CoV-2», АО «Вектор-Бест). Результаты 
сравнительной детекции SARS-CoV-2 и SARS-CoV-2 + 
ген человека представлены на рис 1, а, б, где по оси ор-
динат обозначен уровень флуоресценции (RFU), по оси 
абсцисс количество циклов (Cycles).

Конкуренции между каналами не выявлено. Все 
результаты по выявлению положительных и отри-

цательных проб совпали с набором РеалБест РНК 
SARS-CoV-2» (АО «Вектор-Бест»), предусматриваю-
щих экстракцию РНК.

Данные проведенных исследований показали, что 
подобранная программа анализа (амплификации) и 
реакционная смесь позволяют проводить исследова-
ния методом прямой ПЦР, исключающим этап экс-
тракции РНК при выявлении коронавируса SARS-
CоV-2 по двум каналам детекции без конкуренции 
между ними и позволяет детектировать РНК корона-
вируса SARS-CоV-2 за 60 минут.

Для определения чувствительности набора были 
созданы искусственные положительные образцы на 
основе плазмид для двух SARS-CoV-2-специфичных 
фрагментов генов N и ORF, а также синтетическая 
ДНК – плазмида со встройкой фрагмента гена РНКа-
зы Р человека. На основе полученных плазмид при 
проведении испытаний для оценки аналитической 
чувствительности (предела обнаружения) готовили 
стандартный образец предприятия, концентрация 106 
копий/мл, который последовательно разводили с ша-
гом 10 от 106 ГЭ копий/мл до 102 ГЭ копий/мл. Под-
тверждение правильности синтеза нуклеотидной по-
следовательности проводили методом циклического 
секвенирования по Сэнгеру.

Спектрофотометрически определяли концентра-
цию приготовленного раствора искусственного защи-
щенного специфического фрагмента гена и методом 
построения калибровочной кривой в амплификации.  

Искусственные положительные образцы были соз-
даны путем добавления в отрицательные образцы ро-
то/носоглоточных мазков, полученных от пациентов, в 
разных количествах охарактеризованного обезврежен-
ного образца РНК вируса SARS-CoV-2, т.е. плазмидная 
конструкция со встроенными генами с концентрация-
ми 10 от 106 ГЭ копий/мл до 102  ГЭ копий/мл. С таки-
ми образцами была проведена прямая ПЦР-РВ. 

Рис. 1. Результаты сравнительной детекции SARS-COV-2 и SARS-COV-2+ген человека.
а – результаты детекции по двум каналам в прямой ПЦР в одной пробирке (SARS-CоV-2 +ВКО); б – результаты детекции по одному каналу в прямой 
ПЦР в одной пробирке SARS-CоV-2). Ровные кривые – это выявление РНК коронавируса (специфика), ромбообразные кривые – это выявление РНК 
гена человека (ВКО).

а б
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Результаты по определению аналитической чув-
ствительности набора реагентов «КовидЭк Директ» 
ЗАО «ЭКОлаб» приведены на рис 2, а, б, где по оси 
ординат обозначен уровень флуоресценции (RFU), по 
оси абсцисс количество циклов (Cycles).

Чувствительность набора определена как 1х103 
ГЭ/мл. Повторяемость и воспроизводимость опре-
деления РНК SARS-CoV-2 были установлены путем 
тестирования положительных и отрицательных носо-
глоточных мазков. 

Условия повторяемости включали в себя: тестиро-
вание в одной и той же лаборатории, одним и тем же 
оператором, с использованием одного и того же обо-
рудования в пределах короткого промежутка времени. 
Коэффициент вариации для повторяемости рассчиты-
вался по формуле: 
                    Сt (станд.отклон)

CVp,%= –––––––––––––––– ×100%,
                     Ct (ср.знач.) 
и не превышал 3 %. 
Условия воспроизводимости – тестирование в раз-

ных лабораториях, разными операторами, в разные 

дни, на разных приборах, разных серий набора реа-
гентов. Процедура проводилась двумя разными опе-
раторами с двумя разными наборами одной серии в 
разные дни. Коэффициент вариации для воспроизво-
димости рассчитывался по формуле: 
                    Сt (станд.отклон)

CVp,%= –––––––––––––––– ×100%,
                     Ct (ср.знач.) 
и не превышал 6 %.
Таким образом, воспроизводимость и повторя-

мость работоспособности набора реагентов составля-
ет 100%.

Разработанный набор реагентов сравнивали с дру-
гими наборами для прямой ПЦР по следующим ха-
рактеристикам:

– сравнение основных показателей, связанных со 
специфичностью и чувствительностью наборов;

– вариант контроля проведения реакции с исполь-
зование ВКО;

– сравнение генетической мишени для проведения 
реакции прямой ОТ-ПЦР-РВ;

– скорость постановки и получение результата.

Рис. 2. Результаты аналитической чувствительности набора реагентов «КовидЭк Директ» ЗАО «ЭКОлаб».
а – данные титрования плазмидной конструкции гена ORF в носоглоточных мазках; б – данные титрования плазмидной конструкции гена N в носогло-
точных мазках. Кривые, помеченные ромбом – это плазмидные конструкции, кривые, помеченные кружком – это выявление РНК гена человека (ВКО). 

Сравнение наборов для прямой ОТ-ПЦР-РВ

№ 
п/п

Характеристики на-
боров

Производители / название набора
ЗАО «ЭКОлаб»
КовидЭк Директ
РЗН 2021/14914
От 28.07.2021

ООО «ДНК-Технология ТС»
SARS-CoV-2 Лайт
РЗН 2021/15854
от 25.11.2021

ООО «ТестГен»
Cito-CoV-2-Test
РЗН 2021/16181
от 27.12.2021

ООО «Медико-биологический Союз»
«МБС-Тест FAST  

SARS-CoV-2 РНК»
РЗН 2022/16768 от 29.03.2022

1 Аналитическая  
чувствительность 1 000 ГЭ/мл 1 000 ГЭ/мл 500 ГЭ/мл 1 000 ГЭ/мл

2 Диагностическая  
специфичность 100% 100% 94,5% 100%

3 Диагностическая  
чувствительность 100% 100% 96,9% 100%

т.ч. Omicron, 

4 ВКО
Эндогенный, не 
требует ручного 

внесения
Экзогенный, требует  

ручного внесения
Экзогенный, 

требует ручного 
внесения

Эндогенный,  
не требует ручного внесения

5 Генетические мишени Гены ORF1ab и N Гены E и RdRP Ген N Гены RdRp и N
6 Время амплификации От 60 мин От 90 мин От 90 мин От 70 мин 
7 Разморозка/заморозка до 10 раз Нет данных Нет данных До 10 раз

а б
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 Характеристики наборов представлены в таблице.
По данным, представленным в таблице, аналити-

ческая чувствительность наборов «КовидЭк Директ», 
«SARS-CoV-2 Лайт» и «МБС-Тест FAST SARS-CoV-2 
РНК» составляет 1000 ГЭ/мл, в то время как набор 
«CITO-COV-2-TEST», обладает большей чувствитель-
ностью и составляет 500 ГЭ/мл. Диагностическая 
чувствительность и специфичность по имеющимся 
данным трех наборов составляют 100%. У набора 
«CITO-COV-2-TEST» диагностическая специфич-
ность составила 94,5%, а диагностическая чувстви-
тельность 96,9% и оказалась меньше по сравнению с 
другими производителями [12].

Во всех рассматриваемых наборах присутствует 
ВКО, однако, несмотря на его присутствие, имеются 
некоторые различия в его природе. На данный момент 
в практике существуют два разных подхода к дизайну 
для внутреннего контроля: эндогенный и экзогенный.  
Эндогенный внутренний контроль – это тип внутрен-
него контроля, использующий гены человека, позво-
ляющий судить о наличии генетического материала в 
образце. Это защищает от ложноотрицательных ре-
зультатов, показывая, что образец РНК действительно 
присутствует, и что все этапы сбора, выделения и ам-
плификации были успешными. Экзогенные системы 
внутреннего контроля немного сложнее. Они включа-
ют добавление ВКО к каждому образцу. Добавление 
экзогенного контроля зачастую не позволяет в полной 
мере оценить ход проведения реакции, поскольку не 
дает определить, прошел ли лизис вирусных частиц в 
образце или нет. 

В качестве генетической мишени в наборах «Ко-
видЭк Директ» и «SARS-CoV-2 Лайт», «МБС-Тест 
FAST SARS-CoV-2 РНК» используются несколько 
генов ORF1ab и N и E, RdRP. Использование не-
скольких генов в наборах является более целесоо-
бразным с точки проведения анализа, т.к. постоян-
ное циркулирование вируса в популяции приводит 
к его изменению и появлению новых штаммов, что 
может отразиться и на работе ПЦР набора и появ-
лению ложноотрицательных результатов. При по-
явлении нового штамма возникает возможность из-
менения одного или пары генов, в связи с этим в на-
боры компаний ООО «ДНК-Технология ТС», ООО 
«Медико-биологический Союз»  и ЗАО «ЭКОлаб» 
имеют явное преимущество по сравнению с набором 
«CITO-COV-2-TEST», в котором  в качестве мишени 
используется только один ген N. 

Самое короткое время амплификации у набора 
«КовидЭк Директ» – от 60 минут.

Заключение. Разработанный набор реагентов и 
методика для диагностики новой коронавирусной ин-
фекции на основе прямой ОТ-ПЦР в реальном вре-
мени позволит значительно сократить время, затрачи-
ваемое на проведение выявления РНК SARS-CoV-2 в 
клиническом материале, обладая хорошей чувстви-
тельностью и специфичностью.
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В последние годы отмечается глобальный рост генерализованного пародонтита средней и тяжёлой степени, особенно 
среди пациентов в наиболее работоспособном возрасте, спектр возможных патогенов постоянно увеличивается. Это 
определяет необходимость создания новых молекулярно-генетических систем для ПЦР-диагностики и их апробацию в 
клинической работе врача-стоматолога. Проведена сравнительная оценка выявления ключевых пародонтопатогенных 
видов P. gingivaqlis и F. alocis при разных формах пародонтита по степени прогрессирования с использованием нового на-
бора ранее патентованных генетических праймеров. Установлена более высокая частота выявления пародонтопато-
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ными праймерами может быть использована для эффективного определения степени прогрессирования пародонтита.
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In recent years, there has been a global increase in generalized periodontitis of moderate and severe degree, especially among 
patients at the most working age, and the range of possible pathogens is constantly increasing. This determines the need to 
create new molecular genetic systems for PCR diagnostics and their approbation in the clinical work of a dentist. A comparative 
assessment of the identification of key periodontopathogenic species P. gingivaqlis and F. alocis in different forms of periodontitis 
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Введение. Воспалительные заболевания пародонта 
(гингивит, пародонтит), особенно лёгкой и средней степе-
ни, широко распространены во всем мире – частота встре-

чаемости этой патологии составляет от 50 до 80% и более, 
в зависимости от региона [1, 2]. В последние годы отме-
чается глобальный рост генерализованного пародонтита 
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средней и тяжёлой степени, особенно среди пациентов в 
наиболее работоспособном возрасте 30-40 лет и старше 
[1, 3]. Становится очевидным, что медико-социальное 
значение воспалительных заболеваний пародонта в по-
следние годы значительно возросло, проблема активно 
обсуждается на конгрессах, проводимых под эгидой ВОЗ, 
других международных и региональных организаций [4].

Методы лабораторной диагностики воспалительных 
заболеваний пародонта, используемые в клинической 
практике, в значительной части основаны на примене-
нии импортных диагностических систем, что представ-
ляет значительные трудности в условиях санкционного 
режима проводимого основными производителями этих 
систем по отношению к Российской Федерации и тре-
буют безотлагательного решения вопросов, связанных с 
импортозамещением [5].

В настоящее время признается полимикробная при-
рода пародонтита, воспалительный ответ организма 
человека на пародонтопатогенные бактерии считается 
решающим фактором в развитии и прогрессировании за-
болевания. Мета-анализ, проведённый в рамках между-
народного проекта Human Microbiome Project показал, 
что над- и поддесневые зубные отложения (биоплёнка) 
представлены 14 таксонами микроорганизмов, которые 
являются самыми многочисленными как по частоте вы-
явления, так и в количественном выражении в составе 
биоплёнки десны: Actinomyces, Aggregatibacter, Capno-
cytophaga, Corynebacterium, Haemophilus, Fusobacterium, 
Neisseria, Prevotella, Porphyromonas, Rothia, Selenomonas, 
Streptococcus, Veillonella, Wolinella [6].

Наряду с бактериями, в состав здорового микробио-
ма ротовой полости человека входит грибы. Хотя мико-
тическая нагрузка у здоровых людей в норме оценива-
ется на несколько порядков ниже, чем бактериальная, 
однако детальное изучение синергических взаимоотно-
шений грибов с бактериями подтверждает важную роль 
представителей родов Candida, Cryptococcus, Fusarium, 
Aspergillus и ряда других грибов при формировании ми-
кробной биоплёнки пародонта и зубов [7].

Роль разных видов пародонтопатогенных бактерий 
в развитии воспалительного процесса при пародонтите 
неоднозначна и является предметом многочисленных 
дискуссий [4, 8]. В последние годы с учётом многофак-
торной природы пародонтита для прогноза течения за-
болевания стали применять исследование микробиома 
зубодесневой борозды с обнаружением в её составе бак-
терий пародонтопатогенной группы различной степени 
патогенетической значимости [9, 10].

В научной литературе получило широкое распро-
странение понятие о ключевом пародонтопатогене, роль 
которого отводится пигментообразующим облигатно-
анаэробным бактериям вида Porphyromonas gingivalis 
из-за их способности модифицировать нормальный со-
став микробиоты полости рта до более патогенного, что 
ускоряет потерю костной массы альвеолярной кости и 
развитие системных эффектов, в том числе, на сосуди-
стое русло. Для P. gingivalis характерно использование 
механизмов, позволяющих ему ослаблять или обманы-
вать иммунную систему хозяина, поскольку парадон-
тапатоген обладает очень широким спектром факторов 
вирулентности, включая протеолитические ферменты 
(гингипаины), капсулу, эндотоксины, фимбрии, нуклео-
зиддифосфаткиназу, церамиды [10-12].

C внедрением технологий метагеномного анализа 
появился ещё один претендент на роль ключевого па-
родонтопатогена – Filifactor alocis – бактерия, трудно 
культивируемая на искусственных питательных средах, 
встречающаяся почти исключительно при наличии вос-
паления тканей пародонта [13,14], обладающая устойчи-
востью к оксидативному стрессу и уникальным набором 
свойств, обеспечивающих их чрезвычайно выраженную 
способность к формированию микробных ассоциаций с 
P. gingivalis и рядом других пародонтопатогенов [15, 16].

В соответствии с международной классификацией за-
болеваний пародонта (2017 г.), поддержанной ВОЗ, при-
нято выделять три степени прогрессирования: А – мед-
ленное прогрессирование – нет потери прикрепления 
десны в течение 5 лет, В – средняя скорость прогресси-
рования – за 5 лет потеря прикрепления менее 2 мм, С – 
быстрая скорость прогрессирования – потеря прикрепле-
ния больше 2 мм за 5 лет [17]. Такой клинический подход 
позволяет констатировать степень тяжести заболеваний 
пародонта, но не прогнозировать его прогрессирование.

Перспективным c этой точки зрения является моле-
кулярно-генетический метод, позволяющий выявить 
фрагменты геномов нескольких видов пародонтопатоге-
нов с помощью мультиплексной полимеразной цепной 
реакции в режиме реального времени (ПЦР-РВ). Подоб-
ные молекулярно-генетические методы лабораторной 
диагностики стали применяться в различных странах 
мира с конца 1990-х годов [18 – 21]. В 2015 г. появилась 
публикация, в которой в состав большой группы паро-
донтопатогенов, тестируемых методом моноплексной, 
но не мультиплексной ПЦР-РВ, входили P. gingivalis и F. 
alocis [23]. Принятые в пародонтологии подходы, осно-
вываются почти исключительно на клинической оценке 
стоматологического статуса, они не позволяют выявить 
начало воспаления и выделить тех пациентов, которые 
предрасположены к прогрессированию заболевания в 
дальнейшем, а оценки результатов молекулярной диа-
гностики с учётом новой классификации заболеваний 
пародонта не проводилось [16, 17].

В связи, с вышеизложенным, мы предложили ис-
пользовать индикацию ДНК одновременно двух клю-
чевых пародонтопатогенных бактерий F. alocis и P. 
gingivalis с помощью мультиплексной ПЦР, праймеры и 
зонды которых имеют отличную от прототипа структу-
ру, что сокращает время исследований и трудозатраты 
при идентификации бактерий [22].

Целью исследования служила апробация способа ге-
нодиагностики заболеваний пародонта методом муль-
типлексной ПЦР путём идентификации в поддесневой 
биоплёнке одновременно двух ключевых пародонтопато-
генов Filifactor alocis и Porphyromonas gingivalis и оценка 
возможности прогностического использования данного 
набора для оценки прогрессирования заболевания.

Материал и методы. В исследование включены 46 
человек, из которых сформированы 3 группы сравнения. 
1-я (основная) группа включала 15 пациентов, у которых 
хронический пародонтит имел среднюю скорость прогрес-
сирования (степень В); во 2-ю группу исследования входи-
ли 15 человек с хроническим пародонтитом быстрой ско-
рости прогрессирования (степень С); 3-я группа служила 
контролем и содержала 16 условно здоровых лиц, не стра-
дающих хроническим пародонтитом (без признаков вос-
палительных изменений в тканях десны). Из состава групп 
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исследования полностью исключены курящие пациенты, 
поскольку курение способствует включению F. alocis в со-
став микробиома слизистой оболочки полости рта даже у 
субъектов без признаков заболеваний пародонта [24, 25].

Пациенты первых двух групп наблюдались сотруд-
никами кафедры пародонтологии и кафедры микробио-
логии, вирусологии, иммунологии ФГБОУ ВО МГМСУ 
им. А. И. Евдокимова Минздрава России на протяже-
нии не менее 5 лет. Контрольная группа здоровых лиц 
формировалась из контингента, обращавшегося к сто-
матологам по поводу санации полости рта. Состав ис-
следуемых групп и план их обследования утверждены 
межвузовским этическим комитетом, все участники ис-
следования подписали информированное согласие на 
обработку их персональных данных.

Группы исследования содержали примерно равное 
число мужчин и женщин в возрасте 45-65 лет. Стомато-
логический статус больных хроническим пародонтитом 
оценивался в соответствии с Международной класси-
фикацией заболеваний пародонта 2017 г.  Критериями 
разграничения средней и быстрой (В и С) степени про-
грессирования заболевания при генерализованном ха-
рактере поражения служили: В – потеря прикрепления 
десны (индекс CAL) за 5 лет менее 2 мм, С – потеря при-
крепления за 5 лет 2 и более мм [17, 26].

Взятие биологического материала проводили утром 
натощак до использования зубной щётки и других 
средств гигиены. В области зубодесневой борозды сто-
матологическими аппликаторами № 30 отбирали образ-
цы биоплёнок в стерильные пластиковые пробирки типа 
Eppendorf, содержащие 0,5 мл стерильного изотониче-
ского раствора хлорида натрия. ДНК выделяли методом 
ускоренной пробоподготовки с помощью коммерческо-
го набора реагентов «Реалекс» (ООО «НПФ «Генлаб», 
Москва) согласно инструкции.

Для сочетанной идентификации F. alocis и P. gingivalis 
методом мультиплексной ПЦР на основе последователь-
ностей, находящихся в составе генов 16S рРНК соответ-
ствующих бактерий и входящих в базу данных генетиче-
ских последовательностей GenBank [27], синтезированы 
олигонуклеотидные праймеры, получены флуоресцентно 

меченные зонды для обнаружения в биологическом ма-
териале бактерий видов F. alocis и P. gingivalis и сфор-
мирован набор реагентов для воспроизведения мульти-
плексной ПЦР [22]. Характеристики олигонуклеотидных 
праймеров и зондов, входящих в состав набора реагентов 
мультиплексной ПЦР для описанного способа генодиаг-
ностики заболеваний пародонта, представлены в таблице. 

Анализ и интерпретацию результатов проводили с 
помощью программного обеспечения прибора CFX 96 
(«Bio-Rad», США). Детекцию осуществляли по каналам 
ROX, HEX, Cy5. По каналу ROX идентифицировали 
образцы, содержащие ДНК P. gingivalis, каналу HEX – 
ДНК F. alocis при наличии положительной реакции по 
каналу Cy5 (внутренний положительный контроль био-
логического материала – ДНК человека).

Статистическая обработка результатов проводилась 
на основе пакета статистических программ SPSS, вер-
сия 23, с использованием приёмов описательной, срав-
нительной статистики и путём построения Roc-кривых.

Результаты. Частота встречаемости F. alocis, P. gin-
givalis и ассоциации этих бактерий в группах больных 
хроническим пародонтитом степеней В и С и в кон-
троле представлена на рис. 1. Частота обнаружения F. 
alocis при хроническом пародонтите степени В состави-
ла 87%, в то время как у здоровых людей с интактным 
пародонтом (дёсны без признаков воспаления и потери 
прикрепления) эти бактерии не регистрировали. При 
хроническом пародонтите степени С наличие F. alocis 
было отмечено во всех случаях (100%).

Частота встречаемости P. gingivalis при хроническом 
пародонтите степени В составляла 40% и была досто-
верно (в 2,2 раза) ниже, чем F. alocis. При хроническом 
пародонтите степени С частота регистрации P. gingivalis 
оказалась максимальной – на уровне 93% и статистиче-
ски достоверно не отличалась от таковой для F. alocis. 
У здоровых людей с интактным пародонтом P. gingiva-
lis обнаруживали в 19% случаев, что статистически до-
стоверно ниже, чем в группах пациентов с хроническим 
пародонтитом.

Одновременное наличие P. gingivalis и F. alocis при 
хроническом пародонтите степени В отмечено в 20% 
случаев, то есть достоверно реже (соответственно, в 4,4 
и в 2 раза), чем для каждого из тестированных пародон-
топатогенов в отдельности, хотя у больных хроническим 
пародонтитом степени С частота встречаемости обоих 
пародонтопатогенов при использовании мультиплекс-
ной ПЦР оставалась на том же высоком уровне – в 93% 
случаев. Не отмечено одновременного наличия обоих 
пародонтопатогенов у здоровых людей.

Апробация оригинальных тест-систем для иденти-
фикации P. gingivalis и F. alocis методом мультиплекс-
ной ПЦР показала возможность их использования для 
дифференцированного подхода к диагностике хрониче-
ского пародонтита степеней В и С.

Для подтверждения диагностического значения те-
ста в каждом конкретном случае выполнялось построе-
ние ROC-кривых, отражающих состояние линейной ре-
грессии между чувствительностью и специфичностью 
теста в группах 1 и 2 пациентов при сравнении с контро-
лем. Результаты построения ROC-кривых с определени-
ем критерия их количественной оценки в виде площади 
под ROC-кривой – AUC – представлены на рис. 2, а,б.

Диагностическое значение определения F. alocis для 

Набор видоспецифичных олигонуклеотидных праймеров  
и зондов для одновременной идентификации в биоматериале 

Filifactor alocis и Porphyromonas gingivalis

№ Название 5´-3´ последовательность Длина 
п.н.

pmol/ 
реакцию

Filifactor alocis (Fa-RT), 126 п.н.
1 FаF1 gca ggt ggt tta aca agt tag tgg 24 6
2 FаR1 ata tct acg cat ttc acc gct aca 24 6

3 FаZ1 FAM-gag tgc agg aga gga aag 
tgg aat tcc t-BHQ1 28 3

Porphyromonas gingivalis (PGI-RT), 118 п.н.
4 P.g.f2 agb mam tac cga tgt ggg ttg cgc 24 10
5 P.g.r2 ggt gaa aac cgt ctt ccc ttc gg 23 10

6 P.g.z ROX-tcg tta tgg cac tta agc cga 
ca-BHQ2 23 10

Внутренний контроль на ДНК человека (ВКЧ-RT), 87 п.н.
7 112.f aat gtg taa ctc gac cct gca cc 23 10
8 112.r ctg gga cct ctt cca gga agt ctt 24 10

9 112.z CY5-gct cac tct gtt cag cag tga 
aac tct-BHQ2 27 5



747

КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2022; 67(12)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2022-67-12-744-748

КЛИНИЧЕСКИЕ МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Рис. 1. Частота встречаемости F. alocis, P. gingivalis и их ассоциации в 
группах больных хроническим пародонтитом и в контроле.

Рис. 2. ROC-кривые диагностической значимости результатов мультиплексной ПЦР в величинах площади под кривой (AUC) 
по идентификации F. alocis, P. gingivalis и ассоциации этих бактерий в группе больных хроническим пародонтитом степеней 
В (а) и С (б).

оценки степени прогрессирования хронического паро-
донтита с помощью мультиплексной ПЦР по данным 
построения ROC-кривой, в отличие от P. gingivalis, мак-
симально высокое (AUC 0,9-1,0) независимо от быстро-
ты прогрессирования хронического пародонтита.

Построение ROC-кривых для определения диагно-
стической значимости обнаружения P. gingivalis в биоло-
гическом материале из зубодесневой борозды показало, 
что у больных хроническим пародонтитом степени В при 
сравнении с контролем величина AUC составляла 0,6, то 
есть не соответствовала высокой диагностической значи-
мости. При хроническом пародонтите степени С AUC в 
результате построения ROC-кривой по величине (0,873) 
соответствовала высокой диагностической значимости.

Построение ROC-кривых для ассоциации P. gingiva-
lis и F. alocis при хроническом пародонтите степени В в 
сравнении с контролем не подтвердило высокой диагно-
стической значимости (AUC=0,6), при хроническом па-
родонтите степени С AUC не только оценена как очень 

высокая (0,932), но и в условиях наших исследований 
была максимальной.

Обсуждение. В соответствии с целью исследования 
по апробации оригинального способа генодиагностики 
заболеваний пародонта методом мультиплексной ПЦР 
путём идентификации в поддесневой биоплёнке ключе-
вых пародонтопатогенов F. alocis и P. gingivalis, характе-
ризующих степень прогрессирования пародонтита, осо-
бого обсуждения заслуживает целесообразность выпол-
нения этих исследований и возможность использования 
для этого мультиплексной ПЦР тест-системы.

Этиологическая роль P. gingivalis как ключевого 
пародонтопатогена, способного модифицировать нор-
мальный состав микробиоты полости рта до более пато-
генного и участвовать в развитии системных эффектов 
заболеваний пародонта не подвергается сомнению [6, 
9–11]. Что касается этиологического значения F. alocis, 
то будучи трудно распознаваемой и трудно культиви-
руемой бактерией, которая, по всей видимости, может 
быть причислена к ключевым пародонтопатогенам, то 

до конца её значение в этом аспекте продолжает 
оставаться открытым [10, 16, 24, 25].

Известно, что F. alocis демонстрирует сильную 
корреляцию с заболеваниями пародонта и не об-
наруживается у здоровых лиц [28]. Благодаря вы-
раженной протеазной активности и способности 
к участию в метаболизме аргинина F. alocis не 
только колонизирует пародонтальные ткани, но 
и непосредственно влияет на формирование со-
общества пародонтопатогенных микроорганизмов 
[28]. Наиболее выраженный синергизм проявля-
ется при взаимодействии F. alocis с «ключевым» 
пародонтопатогеном – P. gingivalis, ассоциация 
этих возбудителей не только взаимно повышает 
инвазивные свойства, но и значительно усиливает 
процессы формирования биоплёнки в целом [28, 
29], что и побудило нас к созданию праймеров и 
зондов для мультиплексной ПЦР на основе ассо-
циации данных пародонтопатогенов.

а б
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F. alocis является новым членом микробиома паро-
донта, и в настоящее время предлагается использовать 
его в качестве диагностического индикатора заболева-
ний пародонта [30]. Из-за отсутствия генетических ин-
струментов для изучения F. alocis, мало что известно о 
его вирулентности.

Предлагаемая нами тест-система для генодиагностики 
заболеваний пародонта и подтверждение её диагностиче-
ской и прогностической значимости открывает новые пер-
спективы для исследования этой категории патологиче-
ских состояний с выраженными системными эффектами.

Заключение. Одним из актуальных направлений па-
родонтологии и связанных с ней системных заболеваний, 
является исследование этиологической роли ассоциации 
пародонтопатогенных бактерий F. alocis и P. gingivalis. 
Расшифровка молекулярно-генетических механизмов вза-
имного влияния этих бактерий, оценка патогенетического 
и диагностического значения формирования названной ас-
социации требуют специального методического обеспече-
ния. Предложена тест-система, предназначенная для иден-
тификации F. alocis и P. gingivalis методом мультиплексной 
ПЦР, показана ее диагностическая и прогностическая 
эффективность при хроническом пародонтите различной 
степени тяжести в соответствии с международной класси-
фикацией заболеваний пародонта (2018 г.).
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