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Гладкова Е.В., Ульянов В.Ю., Агафонова Н.Ю.

ОСОБЕННОСТИ МЕХАНИЗМОВ РЕПАРАТИВНОЙ РЕГЕНЕРАЦИИ КОСТНОЙ ТКАНИ  
И ИНФОРМАТИВНОСТЬ МАРКЕРОВ СУБХОНДРАЛЬНОГО РЕМОДЕЛИРОВАНИЯ  
ПРИ РАННИХ ПРОЯВЛЕНИЯХ ПЕРВИЧНОГО ГОНАРТРОЗА

ФГБОУ ВО «Саратовский государственный медицинский университет им. В.И. Разумовского» Минздрава РФ, 410012,   
г. Саратов, Россия

Одним из важных патогенетических механизмов прогрессирования первичного гонартроза является субхондральное ремо-
делирование. Роль измененного метаболизма костной ткани при ранних проявлениях суставной патологии до настоящего 
времени окончательно не выяснена, а информативность биохимических маркеров является дискутабельной. В исследо-
вании приняли участие 103 пациента (64 женщины и 39 мужчин) с 0-I рентгенологическими стадиями гонартроза и 103 
здоровых человека (72 женщины и 28 мужчин) в возрасте от 36 до 50 лет. В сыворотке крови определяли концентрации 
остеокальцина, пиридинолина, телопептидов коллагена I типа, метаболитов витамина D, олигомерного матриксного бел-
ка хряща и активность костной щелочной фосфатазы, а также оценивали диагностическую значимость маркеров по 
результатам ROC-анализа. При 0-I стадиях гонатроза выявили повышение (р<0,0001) концентраций костной щелочной 
фосфатазы, телопетидов коллагена I типа, олигомерного матриксного белка хряща и нарастание (р<0,0002) остеокальци-
на в сравнении с группой контроля. По данным ROC-анализа, чувствительность и специфичность телопептидов коллагена 
I типа составила 98,1 и 79,6 %; остеокальцина – 80,6 и 52,4 %; пиридинолина – 99,0 и 78,6 %, соответственно. Полученные 
результаты свидетельствуют о значимой роли субхондрального ремоделирования в патогенезе ранних стадий первичного 
гонартроза. Наиболее перспективными маркерами метаболизма костной ткани на начальных стадиях гонатроза являют-
ся пиридинолин и телопептиды коллагена I типа, определяемые в сыворотке крови пациентов. 
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FEATURES OF OSSEOUS REGENERATION AND INFORMATIVE VALUE OF SUBCHONDRAL REMODELING 
MARKERS IN EARLY SIGNS OF PRIMARY GONARTHROSIS
Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education V.I. Razumovsky Saratov State Medical University  
of the Ministry of Healthcare of the Russian Federation, 410012, Saratov, Russia
Subchondral remodeling is an important pathogenic mechanism in primary gonarthrosis progress. The role of altered metabolism 
of osseous tissue in early signs of articular pathology remains vague, and the informative value of biochemical markers is 
discussible. Our research involved 103 patients (64 women and 39 men) with 0-I gonarthrosis stages and 103 healthy individuals 
(72 women and 28 men) of 36 to 50 years old. We measured osteocalcin, pyridinoline, type I collagen telopeptides, vitamin 
В metabolites, cartilage oligomeric matrix protein concentrations, determined the activity of bone alkaline phosphatase, and 
diagnostic significance of the markers with the ROC curve. We found the increase (р<0.0001) in bone alkaline phosphatase, type 
I collagen telopeptides, cartilage oligomeric matrix protein concentrations as well as osteocalcin (р<0.0002) in 0-I gonarthrosis 
stages as compared to the controls. The ROC curve featured 98.1 and 79.6 percent sensitivity and specificity of type I collagen 
telopeptides; 80.6 and 52.4 percent of osteocalcin; 99.0 and 78.6 percent of pyridinoline, respectively. These findings suggest 
the significant role of subchondral remodeling in the pathogenesis of early gonarthrosis stages. Pyridinoline and type I collagen 
telopeptides are the most informative osseous markers detectable in the serum of patients with early gonarthrosis.
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Социальная значимость остеоартроза (ОА) крупных 
суставов обусловлена его широкой распространенно-
стью и экономическим ущербом, наносимым обществу 
вследствие быстрого прогрессирования и инвалидиза-
ции на фоне высокого риска развития мультиморбидных 
состояний у трудоспособных групп населения [1, 2].  
К основным факторам риска возникновения ОА относят 
женский пол, пожилой возраст, избыточные физические 
нагрузки, направленные на крупные суставы, генетиче-
ские детерминанты и др. [2, 3].

Исследователи отмечают, что в возрастной группе 
от 40 лет в настоящее время насчитывается более 645,1 
млн пациентов с симптоматическим ОА коленного су-
става – гонартрозом (ГА), а у лиц старше 20 лет только за 
2020 год диагноз был впервые  установлен 86,7 миллио-
нам пациентов с ГА. При этом пиковые значения по рас-
пространенности ОА  отмечаются  в возрасте 70-79 лет,  
а в группе пациентов моложе 65 лет более трети забо-
левших утрачивают работоспособность [1, 4]. 

Распространенность ОА среди жителей Российской 
Федерации находится в диапазоне значений от 5% до 
18% и составляет порядка четверти от всех заболеваний 
костно-мышечной системы [5, 6]. Неуклонное увеличе-
ние доли лиц с тяжелым прогрессирующим хроническим 
течением ОА крупных суставов во многом обусловлено 
поздней обращаемостью пациентов вследствие невыра-
женной клинической симптоматики начальных стадий 
заболевания, а также несовершенством диагностиче-
ских подходов, направленных на верификацию диагно-
за [7]. Следствием позднего выявления ОА становится 
необратимое тотальное поражение всех компонентов 
сустава, включая суставной хрящ (СХ), синовиальную 
оболочку, капсульно-связочный аппарат, субхондраль-
ную кость (СХК), окружающие мышцы [8].

Согласно действующим на территории России кли-
ническим протоколам в качестве «золотого стандарта» 
диагностики ОА до настоящего времени используется 
рентгенография [9]. Среди лабораторных методов ис-
пользуют общеклиническое исследование синовиальной 
жидкости и крови, а также оценивают концентрацию 
С-реактивного протеина в сыворотке крови. Данные 
диагностические критерии, по мнению многих авторов, 
являются недостаточными при выявлении ранних при-
знаков заболевания, соответствующих 0 и I рентгеноло-
гическим его стадиям [10]. 

Известно, что основными патогенетическими ме-
ханизмами прогрессирования ОА  является наличие 
клеточного стресса, прооксидантного статуса сустав-
ных структур, избыточной протеолитической актив-
ности  и тканевой гипоксии на фоне нарушений реги-

онарной микроциркуляции и периферической гемоди-
намики [11]. 

В мировой практике накоплен достаточный объем на-
блюдений, касающийся эффективности применения раз-
личных диагностических тестов при ОА, включенных в 
единую классификационную систему BIPED (Burden of 
Disease, Investigative, Prognostic, Efficacy of Intervention). 
Данный ресурс объединяет в себе показатели ремодели-
рования костной ткани, маркеры деструкции и синте-
за внеклеточного матрикса СХ, индикаторы обменных 
процессов в синовии, цитокины, хемокины, факторы 
ангиогенеза,  а диагностическая ценность ряда тестов 
подтверждена при проведении исследований различного 
уровня, в том числе многоцентровых, выполненных на 
выборках большой численности (1000 и более) [12].

На сегодняшний день не вызывает сомнений, что ос-
новными ранними структурно-метаболическими собы-
тиями при ОА являются процессы воспалительной де-
струкции СХ [13], однако в последние годы появляется 
все больше свидетельств равноценного участия СХК в 
реализации начальных стадий заболевания [14]. Резуль-
татами исследований подтверждена ведущая роль про-
цессов аномального ремоделирования костной ткани, 
прилежащей к СХ в патогенезе заболевания, что приво-
дит к  нарушениям микроархитектоники костной ткани. 
Результатом данных событий становится биомеханиче-
ское несоответствие показателей жесткости изменен-
ных в результате формирования дополнительных участ-
ков остеогенеза и усиления процессов остеосклероза 
уровням нагрузки на СХК. Для дебюта заболевания уже 
характерно истончение кортикальной пластины, оказы-
вающей косвенное ингибирующее влияние на синтез 
гликозаминогликанов в СХ. Таким образом, была сфор-
мирована концепция более раннего участия СХК, неже-
ли воспалительная деструкция СХ [15]. Известно, что 
ведущими клеточно-молекулярными факторами костной 
резорбции при измененных метаболических процессах 
в СХК при ОА является усиление синтеза остеоцита-
ми молекул RANKL (receptor activator of nuclear factor 
ligand), а также снижение выработки остеопротегерина 
(ОРG) и угнетение процессов минерализации стержне-
вых и пластинчатых структур в трабекулярной кости, 
что приводит к возникновению микропереломов [16]. 
Согласно данной концепции, нарушение структурной 
целостности и метаболических взаимодействий между 
СХК и СХ, формирующим единую остеохондральную 
единицу, является одной из основных причин утраты 
ЭЦМ СХ, а также возникновения патологической васку-
ляризации и нейрорегуляции с высвобождением факто-
ров роста и ангиогенеза [17]. 
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Несмотря на глубокое понимание места и роли суб-
хондрального ремоделирования в патогенезе начальных 
стадий ОА, отдельные аспекты структурно-метаболиче-
ской перестройки костной ткани изучены недостаточно. 

Цель – изучить особенности метаболизма костной 
ткани и информативность маркеров субхондрального 
ремоделирования в условиях ранних проявлений пер-
вичного остеоартроза крупных суставов.

Материал и методы. При планировании исследова-
ния расчет минимальных объемов выборки по всем из-
учаемым параметрам был произведен с использовани-
ем инструмента «Анализ мощности» пакета «Statistica 
StatSoft», исходя из уровня значимости alpha=0,05 для 
мощности 1-beta=0,90. Основываясь на данных, полу-
ченных из  открытых литературных источников [18], 
характеризующих изменения выбранных для изучения 
параметров лабораторных показателей при ОА, мы 
предположили, что уровень их отличий исследуемых 
маркеров в основной группе следует ожидать в диапа-
зоне значений от 5 до 25%, регистрируемых для здоро-
вых лиц.  Так, было выявлено, что с целью определения 
различий концентраций телопептидов коллагена I типа 
(Serum CrossLaps) при ОА потребуется произвести 102 
наблюдения, что позволит  установить их повышение на 
13%, и 44 наблюдения – для доказательства увеличения 
данного параметра на 20%. Дальнейшее снижение про-
цента отличия приводило к выборкам объемом меньше 
30 объектов. Для установления снижения ОК на 10% 
потребовалось бы обследование не менее 34 образцов, 
полученных от пациентов с ОАП, 91 наблюдение – что-
бы установить снижение на 6%, и 131 наблюдение для 
статистически значимого снижения на 5% от среднего 
значения в группе контроля. По концентрации пириди-
нолина (PYD) было получено, что для того, чтобы уста-
новить различие в среднем на 25%, необходимо 67 на-
блюдений, на 20% – 103 наблюдения, а повышение по-
казателя на 15% можно установить по выборке объемом 
179 пациентов. В итоге, основываясь на проведенных 
расчетах при планировании работы и учитывая факти-
ческие возможности для сбора данных, необходимый 
объем выборки в каждой из групп был определен чис-
ленностью 103 человека.

Таким образом, для участия в исследовании были 
отобраны 103 пациента основной группы (64 женщины 
и 39 мужчин) с ранними проявлениями первичного ГА 
в возрасте от 36 до 50 лет (медиана – 46 лет). В груп-
пу контроля были включены  103 здоровых человека 
того же возраста без заболеваний опорно-двигатель-
ной системы. Верификация ГА была осуществлена по 
результатам комплексного клинико-инструментально-
го обследования, выполненного на основании диагно-
стических критериев ОА, изложенных в Клинических 
рекомендациях, разработанных Ассоциациями травма-
тологов-ортопедов и ревматологов, и посвященных диа-
гностике и лечению гонартроза [9], а также принимая 
во внимание алгоритмы, предложенные Американской 
ассоциацией ревматологов [19]. Критериями исклю-
чения из исследования явилось наличие системных 
заболеваний соединительной ткани, остеопении или 
остеопороза, хирургических вмешательств в анамнезе 
за последние 6 месяцев, курсового приема НПВС или 
антирезорбтивных препаратов за последние 6 меся-
цев, наличие онкологических, сердечно-сосудистых 
заболеваний в стадии обострения, других состояний, 
которые могли бы повлиять на уровни исследуемых 

показателей, величины ИМТ, превышающей 39 кг/м2,  
у женщин – признаки дефицита эстрогенов, менопауза. 

При осмотре и опросе пациентов учитывали жало-
бы на наличие утренней скованности, крепитации при 
движении в коленных суставах. В процессе определения 
staus localis травматологом-ортопедом обращали особое 
внимание на признаки отека мягких тканей, наличие 
болевого синдрома при пальпации, а также снижение 
активной и пассивной амплитуд движения в суставах. 
При опросе применяли  русскоязычную версию анкеты 
по определению  индекса WOMAC (Western Ontario and 
McMaster University Osteoarthritis Index, разработанную 
в 1988 г. N. Bellamy [20]). Выраженность болевого син-
дрома оценивали по 100 мм аналоговой шкале ВАШ с 
градацией от 0 до 10 баллов. Кроме того, принимали во 
внимание результаты анкетирования с использованием 
опросника KOSS (Knee Injury and Osteoarthritis Outcome 
Score).

Проводили стандартную рентгенографию коленных 
суставов в двух проекциях на аппарате Opera Swing 
(GMM Group, Италия) с интерпретацией результатов  
в соответствии со шкалой J.H. Kellgren, J.S. Lawrence 
[21]. Измерение минеральной плотности костной ткани 
(МПКТ) осуществляли в стандартных зонах: пояснич-
ном отделе позвоночника (L1-L4), а также проксималь-
ных отделах бедренных костей методом двухэнергети-
ческой абсорбциометрии на денситометре Discovery 
QRD (Hologic Inc., США) в стандартных зонах. 

Мягкотканные компоненты суставов были визуали-
зированы методом УЗИ на аппарате Siemens Acusion 
S-2000 (Siemens AG, Германия) датчиком 9 МГц, учи-
тывая толщину и характер поверхности СХ, состояние 
менисков и синовиальной оболочки, наличие выпота в 
полостях сустава (синовита), особенности связочного 
аппарата. С целью оценки ЭЦМ СХ проводили МРТ-
исследование с применением дополнительного прото-
кола T2 релаксометрии и цветного картирования (Relax 
MAP) на высокопольном МРТ-аппарате Hitachi Echelon 
1.5Т (Hitachi Ltd., Япония).

В образцах сыворотки крови, полученных натощак, 
в пробирки Vacuette с разделительным гелем  и акти-
ватором образования сгустка, методом твердофазно-
го ИФА на микропланшетном фотометре Anthos 2020 
(Biochrome Ltd., Великобритания) при длинах волн 450 
и 620 нм, проводили измерения концентраций марке-
ров метаболизма СХК и СХ. Степень дезорганизации 
ЭЦМ косвенно оценивали на основании накопления 
PYD с помощью наборов Serum Pyd EIA MicroVue Bone 
(Quidel Corp., США). О деградации молекул коллагена 
I типа судили по уровням С-концевых телопептидов,  
определяемых методом Serum CrossLaps (CTX-I) Elisa 
(Immunodiagnostic systems Ltd., США). О процессах 
костеобразования делали выводы, ориентируясь на из-
менения концентраций остеокальцина (ОК) (N-MID Os-
teocalcin Elisa) (Immunodiagnostic systems Ltd., США), а 
также по активности костного изофермента щелочной 
фосфатазы – BAP (Metra BAP EIA Kit) (Quidel  Corp., 
США). Учитывая ключевую роль витамина D в регу-
ляции процессов костного метаболизма, осуществляли 
также определение концентрации в системном крово-
токе основного его метаболита – дигидроксивитамина 
25-OН-Vitamin D ELISA (DIAsource ImmunoAssays SA, 
Бельгия). Патогенетическое значение нарушений кост-
ного метаболизма при ранних проявлениях первичного 
ГА была рассмотрена в контексте воспалительной де-
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возможно, было сопряжено со структурной и про-
странственной дезорганизацией молекул коллагена II 
типа. Так, для здоровых лиц группы контроля данный 
показатель составил в среднем 621 (548-672) усл. ед., 
в то время, как у лиц основной группы он увеличивал-
ся до 708,6 (597-838) усл. ед. 

Значения Т-критерия при проведении измерений 
МПКТ методом рентгеновской абсорбциометрии в ос-
новной группе пациентов демонстрировали лишь незна-
чительные отклонения от нормальных значений, не пре-
вышающие ± 1,0 SD, что соответствовало нормальным 
значениям. Однако, в данной группе обследованных лиц 
отмечали признаки снижения уровня D-ОН 25, медиан-
ное значение которого составило 19,5 нг/мл в отличие от 
группы контроля – 52,9 нг/мл. 

При попарном сравнении полученных результатов 
с использованием непараметрического критерия Ман-
на-Уитни у пациентов основной группы отмечали су-
щественное (р<0,0002) повышение уровня основного 
неколлагенового белка ОК: 24,05 (21,64-25,22) нг/мл 
против контрольных значений: 20,73 (14,90-25,59) нг/
мл. При ранних проявлениях ГА констатировали так-
же увеличение (р<0,0001) активности BAP до 31,87 
(29,77; 35,11) ед/л в отличие от значений, имевшихся 
в группе здоровых лиц: 23,47(21,62; 25,57) ед/л. Об 
интенсификации процессов ремоделирования костной 
ткани в основной группе свидетельствовало выражен-
ное (р<0,0001) повышение концентраций телопепти-
дов Serum CrossLaps в сыворотке крови: 0,790 (0,656; 
0,873) нг/мл против 0,315 (0,251; 0,378) нг/мл в груп-
пе здоровых лиц. Начальные стадии заболевания со-
провождались нарастанием поступления в системный 
кровоток молекул Serum PYD (р<0,0001) до 6,97 (5,65; 
8,44) нг/мл по сравнению с группой здоровых лиц 
– 2,41 (1,49; 3,26) нг/мл. Об активизации процессов 
воспалительной деструкции внеклеточного матрикса 
суставного хряща в дебюте ОА свидетельствовало так-
же выраженное (р<0,0001) увеличение концентрации в 
сыворотке крови пациентов основной группы молекул 
COMP до 946 (862; 1081) нг/мл в отличие от показате-
лей, имевшихся у здоровых лиц группы контроля: 496 
(374; 597) нг/мл.

Таким образом, результаты исследований выявили 
существенное изменение концентраций маркеров суб-
хондрального ремоделирования и косвенные признаки 
интенсификации деструкции хрящевой ткани. Следую-
щим этапом исследования стало определение маркеров, 
подлежащих проведению ROC-анализа с целью выявле-
ния прогностической  ценности изученных биохимиче-
ских маркеров. При анализе медиан и межквартильного 
диапазона для показателей D-OH25 и ВАР были выявле-
ны ограничения для применения ROC-анализа, т.к. ин-
тервалы значений не имели пересечений, в связи с чем 
была оценена общая диагностическая сила остеокаль-
цина (ОК), Serum CrossLaps и Serum PYD. Для достиже-
ния данной цели воспользовались методом оценки каче-
ства моделей с помощью показателя AUC (Area Under 
Curve) для ROC-кривой (табл. 1). Согласно общеприня-
той классификации, диагностически ценными считают-
ся показатели с AUC>0,7.

С целью определения эффективности изученных 
маркеров при выявлении ранних проявлений первично-
го ГА для каждого из показателей был определен диа-
гностический порог, чувствительность и специфичность 
методов (табл. 2).

струкции СХ, основываясь на поступлении в сыворотку 
крови олигомерного матриксного белка хряща (CОМР), 
концентрация которого определялась также методом 
ИФА с применением наборов Human Сartilage Oligomer-
ic Matrix Protein Elisa (BioVendor R&D, Чехия).

Статистическая обработка полученных результатов 
была проведена с использованием пакета программ 
Statistica StatSoft 13.0. Для проверки гипотезы о нор-
мальном распределении полученных вариационных 
рядов применяли критерий Колмогорова-Смирнова. 
Результаты представляли в виде медианы (Ме) и межк-
вартильного размаха (25-75 %). Было установлено, что 
данные не удовлетворяют нормальному распределению, 
в связи с чем оценка различий в группах проводилась с 
помощью непараметрического U-критерия Манна-Уит-
ни. Учитывали различия показателей между опытной и 
контрольной группой при критическом уровне значимо-
сти р<0,05. Сила связи между изучаемыми показателя-
ми определялась по значениям коэффициента ранговой 
корреляции Спирмена при р<0,05. Диагностическая 
значимость изученных маркеров костного метаболизма 
оценивалась на основании критериев чувствительности 
и специфичности, определенных методом ROC-анализа, 
выполненного в программе SPSS 23.

Результаты. При осмотре у лиц контрольной группы 
не выявляли каких-либо признаков функциональной не-
достаточности, отечности или наличия болевых проявле-
ний в области коленных суставов при пальпации. Индекс 
Лекена в покое в группе здоровых лиц составил 0,5 (0,4; 
0,7) баллов, при движении – 2,1 (1,8; 2,4) баллов, суммар-
ное значение индекса KOSS – 99 (98; 99) баллов, значение 
ВАШ в покое не превышало 1,3 балла (1,0; 1,7), а при дви-
жении – 4,9 (3,8; 5,2) баллов. Пациенты основной группы 
жалоб не предъявляли, однако у некоторых из них при 
осмотре отмечали незначительные ограничения ампли-
туды движений, крепитация в коленных суставах. Отме-
чались отдельные признаки дискомфорта при интенсив-
ных физических упражнениях, а также при действиях, 
сопряженных с увеличением статической нагрузки на 
нижние конечности. Индекс Лекена в покое составил у 
пациентов основной группы 3,9 (3,1; 4,2) баллов, а при 
движении – 5,7 (4,3; 6,8) баллов, оценка по шкале ВАШ 
в покое – 8,4 (7,2; 8,9) баллов, при ходьбе – 11,4 (10,3; 
12,6) баллов, значения индекса KOSS – 96 (95; 97) баллов. 
По итогам тестирования по шкале WOMAC глобальному 
констатировали в контрольной группе – 413 мм, в основ-
ной группе – 524 мм. Рентгенография оказалась мало-
информативной: только у 9 пациентов основной группы 
выявляли незначительное сужение толщины суставной 
щели, соответствующее I стадии ОА. По данным УЗИ у 
большинства пациентов основной группы визуализиро-
вали ровный и четкий надколенник; СХ был ровным с 
неоднородной поверхностью, у ряда пациентов выявляли 
дегенеративно измененные медиальные мениски, иногда 
– признаки лигаментита наружных боковых связок. В 34 
случаях обнаруживали незначительное расширение верх-
него заворота сустава за счет присутствия небольшого 
количества однородной жидкости (синовита), что могло 
свидетельствовать о проявлении локальных признаков 
воспалительной активности. 

МРТ-исследование позволило выявить у пациен-
тов основной группы более или менее выраженное 
увеличение времени Т2 релаксации (Т2 Time) в наи-
более «нагружаемых» зонах СХ, что свидетельство-
вало об изменении степени гидратации его ЭЦМ, и, 
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Опираясь на данные ROC-анализа, было продемон-
стрировано, что определение концентрации ОК в сыво-
ротке крови позволяет выявлять начальные проявления 
первичного ОА у 80,6% пациентов или констатировать 
отсутствие суставной патологии в 52,4% случаев. Для 
показателей Serum CrossLaps и Serum PYD порог от-
сечения составил 0,38 и 3,52, что позволяло выявлять 
суставную патологию у 98,1 и 99% пациентов или от-
вергать ее наличие в 79,6 и 78,6% в группе здоровых лиц 
соответственно.

Наглядно диагностические характеристики изучен-
ных параметров представлены на графике (см. рисунок). 

Как следует из рисунка, ОК демонстрирует умерен-
ную прогностическую ценность при выявлении ранних 
стадий первичного ГА, исходя из особенностей распо-
ложения ROC-кривой на графике и значения AUC, рав-
ного 0,650 (см. табл. 1). Пересечение кривой диагонали 
является следствием более высокой дисперсии в основ-
ной группе, по сравнению с контролем. В то же время, 
тесты Serum CrossLaps и Serum PYD со значениями 0,98 
и 0,99, соответственно, имеют, согласно общепринятой 
оценочной шкале, отличное качество.

Обсуждение. Согласно определению, сформу-
лированному Всемирной организацией здравоох-
ранения, в качестве биомаркеров патологического 
процесса можно рассматривать любой способ объ-
ективизации реакции организма (физиологической, 
функциональной, биохимической, клеточной и мо-
лекулярной), который позволяет на основании ин-
дивидуального ответа в условиях действия повреж-
дающих факторов различного уровня получать ин-
формативный диагностический и прогностический 
ответ [22]. 

Сложность этиопатогенеза первичного ОА круп-
ных суставов предопределяет необходимость созда-
ния научно-практических обоснований к разработке 
персонифицированных диагностических подходов, 
основанных на применении биомаркеров, отражаю-
щих состояние скелетных соединительных тканей. 
Основными требованиями, предъявляемыми к соз-
данию новых диагностических стратегий, являются: 
малая инвазивность исследований, максимальная 
информативность, обеспечиваемая воспроизводи-
мостью, чувствительностью и специфичностью 

лабораторных тестов [23]. Диагностическая и прогно-
стическая ценность новых технологий должна стать 
платформой для создания терапевтических стратегий, 
основной целью которых является повышение качества 
жизни пациентов с заболеваниями крупных суставов 
[24]. Сыворотка крови является информативной и до-
ступной для проведения комплексных исследований био-
логической средой, интегрально отражающей основные 
метаболические и иммунные события, происходящие в 
организме человека в условиях как развернутых, так и 
манифестных стадий ОА. Так, определение сывороточ-
ных концентраций белковых молекул их фрагментов, 
выполняющих структурную роль или обеспечивающих 
межклеточные и клеточно-матриксные взаимодействия, 
позволяют делать выводы об уровне системного воспа-
ления, особенностях иммунного ответа и структурных 
нарушениях в заинтересованных тканевых структурах. 

Оценивая полученные в ходе проведения исследо-
вания результаты измерений концентраций биохимиче-
ских маркеров в сыворотке крови пациентов с ранними 
проявлениями первичного ГА, нами были выявлены су-

Т а б л и ц а  1    
Оценка прогностической точности ROC-кривой диагностической эффективности биохимических маркеров костного метаболизма 

при ранних проявлениях первичного гонартроза

Показатели Площадь (AUC)  р 95% доверительный интервал

Концентрация остеокальцина в сыворотке крови 0,650±0,041 <0,0001 0,570-0,730

Концентрация Serum CrossLaps в сыворотке крови 0,988±0,007 <0,0001 0,973-1,000

Концентрация пиридинолина (PYD) в сыворотке крови 0,998±0,002 <0,0001 0,950-0,990

Т а б л и ц а  2
Диагностический порог, чувствительность и специфичность маркеров субхондрального ремоделирования в диагностике ранних 

стадий первичного гонартроза

Показатели Величина cutoff  
(диагностический уровень) Чувствительность, % Специфичность, %

Концентрация остеокальцина в сыворотке крови 21,18 80,6 52,4

Концентрация Serum CrossLaps в сыворотке крови 0,38 98,1 79,6

Концентрация пиридинолина в сыворотке крови 3,52 99 78,6

ROC-кривые для маркеров ремоделирования скелетных соедини-
тельных тканей при ранних проявлениях первичного гонартроза.
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щественные изменения метаболизма костной ткани, о 
чем свидетельствовало повышение концентраций BAP, 
ОК, Serum PYD, Serum CrossLaps. Согласно данным, 
представленным в литературных источниках, итогом 
субхондрального ремоделирования при ОА является 
нарушение микроархитектоники СХК вследствие ано-
мальной минерализации внеклеточного матрикса кости 
и несостоятельности функциональной активности осте-
областов с нарушением их дифференцировки [14]. Об 
активации ранней фазы клеточного цикла остеобластов 
в группе пациентов с начальными стадиями первичного 
ГА могло косвенно свидетельствовать выявленное нами 
увеличение активности BAP по сравнению с данными, 
имевшимися в контрольной группе. Кроме того, у паци-
ентов с ранними проявлениями ОА были усилены про-
цессы дезорганизации внеклеточного костного матрик-
са, что сопровождалось существенным увеличением по-
ступления в системный кровоток телопетидов коллагена 
I типа Serum CrossLaps. Диагностическая ценность дан-
ного маркера (98 %) подтверждена результатами прове-
денного ROC- анализа [25]. 

Существенное повышение сывороточных концентра-
ций межмолекулярных «сшивок» Serum PYD у лиц ос-
новной группы может указывать на пространственную и 
структурную дезорганизацию всей коллагеновой сети, яв-
ляющейся не только основным стабилизирующим струк-
турным элементом суставных компонентов, но и ключе-
вым регуляторным звеном при осуществлении морфогене-
за хрящевой и костной тканей [26]. Согласно определению 
диагностической значимости, чувствительность маркера 
Serum PYD достигает 99%, что позволяет рассматривать 
его использование при раннем ГА в качестве перспектив-
ного способа объективизации воспалительной деструкции 
соединительнотканных компонентов пораженных суста-
вов. Интенсификация необратимых потерь внеклеточного 
матрикса СХ также была косвенно подтверждена на ос-
новании выявления повышенных концентраций молекул 
COMP в сыворотке крови пациентов основной группы.

Выводы. 
На основании полученных данных можно сделать 

следующие выводы: 
1. Ранние бессимптомные проявления первичного 

остеоартроза коленных суставов сопровождаются суще-
ственными изменениями метаболизма костной ткани и 
характеризуются как усилением костной резорбции, так 
и интенсификацией процессов костеобразования.

2. Начальные стадии первичного ГА сопровождают-
ся существенным увеличением концентрации в сыво-
ротке крови пациентов костного изофермента щелочной 
фосфатазы (BAP), остеокальцина (ОК), пиридиноли-
на (Serum PYD) и фрагментов коллагена I типа Serum 
CrossLaps на фоне повышения уровня олигомерного ма-
триксного белка хряща (COMP).

3. Наибольшая диагностическая значимость при ран-
них проявлениях первичного гонартроза принадлежит 
Serum CrossLaps и Serum PYD, как высокочувствитель-
ным маркерам по данным ROC-анализа.
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Аверьянова  И.В.

РАСПРОСТРАНЕННОСТЬ И ЧАСТОТА ВСТРЕЧАЕМОСТИ КОМПОНЕНТОВ 
МЕТАБОЛИЧЕСКОГО СИНДРОМА У ЖИТЕЛЕЙ-СЕВЕРЯН

ФГБУН Научно-исследовательский центр «Арктика» Дальневосточного отделения РАН,  685000, г. Магадан, Россия

Глобальная распространенность метаболического синдрома растет ежедневно, так в настоящее время в различных 
регионах мира выявлена значимая тенденция к росту распространённости метаболического синдрома, что в совре-
менных условиях приобретает характер эпидемии. До настоящего времени на территории Магаданской области не 
проводились работы по изучению распространенности и частоты встречаемости компонентов метаболического 
синдрома у жителей-северян. Исходя из чего, данное исследование направлено на определение распространенности 
основных и дополнительных компонентов метаболического синдрома среди жителей Северного региона (в возрасте 
от 17 до 74 лет). В исследованиях приняли участие 240 уроженцев из числа европеоидов: юноши, мужчины трудоспо-
собного и пенсионного возраста, проживающие на территории Магаданской области. В работе использовали фото-
метрические, иммунохемилюминесцентные методы исследования, а также стандартные методы оценки индекса 
массы тела и сердечно-сосудистой системы. Факторы метаболического синдрома были определены в соответствии 
с критериями Национальной образовательной программой по холестерину (NCEP), группы по лечению взрослых III 
(ATP III), Международной федерации диабета (IDF) и Консенсуса международных экспертов в областях кардиологии 
и эндокринологии.
Проведен анализ частоты встречаемости пяти основных (избыточной массы тела, нарушения углеводного обмена, 
артериальной гипертензии, гипертриглицеридемии, гипоальфахолестеринемии) и трех дополнительных (наличие инсу-
линорезистентности, нарушение пуринового обмена и дефицитная и недостаточная концентрация витамина D) компо-
нентов метаболического синдрома, а также их сочетаний в различных возрастных группах уроженцев Севера. Согласно 
критериям ATP III, NCEP и IDF, распространенность встречаемости метаболического синдрома была выше среди лиц 
пожилого возраста и составила 47% по сравнению с лицами трудоспособного возраста (21%) и относительно группы 
юношей (3%). Выявлена более высокая частота распространения как основных, так и дополнительных факторов мета-
болического синдрома в группах лиц пожилого возраста. Суммарный индекс встречаемости факторов метаболического 
синдрома в группе юношей составил 101%; в группе мужчин трудоспособного возраста – 180%, а у мужчин пенсионного 
возраста – 274%. Полученные данные о распространенности и частоте встречаемости компонентов метаболического 
синдрома в различных возрастных группах уроженцев Севера могут быть использованы в качестве информационной 
базы, что позволит на научной основе планировать и, в дальнейшем проводить целенаправленные профилактические 
мероприятия, что, в конечном счете, позволить улучшить качество и продолжительность жизни жителей-северян.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  уроженцы Севера; основные компоненты метаболического синдрома; дополнительные компо-
ненты метаболического синдрома. 
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Averyanova I. V.
OCCURRENCE OF METABOLIC SYNDROME COMPONENTS IN NORTHERNERS
Scientific Research Center «Arktika», Fareastern Branch of the Russian Academy of Sciences, 685000, Magadan, Russia
The metabolic syndrome is currently becoming more common. It is a significant public health concern as it is epidemic 
affecting populations in many regions of the world. In Magadan region no research has been carried out to study the 
frequency of components of the metabolic syndrome among northerners. This survey was performed to assess the occurrence 
of the main and additional components of the metabolic syndrome among 17 to 74 year old residents of the Northern 
region. Two hundred and forty north born Caucasians participated in the study: male subjects at their young age, working 
age, and retirement age, all belonging to the territory of Magadan region. We used photometric, immunochemiluminescent 
research methods, as well as standard methods for assessing body mass index and cardiovascular system. The metabolic 
syndrome factors were determined in accordance with the criteria of the National Cholesterol Education Program (NCEP), 
the Adult Treatment Program III (ATP III), the International Diabetes Federation (IDF), and the Consensus of International 
Experts in Cardiology and Endocrinology. We analyzed five main components of the metabolic syndrome (overweight, 
carbohydrate metabolic impairments hypertension, hypertriglyceridemia, hypoalphacholesterolemia) and three additional 
components (presence of insulin resistance, purine metabolism disorder, deficient and insufficient concentrations of vitamin 
D). Combinations of the components were also studied through the examined age groups. According to the ATP III, NCEP 
and IDF criteria, the metabolic syndrome was more common in elderly subjects (47%) than in working age (21%) or young 
examinees (3%). Older males tended to exhibit higher frequency of both the main and additional factors of metabolic 
syndrome. The total index of the occurrence of metabolic syndrome factors in the group of young men was 101%; in the 
group of men of working age – 180%, and in men of retirement age – 274%.
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The results on occurrence of the metabolic syndrome components observed in the surveyed groups of northerners can make 
an information data base, which we assume can be applied when planning and carrying out scientifically grounded preventive 
measures, which will improve subjective quality of life and its expectancy under the North conditions.

K e y  w o r d s :  north born population; main components of the metabolic syndrome; additional components of the metabolic 
syndrome.
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Введение. Метаболический синдром – это совокуп-
ность множества кардиометаболических факторов ри-
ска, включающая в себя центральное ожирение, повы-
шенное артериальное давление, повышенный уровень 
глюкозы натощак и дислипидемию, при этом возник-
новение метаболического синдрома является условием 
высокого риска развития сердечно-сосудистых заболе-
ваний (ССЗ) [1]. Также указывается на то, что тяжесть 
коронавирусной инфекции (COVID-19) усиливается 
при наличии метаболического синдрома [2]. Глобальная 
распространенность метаболического синдрома растет 
почти ежедневно, так в настоящее время в различных 
регионах мира выявлена значимая тенденция к росту 
распространённости метаболического синдрома, что в 
современных условиях приобретает характер эпидемии 
[3], что связывают с быстрой урбанизацией, чрезмерным 
потреблением энергии, развитием ожирения и малопод-
вижным образом жизни [4]. Прогнозы неутешительно 
показывают, что к 2025 г. число лиц с метаболическим 
синдромом может достигнуть 500 млн. человек [5]. Ме-
таболический синдром увеличивает риск сахарного диа-
бета 2 типа (СД2), сердечно-сосудистых заболеваний, 
инфаркта миокарда, инсульта и удваивает риск смертно-
сти от такого события [6].

Необходимо отметить, что на территории Магадан-
ской области до настоящего времени не проводились 
работы по изучению распространенности и частоты 
встречаемости компонентов метаболического синдрома 
у жителей-северян. 

Исходя из вышесказанного, целью данной работы 
явилось выявление факторов риска развития метаболи-
ческого синдрома и его вариантов в популяции жителей 
Севера в ряду от лиц юношеского возраста к группе лиц 
пожилого возраста. 

Материал и методы. Для поставленной цели в рам-
ках реализации программы научного мониторинга жите-
лей-северян  «Арктика. Человек. Адаптация», проводи-
мой на базе НИЦ «Арктика» ДВО РАН (г. Магадан) было 
проведено комплексное обследование 240 представите-
лей мужского пола – уроженцев Северных территорий. 
В исследованиях приняли участие 147 юношей из числа 
европеоидов (средний возраст которых составил 18,8±0,7 
лет), характеризующихся следующими антропометри-
ческими показателями: длина тела – 178,9±0,5 см, мас-
са тела 70,5±0,6 кг, индекс массы тела – 21,9±0,2 кг/м2.  
Также были обследованы 55 мужчин трудоспособного 

возраста (36,8±0,8 лет) из числа европеоидов, прожива-
ющих на территории Магаданской области, средние со-
матометрические показатели которых имели следующие 
числовые величины: длина тела составила 180,5±0,9 см, 
масса тела была равна 84,1±1,1 кг и индекс массы те-
ла (ИМТ) был равен 25,8±0,5 кг/м2. Помимо вышеопи-
санных групп, в исследованиях участвовали 38 мужчин 
пожилого возраста (66,6 ±1,1 лет) у которых масса тела 
составила 83,9±1,4 кг, длина тела – 173,3±0,9 см, а ИМТ 
равнялся 27,9±0,4 кг/м2.

У обследуемых определяли основные показатели фи-
зического развития: длину тела с точностью до 0,5 см с 
помощью настенного ростомера, массу тела измеряли с 
точностью до 0,1 кг с использованием медицинских ве-
сов. Из полученных антропометрических характеристик 
рассчитывали индекс массы тела (ИМТ, кг/м2). Артери-
альное давление – систолическое (САД, мм рт.ст.) и диа-
столическое (ДАД, мм рт.ст.) регистрировали на плече-
вой артерии в состоянии покоя (сидя) с использованием 
автоматического тонометра Nessei DS-1862 (Япония).

Содержание триглицеридов (ТГ, ммоль/л), холе-
стерина липопротеинов высокой плотности (ЛПВП, 
ммоль/л) определяли колориметрическим фотометри-
ческим методом с использованием AU 680 (Beckman 
Coulter, США). Анализ глюкозы натощак определяли 
гексокиназным методом на биохимическом анализаторе 
AU 680 (Beckman Coulter, США). Исследование 25(ОН) 
витамина D в сыворотке крови выполняли на автомати-
ческом иммунохимическом анализаторе Unicel DxI 800 
(Beckman Coulter, США) с использованием технологии 
ACCESS-ИФА. Инсулин определяли с использованием 
иммунохимического анализатора «IMMULITE 2000XPi» 
(Siemens, США) с использованием метода ферментатив-
но-усиленной хемилюминесценции. Оценка инсулино-
резистентности производилась на основе предложенной 
D.R. Matthews и соавт. [7] формуле для расчета:

Индекс НОМА-IR: [Инсулин (мкМе/мл) × Глюкоза 
(ммоль/л)]/22,5. 

Определение мочевой кислоты проводилось коло-
риметрическим ферментативным уриказным методом с 
использованием AU 680 (Beckman Coulter, США).

Критерии включения в группу с метаболическим син-
дромом были определены исходя из положений Нацио-
нальной образовательной программой по холестерину 
(NCEP) [8], Группы по лечению взрослых III (ATP III) [9] и 
критериев Международной федерации диабета (IDF) [10], 
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а также критериев Консенсуса международных экспертов 
в областях кардиологии и эндокринологии [6].

Так, при выявлении у обследуемых концентрации 
глюкозы натощак более 5,5 ммоль/л определяли наруше-
ние углеводного обмена. При концентрации триглице-
ридов (ТГ), превышающей значения 1,7 ммоль/л, уста-
навливали гипертриглицеридемию. При уровне холесте-
рина липопротеинов высокой плотности (ЛПВП) менее 
1,03 ммоль/л фиксировали наличие гипоальфахолесте-
ринемии. При величинах систолического артериального 
давления (САД) ≥ 130 мм рт.ст. и/или диастолического 
артериального давления (ДАД) ≥ 85 мм рт.ст. опреде-
ляли артериальную гипертензию. Для определения из-
быточной массы тела руководствовались критериями 
Экспертов американской ассоциации клинических эндо-
кринологов [11] при индексе массы тела ИМТ более 25 
кг/м2, а также заключением Международной федерации 
диабета (IDF) о соответствии пограничной величины 
окружности талии к значению индекса ИМТ, равному 
25 кг/м2 [10]. В качестве дополнительных факторов ме-
таболического синдрома анализировали концентрацию 
мочевой кислоты, где при значениях более 400 мкмоль/л 
регистрировали нарушение пуринового обмена [12]. Для 
определения недостаточного и дефицитного уровней 
концентрации 25(ОН) витамина D использовали порого-
вые значения в соответствии с критериями Клинических 
рекомендаций Российской ассоциации эндокринологов 
(2016), где оптимальным уровнем считалась концен-
трация 30-100 нг/мл (75-250 нмоль/л), недостаточность 
определялась при уровне, варьирующем от 20 до 30 нг/
мл (от 50 до 75 нмоль/л) и дефицит определялся при 
концентрации менее 20 нг/мл (менее 50 нмоль/л) [13]. 
Выявление инсулинорезистентности проводили с помо-
щью метода оценки гомеостатической модели (HOMA-
IR) с точкой отсечения > 2,50 усл. ед. [14].

Исследование было выполнено в соответствии с 
принципами Хельсинской Декларации (2013) [15]. Про-
токол исследования был одобрен комиссией по биоэтике 
ФГБУН ИБПС ДВО РАН (№001/019 от 29.03.2019 г.). У 
всех обследуемых было получено письменное информи-
рованное согласие для включения в исследование.

Полученные результаты подвергнуты статистической 
обработке с применением пакета прикладных программ 
«Statistica 7.0» Проверка на нормальность распределения 
измеренных переменных осуществлялась на осно-
ве теста Шапиро–Уилка. Все показатели отклонений 
измерялись в процентах от физиологической нормы 
или общепринятых референсных значений с расчетом 
ошибки средней для доли. Статистическая значимость 
различий определялась с помощью t-критерия Стью-
дента. Критический уровень значимости (p) в работе 
принимался равным 0.05; 0.01; 0.001 [16].

Результаты. В таблице представлены результаты 
частоты встречаемости основных и дополнительных 
компонентов метаболического синдрома у юношей, 
мужчин трудоспособного и пожилого возраста. Для 
определения доли лиц с избыточной массой тела была 
проведена дифференциация обследованных лиц по ве-
личинам индекса массы тела, которая показала, что в 
группе юношей дефицит массы тела был зафиксирован 
в 11 % случаев, а доля лиц с ожирением I степени соста-
вила лишь 1%, нормальная масса тела в группе юношей 
была у 79% обследуемых, а избыточная масса тела была 
у 9% обследуемых. 

Частота встречаемости ожирения I степени в группе 
мужчин трудоспособного возраста возрастала до 17%, 
нормальная масса тела в группе мужчин была выявле-
на лишь у 36% обследуемых, при этом в исследуемой 
выборке мужчин трудоспособного возраста отсутству-
ют лица, характеризующиеся дефицитом массы тела на 
фоне увеличения доли лиц с избыточной массой тела до 
47%. В группе мужчин пожилого возраста на фоне более 
высоких величин ИМТ (27,9±0,4 кг/м2) избыточная мас-
са тела была характерна 58%, ожирение I степени было 
выявлено у 25% обследуемых, а нормальная масса тела 
была отмечена у 17% мужчин пожилого возраста. Ис-
ходя их чего избыточная масса тела (ИМТ > 25 кг/м2)  
была характерна 10±2% юношеской группы, 64±6% 
мужчин среднего возраста с увеличением к группе лиц 
пожилого возраста до 83±6%. Гипертриглицеридемия в 
группе юношей была выявлена у 5±2%, у мужчин сред-
него возраста у 24±5% и у 35±7% обследуемых мужчин 

Частота встречаемости основных и дополнительных компонентов метаболического синдрома  
у юношей, мужчин трудоспособного и пожилого возраста 

Компоненты метаболического  
синдрома

Юноши,
n=147

Мужчины  
трудоспособного  

возраста, n=55

Мужчины  
пожилого возраста,

n=38

Уровень значимости различий между  
юношами и представителями  

пожилого возраста

Основные компоненты метаболического синдрома

Избыточная масса тела 10±2 % 64±6 % 83±6 % p<0,001

Артериальная гипертензияпо САД 32±3 % 14±4 % 61±7 % p<0,001

Артериальная гипертензияпо ДАД 17±3 % 44±6 % 47±7 % p<0,001

Нарушения углеводного обмена 29±4 % 30±6 % 43±7 % p<0,05

Гипертриглицеридемия 5±2 % 24±5 % 35±7 % p<0,001

Гипоальфахолестеринемия 8±2 % 4±3 % 5±3 % p=0,41

Дополнительные компоненты метаболического синдрома

Нарушения пуринового обмена Нет данных 15±4 % 16±5 %

Инсулинорезистентность 13±3 % 49±6 % 50±7 % p<0,001

Дефицит витамина D Нет данных 76±5 % 76±6 %
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пожилого возраста. Гипоальфахолестеринемия была ха-
рактерна 8±2% юношей, 4±3% мужчин среднего возрас-
та и 5±3% мужчин пенсионного возраста с отсутствием 
значимых различий в исследуемых группах. Анализ до-
полнительных компонентов метаболического синдро-
ма показал, что нарушение пуринового обмена было 
выявлено у 15±4% мужчин трудоспособного возраста 
и у 16±5% мужчин пожилого возраста. Инсулинорези-
стентность была характерна 13±3% обследуемых их 
числа представителей юношеского периода онтогенеза 
и 49±6% и 50±7% мужчин трудоспособного и пенсион-
ного возраста ответственно. Недостаточная и дефицит-
ная концентрация витамина D была выявлена у 76% как 
представителей мужчин среднего возраста, так и груп-
пы мужчин пенсионного возраста. Распространенность 
метаболического синдрома в группе юношей составила 
3%. Среди мужчин трудоспособного возраста метабо-
лический синдром выявлялся чаще, чем среди юношей 
(21%) с увеличением частоты встречаемости в группе 
представителей пожилого возраста (47%). 

Обсуждение. Полученные данные указывают на то, 
что в возрастном аспекте наблюдается увеличение доли 
лиц, для которых характерно наличие как основных, так 
и дополнительных факторов метаболического синдро-
ма. Так, показано, что 64±6% обследуемых мужчин тру-
доспособного возраста имеют избыточную массы тела, 
что на значимую величину выше, относительно группы 
юношей (p<0,001), и, соответственно значимо ниже, чем 
в группе мужчин пожилого возраста (p<0,05), в кото-
рой уже 83% характеризовались ИМТ, превышающим 
нормативный диапазон. Полученные нами результаты 
в полной мере согласуются с исследованиями других 
авторов, где указывается на то, что в онтогенезе проис-
ходит закономерное увеличение частоты встречаемости 
общего и висцерального ожирения, при этом данные из-
менения имеют прямую зависимость от возраста [17]. 

Уровень артериального давления относится к ос-
новным индикаторам функционального состояния сер-
дечно-сосудистой системы, при этом поддержание оп-
тимальной величины артериального давления обеспе-
чивается достаточно сложной морфофизиологической 
системой, включающей совокупность нейрогумораль-
ных процессов и соматометрических структур, объеди-
ненных сетью взаимосвязей [18]. В нашем исследовании 
показано, что, уже начиная с юношеского периода онто-
генеза, отмечается достаточная степень напряжения в 
работе сердечно-сосудистой системы, что проявляется 
значительным процентом доли лиц с ВНАД и артери-
альной гипертензий по систолическому артериальному 
давлению равная 32±3%, со значимым снижением про-
цента встречаемости у группы мужчин трудоспособно-
го возраста (14±4%,  p<0,001) и с выраженным увели-
чением в выборке представителей пожилого возраста, 
до 61,7±3% (p<0.001). Такие особенности наблюдалось 
на фоне значимо более низкого процента встречаемости 
ВНАД и артериальной гипертензии по диастолическо-
му артериальному давлению у юношей нашего региона 
с величиной равной 17±3%, с возрастанием у мужчин 
трудоспособного возраста до 44±6% (p<0,001) и у муж-
чин пожилого возраста до 47±7% (p<0,001).

Исходя из полученных данных, сумма частот встре-
чаемости лиц с высоким нормальным артериальным 
давлением и артериальной гипертензией I степени, как 
по САД, так и по ДАД, была нами расценена как сте-
пень напряжения в деятельности сердечно-сосудистой 

системы и составила в группе юношей – 49%, у мужчин 
трудоспособного возраста – 58% и у обследованной вы-
борке мужчин пенсионного возраста – 108%,

Известно, что основным показателем углеводного 
обмена является уровень глюкозы в крови натощак, при 
этом превышение нормогликемического порога являет-
ся причиной развития сахарного диабета 2-го типа, яв-
ляется основным фактором риска ишемической болезни 
сердца (ИБС), слепоты, почечной недостаточности и 
всех видов рака [19]. Как показывают результаты наше-
го исследования, частота встречаемости повышенного 
уровня глюкозы в группе юношей составила 29±2%, с 
отсутствием значимых отличий относительно группы 
представителей трудоспособного возраста, у которых 
доля лиц с гипергликемией равнялась 30±6% (p=0,88) с 
возрастающей долей лиц до 43±7% (p<0.05) в выборке 
мужчин пожилого возраста.

Известно, что холестерин липопротеинов высокой 
плотности (ЛПВП) обычно используются в качестве до-
статочно информативного биомаркера риска развития 
сердечно-сосудистых заболеваний [20]. Показано, что 
снижение концентрации ЛПВП ниже нормативного диа-
пазона связано с инсулинорезистентностью и сахарным 
диабетом 2-го типа [21]. Помимо этого оптимальный 
уровень ЛПВП также имеет различные положительные 
эффекты, такие как антиоксидантная, антиагрегантная 
и антикоагулянтная функция [22], все это способству-
ет профилактическому эффекту в отношении сердеч-
но-сосудистых заболеваний. В группе юношей распро-
страненность пониженного холестерина ЛПВП в плаз-
ме натощак составила 8±2%, с отсутствием значимых 
различий относительно группы мужчин трудоспособ-
ного и пенсионного возраста, у которых гипоальфахо-
лестеринемия была выявлена в 4±3% (p=0,27) и 5±3% 
случаев(p=0,40), соответственно. 

Показано, что уровень триглицеридов, превышаю-
щий нормативный диапазон, является маркером риска 
развития диабета у здоровых мужчин и является ком-
понентом «порочного метаболического круга» [23], так 
как связан с повышением уровня свободных жирных 
кислот, обусловливающих снижение чувствительности 
к инсулину [24], в то время как низкие величины три-
глицеридов, напротив, снижают риск развития данных 
проявлений [23]. Степень возрастания гипертригли-
церидемии имела возрастзависимую ассоциацию, так 
в группе юношей доля лиц с превышением уровня ТГ 
относительно нормативного диапазона составила 5±2% 
со значимым увеличением к группам представителей 
мужчин трудоспособного возраста (24±5%, p<0,001) и 
пенсионного возраста (35±7%, p<0,001).

HOMA-IR представляет собой индекс, отражающий 
взаимосвязь между секрецией инсулина поджелудочной 
железой и способностью поддерживать оптимальный 
уровень гликемии [25] и в настоящее время рассматрива-
ется как один из действенных маркеров, используемых 
для оценки инсулинорезистентности [26]. Известно, что 
состояние инсулинорезистентности, помимо возникно-
вения сахарного диабета 2-го типа также обусловли-
вает ожирение, артериальную гипертензию, дислипи-
демию и атеросклероз [27]. Необходимо подчеркнуть, 
что в настоящее время доминирующей является точка 
зрения, согласно которой в основе развития метаболи-
ческого синдрома лежит феномен инсулинорезистент-
ности  периферических тканей, тесно ассоциированной 
с избыточной массой тела [28]. Результаты нашего ис-
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следования показали, что индекс НОМА превышал зна-
чения нормы у 13±3% обследуемых из числа юношей, у 
49±6% у мужчин трудоспособного возраста и у 50±7% 
мужчин пожилого возраста. Необходимо отметить, что, 
несмотря на отсутствие значимых различий между 
представителями трудоспособного и пожилого возрас-
та по количеству лиц, которым свойственно нарушение 
углеводного обмена (гипергликемия), в группе трудо-
способного возраста отмечается увеличение доли лиц с 
признаками инсулинорезистентности. Полученные в на-
шем исследовании результаты в полной мере согласуют-
ся с данными других исследователей, которые феномен 
инсулинорезистентности описывают как пониженную 
чувствительность и реактивность клеток-мишеней к 
действию инсулина при его достаточной концентрации, 
приводящую к снижению одного или нескольких био-
логических эффектов этого гормона, при этом наличие 
нарушения углеводного обмена является не обязатель-
ным [29]. В данном случае идет речь о так называемой 
латентной инсулинорезистентности, при которой на фо-
не отсутствия гипергликемии наблюдаются дислипиде-
мические сдвиги и избыточная (или даже нормальная) 
масса тела [30]. 

Сывороточная мочевая кислота является конечным 
продуктом метаболизма пуринов у людей [31]. Высо-
кая сывороточная мочевая кислота или гиперурикемия 
считаются маркером воспаления и связана с неблаго-
получными исходами при сердечной недостаточности 
[32]. Хотя мочевая кислота и не входит в определение 
метаболического синдрома, но несколько исследований 
показали положительную корреляцию между ними [33]. 
Необходимо отметить, что бессимптомная гиперурике-
мия широко распространена в популяции, в том числе 
среди жителей нашей страны и вносит существенный 
вклад в общий сердечно-сосудистый риск [34]. Резуль-
тат исследования показали, что нарушение пуринового 
обмена было выявлено у 15±4% мужчин трудоспособно-
го возраста и у 16±5% мужчин пожилого возраста. При 
этом необходимо указать на то, что выявленная в нашем 
исследовании доля лиц с гиперурикемией значительно 
ниже, чем указывается в исследованиях групп лиц по-
жилого возраста, где она составила 27,6% [35].

Дефицит витамина D является проблемой обще-
ственного здравоохранения, поскольку он носит панде-
мический характер [36]. Согласно результатам исследо-
вания, недостаточный и дефицитный уровни витамина 
D, также могут увеличивать риск возникновения мета-
болического синдрома [37,38]. Показано, что уровень 
25(OH)D в сыворотке крови был обратно связан с ри-
ском абдоминального ожирения, артериальной гипер-
тензией и аномальным гомеостазом глюкозы [39], а 
также риском развития резистентности к инсулину [40]. 
Учитывая плейотропное действие витамина D, было вы-
сказано предположение, что он может способствовать 
развитию благоприятного метаболического профиля, 
именно с этой позиции, сывороточную концентрацию 
25-гидроксихолекальциферола [25(OH)D] – основного 
маркера статуса витамина D – в настоящее время рас-
сматривают как альтернативный биомаркер метаболи-
ческого здоровья [41]. Результаты нашего исследования 
демонстрируют достаточно высокий процент недоста-
точной и дефицитной концентрации витамина D, кото-
рая была зафиксирована у 76% как представителей муж-
чин трудоспособного возраста, так и группы мужчин 
пенсионного возраста.

Исходя из критериев Национальной образователь-
ной программой по холестерину (NCEP), группы по 
лечению взрослых III (ATP III), Международной фе-
дерации диабета (IDF) и Консенсуса международных 
экспертов в областях кардиологии и эндокринологии 
предварительное определение метаболического син-
дрома основано на присутствии 3 и более факторов. 
Сравнивая распространенность метаболического син-
дрома среди группы юношей, мужчин среднего возрас-
та и мужчин пожилого возраста следует указать на то, 
что распространенность метаболического синдрома в 
выборке лиц пожилого возраста почти в 15,5 раза вы-
ше, чем в группе юношей, которая составила 47% про-
тив 3% (р<0,001) соответственно. 

Ранжирование степеней отклонение анализируемых 
показателей от нормативных диапазонов позволило 
сформировать формулы для 3-х групп, начиная с наи-
большего процента встречаемости в выборке с одно-
временным расчетом специального индекса –суммар-
ного индекса встречаемости факторов метаболическо-
го синдрома (по сумме отклонения в процентах пяти 
показателей от референса). В целом, встречаемость 
«фенотипических» вариантов основных компонентов 
метаболического синдрома представлена следующими 
формулами: 

Для юношей: ↑САД >↑ГЛЮ > ↑ ДАД > ↑ МТ > 
↓ЛПВП > ↑ТГ, где суммарный индекс встречаемости 
факторов метаболического синдрома составила 101%;

Для мужчин среднего возраста: ↑ МТ > ↑ ДАД > 
↑ГЛЮ > ↑ТГ > ↑САД > ↓ЛПВП с суммарным индексом 
встречаемости факторов метаболического синдрома 
равным 180%;

Для мужчин пожилого возраста: ↑ МТ > ↑САД > ↑ 
ДАД > ↑ГЛЮ > ↑ТГ > ↓ЛПВП, где суммарный индекс 
встречаемости факторов метаболического синдрома со-
ставил 274%.

Из представленных формул видно, что в группе юно-
шей, с большой частотой встречается фактор ВНАД и 
артериальной гипертензии по САД, что свидетельствует 
о раннем дебюте напряжения в работе сердечно-сосуди-
стой системы уже в молодом возрасте. На втором месте 
в структуре формулы для юношей с достаточным удель-
ным весом (29%) оказался фактор нарушения углевод-
ного обмена. Фактор ВНАД и артериальной гипертен-
зии по диастолическому артериальному давлению рас-
положился на третьем месте в структуре формулы. На 
4-м месте оказался компонент избыточной массы тела, а 
на 5-м и 6-м месте – факторы гипоальфахолестеринемии 
и гипертриглицеридемии, соответственно. 

При анализе абсолютного вклада основных ком-
понентов метаболического синдрома было показано, 
что у исследуемых мужчин-северян трудоспособно-
го и пожилого возраста доминирующим компонентом 
структуры оказалась избыточная масса тела, которая 
встречалась в подавляющем числе случаев. В группе 
мужчин трудоспособного возраста в структуре  рас-
пределения  факторов на втором месте оказался компо-
нент ВНАД и артериальной гипертензии по диастоли-
ческому артериальному давлению, на 3-м месте – на-
рушение углеводного обмена. На 4-м месте находился 
фактор выявленной гипертриглицеридемии, тогда как 
в группе юношей данный фактор находился на послед-
нем месте в структуре. С последующим включением в 
структуру фактора ВНАД и артериальной гипертензии 
по систолическому артериальному давлению, который, 
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сместился из превалирующего компонента в структуре 
формулы юношей, на 5-е место в группе мужчин тру-
доспособного возраста. Наименьший вклад в структу-
ру распределения основных факторов метаболического 
синдрома у мужчин трудоспособного возраста был ха-
рактерен для гипоальфахолестеринемии.

В группе мужчин пожилого возраста после прева-
лирующего вклада избыточной массы тела в структуру 
формулы на 2-м и 3-м месте находились компоненты на-
пряжения сердечно-сосудистой системы: ВНАД и арте-
риальная гипертензия по систолическому и диастоличе-
скому артериальному давлению соответственно. На 4-м 
месте находился фактор нарушения углеводного обме-
на, а на 5-м и 6-м месте факторы гипертриглицеридемии 
и гипоальфахолестеринемии.

Расчет суммарного индекса встречаемости факторов 
метаболического синдрома показал значительное его 
возрастание в ряду от группы юношей к лицам пожило-
го возраста, где у юношей он составил 101%; в группе 
мужчин трудоспособного возраста – 180%, а у мужчин 
пожилого возраста – 274%.

Заключение. Таким образом, проведенный анализ 
частоты встречаемости пяти основных (избыточной 
массы тела, нарушения углеводного обмена, артериаль-
ной гипертензии, гипертриглицеридемии, гипоальфахо-
лестеринемии) и трех дополнительных (наличие инсу-
линорезизстеностности, нарушение пуринового обмена 
и дефицитная и недостаточная концентрация витамина 
D) компонентов метаболического синдрома, а также их 
сочетаний в различных возрастных группах уроженцев 
Севера выявил более высокую частоту в группах лиц по-
жилого возраста, за исключением гипоальфахолестери-
немии. При этом распространенность метаболического 
синдрома в выборке лиц пожилого возраста почти в 15,5 
раза была выше, чем в группе юношей, которая соста-
вила 47% против 3% (р<0,001) соответственно. Среди 
мужчин среднего возраста метаболический синдром 
был отмечен у 21% обследуемых. 

Распределение встречаемости основных компонен-
тов метаболического синдрома в структуре формул раз-
личалось в зависимости от возрастной группы и имело 
следующий вид: для юношей – ↑САД >↑ГЛЮ > ↑ ДАД 
> ↑ МТ > ↓ЛПВП > ↑ТГ; для мужчин трудоспособно-
го возраста – ↑ МТ > ↑ ДАД > ↑ГЛЮ > ↑ТГ > ↑САД 
> ↓ЛПВП и для мужчин пенсионного возраста – ↑ МТ 
> ↑САД > ↑ ДАД > ↑ГЛЮ > ↑ТГ > ↓ЛПВП. Проведен-
ный анализ основных и дополнительных компонентов 
метаболического синдрома в группе юношей позволил 
выявить преобладание ВНАД и артериальной гипертен-
зии по САД, а у мужчин трудоспособного и пенсионного 
возраста максимальную частоту избыточной массы тела 
в анализируемых выборках. При этом в ряду от группы 
юношей к лицам пожилого возраста выявлено значи-
тельное возрастание индекса встречаемости факторов 
метаболического синдрома, величина которого в группе 
представителей юношеского периода онтогенеза соста-
вила 101%; в группе мужчин трудоспособного возраста –  
180%, а у мужчин пожилого возраста – 274%.

Впервые полученные данные о распространенности 
и частоте встречаемости компонентов метаболического 
синдрома в различных возрастных группах уроженцев 
Севера могут быть использованы в качестве информа-
ционной базы, что позволит на научной основе плани-
ровать и, в дальнейшем, проводить целенаправленные 
профилактические мероприятия. 
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Ожоги являются одними из самых распространенных травматических повреждений в мире, представляя собой глобаль-
ную проблему общественного здравоохранения. Обширные ожоги (тяжелая ожоговая травма или ожоговая болезнь) яв-
ляются одной из самых опасных для жизни травм. Существует большая потребность в выявлении и мониторировании 
развития осложнений (сепсиса и септического шока, коагулопатии и ДВС-синдрома) у пациентов с ожогами. В основе 
патогенеза ожоговой травмы, как и любого общепатологического процесса, лежит воспалительная реакция, направ-
ленная в конечном итоге на восстановление структуры и функции поврежденной ткани. Особенностью воспалительной 
реакции при ожоговой травме является масштабность альтерации кожи и слизистых. В обзоре представлены основные 
аспекты иммунопатогенеза ожоговых травм и особенности постожоговой иммунной дисфункции, проявляющейся на-
рушениями в системах врожденного и адаптивного иммунитета. Акцентировано внимание на роль в иммунопатоге-
незе развивающихся системных и местных нарушений при ожоговой травме и в защите от бактериальных инфекций 
минорных субпопуляций лимфоцитов (Treg-, Th-17-, γδТ-клеток). Дана характеристика основных иммунобиохимических 
маркеров ожоговой травмы (цитокинов и факторов роста, оксида азота, матриксных металлопротеаз, показателей 
бактериального обсеменения). Показана прогностическая роль этих биомаркеров в оценке тяжести состояния больных 
с ожоговой травмой и процессов ранозаживления.
Обзор составлен с использованием ссылок из основных баз данных, таких, как РИНЦ, Web of Science, PubMed, Scopus, 
Elsevier и Google Scholar (по состоянию на март 2022 г.). После анализа литературы из этих баз данных были отобраны 
сведения, относящиеся к теме данного обзора (60 ссылок).
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Kuznetsova T.A., Andryukov B.G., Polovov S.F., Gazha A.K.
MODERN ASPECTS OF BURN INJURY IMMUNOPATHOGENESIS AND IMMUNO-BIOCHEMICAL MARKERS 
OF WOUND HEALING (REVIEW OF LITERATURE)
Far Eastern branch of the Federal State Budgetary Institution “State Research and Testing Institute of Military Medicine” State 
Military Medical University of the Ministry of Defense of the Russian Federation, 690013, Vladivostok, Russia
Burns are one of the most common traumatic injuries in the world, representing a global public health problem. Major burns 
(severe burn injury or burn disease) are one of the most life-threatening injuries. There is a great need to identify and monitor the 
development of complications (sepsis and septic shock, coagulopathy and DIC) in burned patients. The basis of the pathogenesis 
of burn injury, as well as any general pathological process, is an inflammatory reaction, ultimately aimed at restoring the structure 
and function of the damaged tissue. A feature of the inflammatory reaction in burn injury is the scale of alteration of the skin and 
mucous membranes. The review presents the main aspects of the burn injuries immunopathogenesis and the features of post-burn 
immune dysfunction, manifested by disorders in the innate and adaptive immunity systems. Attention is focused on the role in the 
immunopathogenesis of developing systemic and local disorders in burn injury. Also the role are discussed of a minor subpopula-
tions of lymphocytes (Treg-, Th-17-, γδT-cells) in the immunopathogenesis and in the bacterial infection protection. The character-
istics of the main immuno-biochemical markers of burn injury (cytokines and growth factors, nitric oxide, matrix metalloproteases, 
bacteria concentration levels) are present. The prognostic role of these biomarkers in assessing of the severity degree of patients 
with burn injury and wound healing processes is shown. The review has been compiled using references from major databases 
such as RSCI, Web of Science, PubMed, Scopus and Google Scholar (up to march 2022). After obtaining all reports from database, 
the papers were carefully analyzed in order to find data related to the topic of this review (60 references).

K e y  w o r d s :  burn injury; markers; innate and adaptive immunity; cytokines; growth factors; nitric oxide; matrix metallopro-
teases; review.
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Введение. Ожоги являются одними из самых рас-
пространенных травматических повреждений в мире, 
представляя собой глобальную проблему обществен-
ного здравоохранения. Согласно отчету ВОЗ за 2018 г., 
ежегодно во всем мире происходит около 11 млн случа-
ев ожогов, при этом ожоговые травмы вызывают около  
180 000 смертей во всем мире [1]. 

Две трети всех случаев ожоговых травм происходят в 
быту. Высокую актуальность имеют ожоги, полученные 
вследствие военных действий. Характерным является 
увеличение группы пострадавших с тяжелыми и край-
не тяжелыми поражениями. Согласно ежегодно прово-
димому статистическому анализу оказания специализи-
рованной помощи ожоговым больным Общероссийской 
общественной организацией Общества комбустиологов 
«Мир без ожогов» в 2017 г. в статистическую обработку 
вошли 61 427 обратившихся на лечение, из них 41 921 
госпитализированы в ожоговые центры и ожоговые от-
деления [2].

Термическая (ожоговая) рана (травма) – это откры-
тое повреждение или деструкция кожи, ее придатков 
или слизистых оболочек. Степень тяжести, характер 
патологических сдвигов в организме и прогноз ожого-
вых травм зависят, главным образом, от глубины, а так-
же от локализации ожоговых ран и их площади. Имеет 
значение также возраст, общее состояние пострадавших 
и ряд других факторов [3]. Обширные ожоги (тяжелая 
ожоговая травма или ожоговая болезнь) являются одной 
из самых опасных для жизни травм. Смертность, ассо-
циированная с ожоговой травмой, оценивается как 321,8 
на 1000 населения и составляет около 195 000 смертей 
в год [2]. 

Ожоговая болезнь – специфический симптомоком-
плекс, развивающийся после термической травмы и 
сопровождающийся повреждением всех саморегулиру-
ющихся систем организма. Ответ организма проявляет-
ся нервно-рефлекторной, нейроэндокринной и воспа-
лительной системными реакциями. Ожоговая болезнь 
развивается в выраженной форме при поверхностных 
ожогах >25-30% площади тела или глубоких >10% [4].

Для пациентов с ожоговой травмой особую зна-
чимость приобретает риск инфицирования, особенно 
внутрибольничного инфицирования, поскольку ожо-
говая рана представляет собой благоприятную почву 
для колонизации микроорганизмами эндогенного и эк-
зогенного происхождения. Считается, что до 75% всех 
смертельных случаев после термических ран вызвано 
инфекционными осложнениями. При этом возможен 

риск, как локального инфицирования ожоговой раны, 
так и развитие сепсиса. Сепсис – наиболее грозное ос-
ложнение обширных ожогов – характеризуется как си-
стемная воспалительная реакция (гипервоспаление) на 
инфекцию [5]. Главным отличием ожогового сепсиса 
является повышенный риск инфицирования вследствие 
потери кожного покрова, как первой линии защиты от 
микробной инвазии [6]. Тяжелая ожоговая травма при-
водит к значительным нарушениям в системе гемостаза, 
следствием чего является развитие коагулопатии и ДВС-
синдрома [7]. 

С учетом этого существует большая потребность в 
выявлении и мониторировании развития осложнений 
(сепсиса и септического шока, коагулопатии и ДВС-
синдрома) у пациентов с ожогами.

Современные аспекты иммунопатогенеза ожого-
вой травмы. В основе патогенеза ожоговой травмы, как 
и любого общепатологического процесса, лежит воспа-
лительная реакция, направленная в конечном итоге на 
восстановление структуры и функции поврежденной 
ткани. Особенностью воспалительной реакции при ожо-
говой травме является масштабность альтерации кожи 
и слизистых. При ожогах этот барьер повреждается в 
первую очередь. Интенсивность воспалительной реак-
ции зависит от общей площади ожоговой поверхности. 
Нарастающее повреждение при термическом ожоге вы-
зывает сильную воспалительную реакцию, что в свою 
очередь приводит к нарушению иммунной функции и 
наоборот, дисфункция иммунной системы, вызванная 
ожоговой травмой, усугубляет воспалительную реак-
цию, что может привести к развитию сепсиса или син-
дрома системной воспалительной реакции и увеличива-
ет риск смертности [8].

Дисфункция иммунной системы при ожоговых трав-
мах проявляется нарушениями в системах врожденного 
и адаптивного иммунитета. Эти нарушения возникают 
уже в начальный послеожоговый период и регистриру-
ются в течение длительного времени после него. Посто-
жоговая иммунная дисфункция является отличительной 
чертой пациентов с ожоговой болезнью, находящихся в 
критическом состоянии. В целом иммунная дисфункция 
при тяжелом ожоговом повреждении характеризуется 
системным (гипервоспалительным) иммунным ответом 
и иммуносупрессией. В то время как первое влечет за 
собой повреждение тканей, второе предрасполагает к 
инфекциям [9].

Результаты многочисленных экспериментальных и 
клинических исследований свидетельствуют, что ожо-
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говые травмы связаны с иммуносупрессией. Ярким 
примером служит клиническое исследование, авторы 
которого представили результаты динамического на-
блюдения за иммунным статусом 50 тяжелобольных 
пациентов с ожогами, начиная с первых часов после 
травмы и до 28 дней после госпитализации, проанали-
зирована связь показателей со смертностью на 90-й день 
[10]. В иммунном статусе этих пациентов выявлено сни-
жение HLA-DR+моноцитов, NKT-кл, CD8+ Т-клеток, γδ 
Т-клеток, В-клеток. При этом больные с наименьшим 
количеством этих клеточных субпопуляций при посту-
плении были более склонны к бактериальным ослож-
нениям. Устойчивые нарушения в иммунной системе, 
наблюдаемые у умерших, были связаны с развитием 
септического шока [10]. 

Одними из первых на ожоги реагируют клетки врож-
денного иммунитета (моноциты/макрофаги, нейтрофи-
лы, дендритные клетки, натуральные киллеры (NK), 
естественные Т-киллеры (NKT)). В этом процессе также 
участвуют клетки печени (гепатоциты, звездчатые клет-
ки печени, клетки Купфера, клетки эпителия желчных 
протоков). Реакция иммунокомпетентных и печеночных 
клеток выражается в синтезе цитокинов, хемокинов, 
адипоцитокинов и других медиаторов (катехоламины, 
кортизол, активные формы кислорода (АФК)), опосре-
дующих как местную воспалительную реакцию, так и 
системный воспалительный процесс [11, 12]. 

В условиях экспериментальных и клинических ис-
следований представлены многочисленные свидетель-
ства нарушения функциональной активности моноци-
тов/макрофагов, нейтрофилов и NK-клеток и показана 
роль этих клеток в развитии постожоговой иммунной 
дисфункции [13 – 15].

Нарушения в системе адаптивного иммунитета с 
первых дней после термической травмы проявляются 
уменьшением общего содержания Т-лимфоцитов со сни-
жением содержания CD3+, CD4+, CD8+ Т-лимфоцитов 
в периферической крови и нарушением их функцио-
нальной активности [16, 17]. 

Что касается субпопуляционного состава лимфоци-
тов, в ряде работ отражена роль CD3+ CD4+ Т-хелперов, 
в том числе Th-1 (Т- хелперов 1 типа) и Th-2 (Т-хелперов 
2 типа) и Th17, CD3+CD8+ Т-клеток, NK и NKТ-клеток 
при ожоговой травме и сепсисе. В частности, показано, 
что при тяжелых ожоговых травмах выявлено снижение 
общего количества Т-лимфоцитов за счет субпопуляции 
Th-2 [12]. 

В последнее время особое внимание исследователей 
обращено на роль в иммунопатогенезе ожогов таких ми-
норных субпопуляций, как γδ Т-клетки (Т-клетки, экс-
прессирующие γδ Т- рецепторы (γδ TCR), Th17, Treg 
(естественные регуляторные Т-клетки).

В частности, субпопуляция γδ Т-клеток, относяща-
яся к клеткам врожденного иммунитета, преобладает в 
коже и эпителиальных тканях. Эти клетки продуциру-
ют хемокины в ответ на антигены, экспрессируемые по-
врежденными или активированными кератиноцитами 
[18], однако, полезные и вредные эффекты γδ Т-клеток 
неясны и данные противоречивы. Предполагается, что 
γδ Т-клетки имеют двойственное иммунопатогенети-
ческое значение для ожоговой травмы: с одной сторо-
ны, они способствуют повышению выживаемости, о 
чем свидетельствует повышенная смертность, наблю-
даемая у мышей с дефицитом γδ Т-клеток, но с другой 
стороны γδ Т-клетки связаны с последующей иммун-

ной дисфункцией и повреждением периферических 
органов. В целом, считают, что активация γδ Т-клеток 
после ожога является защитной функцией вследствие 
их участия в иммунном надзоре, восстановлении тка-
ней, заживлении ран [19]. Показано, что у пациентов с 
синдромом тяжелой системной воспалительной реак-
ции наблюдается повышенная концентрация циркули-
рующих γδ Т-клеток [20]. 

В отношении Th-17 появляется все больше доказа-
тельств, подтверждающих роль этих клеток в иммун-
ном ответе после ожога. Посредством цитокинов IL-17 
и IL-22 эти клетки способствуют рекрутированию и ак-
тивации нейтрофилов и предотвращают бактериальную 
транслокацию, повышая барьерную функцию кишечни-
ка. Установлено, что эти клетки вовлекаются в местные 
и системные иммунные реакции уже через 3 часа после 
ожоговой травмы, о чем свидетельствует увеличение 
продуцируемых этими клетками IL-17 и IL-22 в месте 
ожога и в системном кровотоке [21, 22]. Показано, что 
Th-17 клетки защищают от местных и системных ин-
фекций, вызванных возбудителями послеожоговых ин-
фекций [22, 23]. 

В ряде работ показано, что ожоговая травма приво-
дит к дестабилизации баланса между Th17 и Treg, кото-
рым принадлежит важная роль в защите от бактериаль-
ных инфекций [20, 23]. Th-17, продуцируя IL-17 и IL-22, 
способствуют поддержанию иммунитета эпителия и 
слизистых, укрепляя барьерную функцию кожи. Авторы 
считают, что Th-17 модулируют иммунный и эпители-
альный гомеостаз хозяина, особенно на границе хозяин/
внешняя среда [22]. 

О повреждающем влиянии ожоговой травмы на Treg 
клетки свидетельствует работа M. Hanschen и соавт. 
[24]. Авторы другой работы решили вопрос об участии 
Tregs в сепсис-индуцированном иммунопараличе и по-
казали, что повышенные уровни цитокинов, продуциру-
емых Treg, и маркеров активации на поверхности этих 
клеток, могут играть важную роль в патогенезе сепсиса 
и смертности у обожженных [25]. 

Механизмы, с помощью которых эти субпопуляции 
лимфоцитов осуществляют свои функции при ожоговой 
травме, остаются до конца не ясными, но определенно 
установлено, что конечные эффекторные реакции этих 
клеток модулируются каскадом цитокинов.

Таким образом, в основе патогенеза ожоговой трав-
мы, как и любого общепатологического процесса, лежит 
воспалительная реакция. Дисфункция иммунной систе-
мы при термических травмах проявляется нарушениями 
в системах врожденного и адаптивного иммунитета. Все 
последовательные этапы развития воспаления и иммун-
ного ответа регулируются цитокинами, опосредующими 
как местную воспалительную реакцию, так и систем-
ный воспалительный процесс. 

Именно баланс цитокинов и других медиаторов 
играет решающую роль в регулировании иницииро-
вания, прогрессирования и разрешения ран. Дисба-
ланс между про- и противовоспалительными системами 
может привести либо к разрушительному гипервоспале-
нию, либо к параличу иммунной системы и развитию 
сепсиса при ожоговой травме [26]. 

Всестороннее исследование иммунопатогенеза ожо-
говой травмы является актуальной задачей, решение 
которой на современном уровне необходимо для пре-
дотвращения осложнений вследствие аномального им-
мунного ответа, а также для разработки методов эффек-
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тивного лечения ожогов, в том числе, способов модуля-
ции защитного потенциала макроорганизма.

Важнейшим аспектом для прогноза ответной реак-
ции на ожоговую травму, вероятности развития ослож-
нений, оценки процессов ранозаживления и, в конечном 
итоге, индивидуального лечения каждого конкретного 
больного является мониторинг ряда иммуно-биохими-
ческих показателей (маркеров). 

Иммуно-биохимические маркеры ожоговой трав-
мы. В иммунопатогенезе развивающихся системных и 
местных нарушений при ожоговой травме участвуют 
многочисленные биологически активные вещества. Как 
представлено в последнем обзоре, в общей сложности 
идентифицировано 59 биомаркеров, связанных с ожого-
вой травмой. В их числе маркеры, связанные с метабо-
лизмом, процессами воспаления и заживления ран [27].

Различают системные и местные биомаркеры ожого-
вой травмы. Оценка тех и других важна как для пони-
мания механизмов ранозаживления, так и для прогноза 
тяжести состояния больных с ожоговой травмой и адек-
ватности проводимой терапии [26 – 29].

С учетом иммунопатогенеза для прогнозирования 
процесса ранозаживления в числе наиболее важных 
(ключевых) иммуно-биохимических маркеров (или сен-
соров) выделяют цитокины и факторы роста, оксид азо-
та (NO), активные метаболиты кислорода (АФК), про-
теазы, а также показатели бактериального обсеменения 
[27, 29]. 

Цитокины. Цитокинам принадлежит существен-
ная роль в иммунопатогенезе ожоговой травмы, в связи 
с чем эти медиаторы относят к важнейшим маркерам 
ранозаживления. В развитии воспаления при ожогах 
значимая роль принадлежит как провоспалительным 
(IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12, TNFα, IFNγ и др.), так и 
противовоспалительным (IL-4, IL-10 и др.) цитокинам. 
Провоспалительные цитокины принимают участие в 
механизмах хронизации ожоговой раны, оказывая су-
щественное влияние на течение и исход воспалитель-
но-репаративных процессов. Повышенная продукция 
провоспалительных цитокинов (TNFα, IL-1, IL-6 и др.) 
удлиняет воспалительную фазу, что приводит к образо-
ванию хронических ран или гипертрофических рубцов 
[30]. Кроме того, некоторые цитокины в качестве медиа-
торов воспаления и образующиеся в результате свобод-
ные радикалы повышают продукцию АФК и вызванное 
ферментами повреждение тканей, а также снижают уро-
вень эндогенных антиоксидантов, что также приводит к 
нарушению заживления ран [31]. Функция цитокинов 
с противовоспалительным действием – ингибирование  
избыточного синтеза основных провоспалительных  ци-
токинов, что способствует ограничению области по-
вреждения.

Установлено, что величина и динамика изменений 
провоспалительных цитокинов отражает тяжесть тече-
ния ожоговой болезни и характер заживления ожогов. 
Большинство исследователей отмечают, что уровень 
этих цитокинов в сыворотке крови сразу после ожога 
значительно возрастает, а ко 2-3-й неделям после ожо-
га снижаются. Так, уже через час после ожога выявлен 
ранний синтез провоспалительных цитокинов, продуци-
руемых Th1 (TNFα и IFNγ), которые участвуют в акти-
вации макрофагов. В то же время не наблюдалось по-
вышения уровня IL-6 и IL-1β и противовоспалительных 
цитокинов [32]. В динамике развития ожоговой травмы 
выявлено выраженное и длительное повышение уров-

ня IL-1, IL-6, IL-8 и TNFα в крови, что сопровождалось 
нарушением процессов репаративной регенерации, за-
медлением заживления [29, 33, 34]. О повышении уров-
нях как про-, так и противовоспалительных цитокинов 
(TNFα, IFNγ, IL-6, IL-8, IL-17, IL-4, IL-10,) в начальные 
сроки после ожоговой травмы сообщается в ряде работ 
[35 – 37]. Повышенные уровни про- и противовоспали-
тельных цитокинов в сыворотке сохранялись в течение 
6-8 мес после ожога [38, 39]. 

В совокупности эти результаты свидетельствуют, 
что цитокины обладают большим потенциалом для про-
гноза исходов ожоговой болезни и ранней диагностики 
ожогового сепсиса.

Факторы роста. Важную роль в восстановлении 
тканей и заживлении ран играют различные факторы 
роста. Сообщается об увеличении в сыворотке крови 
фактора роста гепатоцитов (HGF), способствующего 
заживлению ран посредством стимуляции подвижно-
сти и морфогенеза эпителиальных клеток и играющему 
важную роль в ангиогенезе, в течение как минимум 2-х 
недель после ожога [40]. Также отмечено повышенное 
содержание фактора роста, влияющего на клеточную 
миграцию, клеточную пролиферацию и ангиогенез 
(TGFα) [41] и эпидермального фактора роста (EGF) [42]. 
Множество функций в организме, включая клеточную 
дифференцировку, иммунную регуляцию и заживление 
ран выполняет фактор роста TGFβ1. При ожогах функ-
ция TGFβ1 в значительной мере связана с выработкой 
коллагена и образованием рубцов [43]. Показано, что 
уровень TGFβ1 в его активной форме был значительно 
ниже у детей в первый день после ожога по сравнению 
со здоровыми [44], тогда как общий уровень TGFβ1 у 
детей с ожогами и здоровыми детьми значительно не 
различался. В то же время уровень основного фактора 
роста фибробластов (bFGF), также участвующего в ре-
парации и регенерации ткани после ожоговой травмы у 
детей, повышался при их поступлении на лечение [41]. 
Сообщается о повышенных уровнях провоспалитель-
ных колониестимулирующих факторов G-CSF и GM-
CSF в сыворотке крови продолжительностью до 3-х лет 
после ожога [39].

Протеазы. Протеазы – это ферменты, ответственные 
за расщепление белков, в первую очередь катализирую-
щие реакции деградации компонентов внеклеточного ма-
трикса. Матричные металлопротеиназы (MMП) и их ин-
гибиторы (тканевые ингибиторы металлопротеиназы –  
ТИМП), также относящиеся к белкам острой фазы, игра-
ют фундаментальную роль в ремоделировании внекле-
точного матрикса как в нормальных, так и в патологи-
ческих состояниях [45, 46]. Изменения внеклеточного ма-
трикса вовлечены в патогенез ожоговых ран, в частности, 
MMП участвуют в опосредовании ряда биологических 
процессов, таких, как воспаление, ремоделирование 
тканей и ангиогенез [46]. Нарушение регуляции MMП 
приводит к длительному воспалению и замедлению за-
живления ран, в связи с этим MMП являются важными 
биомаркерами для оценки ранозаживления при ожогах. 

Основными (ключевыми) протеазами, участвующи-
ми в качестве медиаторов коллагенового матрикса во 
время ремоделирования и реэпителизации раны, явля-
ются ММП-2, ММР-7 и ММП-9. Изменения уровней 
протеаз и их ингибиторов коррелируют с заживлением 
ран [47, 48]. 

Как правило, уровень MMП увеличивается в ранах, 
поскольку они необходимы для разрушения раневого 



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2022; 67(8)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2022-67-8-451-457

ИММУНОЛОГИЯ

455

ложа, что способствует заживлению ран и формиро-
ванию рубцов [49]. Показано, что концентрация ММП 
была выше в незаживающих ранах по сравнению с 
хорошо заживающими ранами [29, 50]. Значительное 
повышение MMП-2 с 3 до 21 дня после ожога отмети-
ли A.Weremijewicz и соавт. [51]. Повышенные уровня 
ProMMP-1, MMP-3 и MMP-9 в течение первых 3 недель 
после ожоговой травмы выявлены M.R. Dasu и соавт. 
[52]. 

Оксид азота. В качестве биомаркера ранозаживле-
ния показательным является уровень оксида азота (NO). 
NO является мощным вазодилататором, ингибитором 
агрегации тромбоцитов, нейротрансмиттером неадре-
нергических, нехолинергических нейронов, вызываю-
щих релаксацию гладкой мускулатуры ряда органов и 
тканей [53]. NO рассматривают как важный фактор им-
мунологической реактивности, необходимый для осу-
ществления регуляторных цитопротекторных процессов 
на уровне органелл клетки и всего организма, участвую-
щий в антимикробной защите. Помимо прямого антими-
кробного действия, NO принимает участие в механиз-
мах воспаления, выполняя как провоспалительную, так 
и противовоспалительную функции [54]. С активацией 
образования оксида азота и свободных радикалов кис-
лорода при ожоговой травме связывают формирование 
вторичного иммунодефицитного состояния [4].

Об изменении активности генерации NO и его функ-
ции при термической травме свидетельствуют много-
численные экспериментальные и клинические исследо-
вания. В клинических условиях наиболее выраженный 
рост концентрации метаболитов NO отмечался на 3-и 
сутки после термического ожога (до 134,3%) и сохранял-
ся повышенным на всем протяжении срока наблюдения 
(до 21-х суток) [4]. В то же время, по данным J.V. Boykin 
и соавт. [55], концентрация NO в хронических незажи-
вающих ранах была значительно снижена. Однако, как 
отмечают авторы, период полураспада NO составляет 
менее 10 с, что затрудняет его измерение. В связи с этим 
предпринимались попытки измерить уровни NO в ране-
вой жидкости косвенно, через показатель уровня нитра-
та в раневой жидкости и взятой натощак моче [55]. 

Восстановление нормального уровня метаболитов 
азота как в очаге, так и в периферической крови при ис-
пользовании ранозаживляющих лекарственных средств 
сопровождается позитивной динамикой заживления 
ожога [56]. Авторы считают, что лишение активности 
NO приводит к нарушению процессов заживления, а 
комплексный мониторинг NO, MMP и уровня бактери-
альной нагрузки будет способствовать ускорению за-
живления хронических ран [55]

Показатель бактериального обсеменения. Ожого-
вая рана представляет собой благоприятную почву для 
колонизации микроорганизмами эндогенного и экзоген-
ного происхождения. Инфицирование ожоговой раны – 
один из наиболее частых и тяжелых осложнений обшир-
ных ожогов и основная причина развития сепсиса [57]. 
Микрофлору ожоговых ран отличает видовой полимор-
физм с преобладанием условно-патогенных микроорга-
низмов. Наиболее часто встречающимися бактериями 
в хронических ранах являются Staphylococcus aureus, 
Escherichia coli и Pseudomonas aeruginosa. По суммар-
ной клинической значимости S. aureus, Acinetobacter 
baumannii, P. aeruginosa, Enterobacteriaceae spp. и 
Staphylococcus epidermidis являются доминирующими 
патогенами ожоговых стационаров [50, 58]. Кроме того, 

вследствие глубокой иммуносупрессии ожоговые боль-
ные часто инфицируются не только бактериальными па-
тогенами, но также возбудителями вирусных или гриб-
ковых инфекций. 

В качестве биомаркера инфицирования и раноза-
живления используется показатель бактериального 
обсеменения или показатель концентрации бактерий. 
В хронических ранах этот показатель аномально повы-
шен [29, 55]. 

Выявление кандидатных биомаркеров ранозаживле-
ния продолжается. Перспективным направлением явля-
ется изготовление биохимических сенсоров для выявле-
ния различных биомаркеров, что позволило бы провести 
их количественную оценку [29]. В этом аспекте сооб-
щается о разработке нескольких датчиков для контроля 
бактериального обсеменения раны [29]. Предложено ко-
личественное определение уровня NO в сложных физи-
ологических средах, таких, как кровь и структуры мозга  
с помощью электрохимических датчиков [60].

Заключение. Таким образом, в иммунопатогенезе 
развивающихся местных и системных нарушений при 
ожоговой травме участвуют многочисленные биологи-
чески активные вещества, относящиеся к медиаторам 
воспаления. Наибольшее значение при ожоговой травме 
имеют цитокины, хемокины и факторы роста, оксид азо-
та, протеазы, показатель бактериального обсеменения. 
Эти иммуно-биохимические маркеры рассматриваются 
как прогностические биомаркеры тяжести состояния 
больных с ожоговой травмой и адекватности проводи-
мой терапии.

Продолжаются исследования по поиску новых кан-
дидатных биомаркеров и методов их выявления, позво-
ляющих не только прогнозировать заживление ран, но и 
открывать новые потенциальные мишени для терапев-
тического вмешательства при ожогах.
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Представлены данные комплексного сравнительного исследования таксономического состава резидентного микробиома опу-
холей 26 больных немелкоклеточным раком легкого. Анализ таксономического разнообразия выявил 10 типов, 280 родов и 
788 видов микроорганизмов. Анализ относительного содержания и прогностической значимости проведен для 62 доминирую-
щих родов. Обнаружены отличия относительного содержания бактерий родов Acinetobacter, Halomonas и Chryseobacterium 
между опухолевой и условно нормальной тканью легкого, однако их диагностический потенциал не подтвержден. Проведен-
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Введение. Различные исследования показывают, что 
в настоящее время опухолевое микроокружение нельзя 
рассматривать без его микробиологической составляю-
щей, и резидентный микробиом опухоли является его 
неотъемлемым компонентом. Известно, что для многих 
солидных опухолей микробиом играет важную роль, 
причем это не ограничено органами желудочно-кишеч-
ного тракта (ЖКТ), для которых его присутствие явля-
ется общепризнанной нормой. Относительно недавно 
была охарактеризована нормальная микробиота легких, 
органа, который долгое время считали стерильным. 
Микробиом легких представляет собой динамичную 
систему, которая зависит от множества факторов. Раз-
ные участки легких могут быть охарактеризованы спец-
ифичным микробным «пейзажем», который зависит от 
аборигенной микрофлоры, иммунного статуса хозяина 
и факторов внешней среды. Микробиом легких может 
существенно меняться при различных заболеваниях 
легких и дыхательных путей. В целом большинство за-
болеваний можно охарактеризовать дисбактериозом и 
превалированием патогенных видов микроорганизмов.

Микроорганизмы могут принимать как непосред-
ственное участие в опухолевой трансформации, так и 
создавать неспецифический хронический воспалитель-
ный фон, который может приводить к возникновению 
опухолей. Например, показано повышение количе-
ства двух типов бактерий Firmicutes и TM7 в опухо-
лях легкого. Более того, два рода бактерий Veillonella 
и Megasphaera встречались в опухолях легкого значи-
тельно чаще других [1]. Также показана связь между 
злокачественными опухолями легкого и Mycobacterium 
tuberculosis, активность которых стимулирует синтез 
фактора некроза опухолей, что, в свою очередь, сти-
мулирует онкологические процессы [2]. Современные 
исследования подтвердили ассоциацию повышенного 
содержания Haemophilus influenzae, Enterobacter spp. и 
Escherichia coli с развитием опухолей легкого [3]. По 
сравнению с контрольными образцами нормальной тка-
ни в опухолях легкого наблюдается повышенное содер-
жание представителей родов Granulicatella, Abiotrophia, 
Streptococcus [4]. При онкологических заболеваниях в 
легких также может наблюдаться развитие патогенных 
микроорганизмов, таких как Legionella и Moraxella (на-
пример, Moraxella catarrhalis). Микробиом опухолей 
легких оказывает влияние на клиническое течение за-
болевания на различных уровнях. Так, при дисбакте-
риозе легких наблюдается повышение концентрации 
активных форм кислорода, что приводит к учащению 
двуцепочечных разрывов ДНК, и, как следствие, воспа-
лительным процессам. В ряде случаев аберрантные ми-
кроорганизмы в составе микробиоты легких вызывают 
повышенный синтез интерлейкинов. К примеру, уста-
новлена связь между активностью Haemophilus influenza 
и выработкой интерлейкина IL-17, что стимулирует раз-
витие опухолей [5].

Изучение микробиома легких при онкологических 
заболеваниях имеет ряд ограничений и часто осложнено 
отсутствием контрольных образцов. Тем не менее, ана-

лиз микробиома, ассоциированного со злокачественны-
ми опухолями, может позволить выявить микроорганиз-
мы, присутствие которых специфично для определен-
ных процессов или популяций. Изучение микробиоты 
легких при онкологических заболеваниях необходимо 
для исследования влияния микроорганизмов на клини-
ческую картину на разных стадиях опухолевого про-
цесса. Также, изучение микробиоты опухолей легкого 
позволит выявить микроорганизмы, которые можно 
рассматривать в качестве биомаркеров онкологических 
заболеваний [6].

Цель настоящего исследования - изучение резидент-
ного микробиома немелкоклеточного рака легкого и вы-
явление перспективных диагностических и прогности-
ческих микроорганизмов.

Материал и методы. В исследование включены 26 
больных немелкоклеточным раком легкого (НМРЛ), про-
ходивших обследование и лечение в ФГБУ «Националь-
ный медицинский исследовательский центр онкологии 
им. Н.Н. Блохина» Минздрава России. Все процедуры, 
выполненные в исследовании с участием пациентов и 
здоровых доноров, соответствуют этическим стандар-
там этического комитета организации и Хельсинкской 
декларации 1964 г. и ее последующим изменениям или 
сопоставимым нормам этики. От каждого из включен-
ных в исследование участника получено информиро-
ванное добровольное согласие. Клинический диагноз у 
всех больных подтвержден данными морфологического 
исследования опухоли согласно Международной ги-
стологической классификации опухолей легкого (ВОЗ, 
2021). Описание исследованной выборки представлено 
в таблице.

ДНК библиотеки для секвенирования гена 16S бы-
ли приготовлены согласно протоколу Illumina (https://
support.illumina.com/ documents/ documentation/ chem-
istry_documentation/16s/16s-metagenomic-library-prep-
guide-15044223-b.pdf) с использованием праймеров к V3 
и V4 региону гена рибосомальной рРНК [7]. Библиоте-
ки были секвенированы при помощи MiSeq (Illumina) с 
использованием набора MiSeq Reagent Kit v3. Секвени-
рование проводили на базе Центра коллективного поль-
зования научным оборудованием «Персистенция микро-
организмов» (ЦКП ИКВС УрО РАН).

Полученные данные обрабатывали с помощью про-
граммы GraphPad Prizm 9.0. Для сравнения показателей 
и анализа их взаимосвязей использовали непараметри-
ческий критерий Манна–Уитни и коэффициент ранго-
вой корреляции Спирмена. Анализ выживаемости про-
водили путем построения кривых дожития по методу 
Каплана–Майера. Сравнение статистической значимо-
сти различий проводили при помощи логарифмическо-
го рангового критерия. Различия и корреляции считали 
статистически значимыми при p<0,05.

Результаты и обсуждение. В данной работе про-
веден анализ таксономического состава резидентного 
микробиома НМРЛ и парных образцов условно нор-
мальной ткани легкого для выявления микроорганиз-
мов, ассоциированных с развитием и течением данно-



460

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2022; 67(8)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2022-67-8-458-462

MICROBIOLOGY

го заболевания. Проведенный анализ выявил 10 типов 
бактерий, как в опухоли, так и в нормальной ткани 
легкого. Доминирующими типами были Actinobacteria, 
Proteobacteria и Firmicutes. Отличий относительного 
количества бактерий различных типов между опухоле-
вой и условно нормальной тканью не выявлено. Далее 
проведен анализ таксономического состава микробиома 
легкого на уровне родов. Всего по результатам секве-
нирования в образцах опухолей легкого и условно нор-
мальной ткани выявлено 280 родов и 788 видов микро-
организмов. Для дальнейшего исследования выбрали 62 
доминирующих рода, относительное содержание кото-
рых составило более 0,1%. Проведенный анализ показал 
значимое отличие относительного количества бактерий 
3-х родов: Acinetobacter, Halomonas и Chryseobacterium 
(см. рисунок, а). Следует отметить, что относительное 
количество данных видов снижалось в опухоли, по срав-
нению с условно нормальной тканью. Провели анализ 
информативности диагностического метода с помощью 
оценки его чувствительности и специфичности путем 
построения ROC кривых и вычисления площади под 
ними (AUC). Результаты представлены на рисунке, б.

Клинико-морфологические характеристики больных НМРЛ

Характеристика Число случаев,%

Возраст, годы:
≤61
>61

13 (50%)
13 (50%)

Гистология:
Аденокарцинома
Плоскоклеточный рак

14 (54%)
12 (46%)

Стадия:
I-II
III-IV

12 (46%)
14 (54%)

Локализация:
Центральная
Периферическая

12 (46%)
14 (54%)

Размер опухоли (Т):
T1-T2
T3-T4

16 (62%)
10 (38%)

Наличие регионарных метастазов (N):
N0
N+

9 (35%)
17 (65%)

Степень дифференцировки (G):
G1-G2
G3

14 (54%)
12 (46%)

Анализ бактерий родов Acinetobacter, Halomonas и Chryseobacterium при НМРЛ.
а – сравнительный анализ относительного содержания бактерий родов Acinetobacter, Halomonas и Chryseobacterium в опухолевой и условно нормаль-
ной ткани НМРЛ. б - ROC-анализ для бактерий Acinetobacter, Halomonas и Chryseobacterium у больных НМРЛ.

а

б
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дов. Интересно отметить, что относительное содержа-
ние бактерий 6 родов (Staphylococcus, Anaerococcus, 
Paracoccus, Bacillus, Nesterenkonia, Arthrobacter) было 
выше в низкодифференцированных опухолях по сравне-
нию с высокодифференцированными, в то время как для 
бактерий рода Pseudoclavibacter наблюдали обратную 
закономерность.

В литературе представлены единичные работы, по-
священные исследованию динамики количественных и 
качественных изменений микробиома в процессе про-
грессирования рака легкого [11, 12]. Так показано, что 
у пациентов с метастатическим плоскоклеточным раком 
легкого относительное содержание бактерий родов Veil-
lonella и Rothia выше, чем у пациентов без верифициру-
емых метастазов [12]. Полученные нами данные частич-
но согласуются с литературными, что свидетельствует 
о необходимости дальнейшего исследования структуры 
микробиома, ассоциированного с НМРЛ.

Далее нами проведен анализ прогностической значи-
мости 62 исследованных родов бактерий. Корреляционный 
анализ показал взаимосвязь относительного содержания 
бактерий 4-х родов (Serinicoccus, Enterobacter, Variovorax и 
Pseudoclavibacter) с выживаемостью пациентов. Для под-
тверждения данных корреляционного анализа дополни-
тельно провели анализ выживаемости путем построения 
кривых дожития по методу Каплана-Майера. Проведен-
ный анализ подтвердил прогностическую значимость 2-х 
родов: Variovorax (HR=7,233; p=0,0016) и Pseudoclavibacter 
(HR=0,2477; p=0,0320). Следует отметить, что содержание 
бактерий рода Variovorax может служить маркером плохо-
го прогноза (HR=7,233; p=0,0016), в то время как высокое 
содержание бактерий рода Pseudoclavibacter - маркером 
благоприятного прогноза.

Исследований, посвященных прогностической зна-
чимости резидентного микробиома легкого в литерату-
ре немного. Так, показано, что в целом таксономическое 
разнообразие микробиома опухолей не является прогно-
стически значимым, в то время как высокое содержание 
бактерий семейств Bacteroidaceae, Lachnospiraceae и 
Ruminococcaceae ассоциировано со снижением выжи-
ваемости больных НМРЛ [13]. Все это свидетельствует 
о необходимости продолжения и масштабирования по-
добных исследований.

Заключение. Изучение развития и прогрессии рака 
легкого под воздействием бактериальной составляющей 
долгое время оставалось в тени, однако сейчас, обна-
ружены некоторые закономерности между данным ви-
дом рака и микробиомом. Изучение микробиома легких 
представляет собой весьма сложную и интересную зада-
чу. На сегодняшний день известно, что легкие обладают 
уникальным составом микроорганизмов, независимо от 
популяции и географических особенностей. В настоя-
щее время очевидно, что микробиом легких непосред-
ственно связан с различными, в том числе и онкологи-
ческими заболеваниями. Также, следует отметить, что 
спектр условно-патогенных микроорганизмов, актив-
ность которых возрастает существенным образом при 
развитии в легких онкологических заболеваний, доста-
точно широк и ежегодно пополняется новыми видами. 
Диагностический потенциал резидентного микробиома 
легкого неоднозначен, однако его прогностическая и 
терапевтическая значимость имеют значительные пер-
спективы. Все это создает предпосылки для дальнейше-
го изучения состава микробиома легких и его роли при 
развитии опухолей.

Проведенный анализ показал, что, несмотря на зна-
чимое снижение в опухоли бактерий данных родов, пло-
щадь под ROC-кривой, равная 0,624 для Acinetobacter, 
0,593 для Halomonas и 0,615 для Chryseobacterium сви-
детельствует о среднем качестве модели, что не позволя-
ет использовать полученные данные в диагностических 
целях.

Дополнительно провели анализ родов бактерий, от-
носительное количество которых повышалось в опухо-
ли, по сравнению с условно нормальной тканью легко-
го, но данное изменение не достигло статистической 
значимости, хотя и было близко к нему. Выявили един-
ственный род грамотрицательных аэробных бактерий 
Sphingomonas, содержание которого в опухоли состав-
ляло 10,58% в то время как в нормальной ткани легкого 
1,59% (p=0,08). Полученные нами данные подтвержда-
ются литературными, свидетельствующими о том, что 
содержание бактерий рода Acinetobacter снижается при 
НМРЛ, в то время как относительное количество бакте-
рий рода Sphingomonas увеличивается [8].

Рак легкого является гетерогенным заболеванием. 
Двумя наиболее распространенными типами НМРЛ лег-
кого являются плоскоклеточный рак и аденокарцинома, 
которые характеризуются различными молекулярны-
ми механизмами возникновения и терапевтическими 
стратегиями [9]. Ввиду того, что плоскоклеточный рак 
легкого часто ассоциирован с неблагоприятным воздей-
ствием внешних факторов (например, курением), можно 
предположить у таких пациентов колонизацию легкого 
бактериями, содержащимися в табаке [10].

Далее провели корреляционный анализ между от-
носительным содержанием бактерий доминирующих 
родов и клинико-морфологическими характеристиками 
НМРЛ. Однако, опухоли легкого различных гистологи-
ческих типов, как по результатам настоящего исследо-
вания, так и по литературным данным, не отличаются 
по таксономическому разнообразию микробиома [11, 
12]. Также проведенный анализ не выявил корреляций 
между содержанием бактерий превалирующих родов и 
локализацией опухоли, а также возрастом пациентов. 
Интереснее оказалась ситуация с прогрессией заболе-
вания, а именно: со стадией заболевания коррелирова-
ло 15 бактериальных родов. Необходимо отметить, что 
относительное количество бактерий родов Burkholderia 
(r=-0,4258 p=0,030), Aquabacterium (-0,459; p=0,018) 
снижается со стадией заболевания, в то время как отно-
сительное количество родов Corynebacterium (r=0,449; 
p=0,021), Sphingomonas (r=0,444; p=0,023), Streptococcus 
(r=0,460; p=0,018), Neisseria (r=0,421; p=0,032), 
Halomonas (r=0,408; p=0,038), Pseudomonas (r=0,4488; 
p=0,022), Parvimonas (r=0,448; p=0,022), Rothia (r=0,501; 
p=0,009), Kocuria (r=0,421; p=0,032), Actinomyces 
(r=0,448; p=0,022), Veillonella (r=0,393; p=0,047), Lac-
tobacillus (r=0,393; p=0,047), Fusobacterium (r=0,393; 
p=0,047) повышается при прогрессии заболевания. Ана-
логичные результаты были получены в исследовании, 
которые продемонстрировали изменение содержания 
бактерий некоторых родов в процессе развития и про-
грессии НМРЛ [12]. Анализ взаимосвязи относитель-
ного содержания бактерий с регионарным метастазиро-
ванием выявил обратную корреляцию для бактерий 3-х 
родов: Burkholderia, Roseomonas и Chryseobacterium.

Анализ таксономического состава микробиома опу-
холей различной степени дифференцировки выявил 
отличия в относительном содержании бактерий 7 ро-
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ДИАГНОСТИКА БАКТЕРИОСПЕРМИИ И ЕЕ ВЛИЯНИЕ НА ПОКАЗАТЕЛИ 
СПЕРМОГРАММЫ У ПОДРОСТКОВ С ВАРИКОЦЕЛЕ
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Инфекционная этиология является причиной около 15% случаев мужского бесплодия. И если инфекции, передающиеся 
половым путём, достаточно легко диагностируются, то роль бессимптомной бактериоспермии в формировании ин-
фертильности у мужчин, особенно у подростков на фоне имеющейся патологии репродуктивной сферы (варикоцеле), 
остается недостаточно изученной. При микробиологическом исследовании в эякуляте подростков выявлены следующие 
виды бактерий: Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Corynebacterium glucuronolyticum, Corynebacterium minitissimum, 
Streptococcus anginosus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus. Бактерии в эякуляте обнаружены при 
выполнении спермограммы и электронно-микроскопического исследования сперматозоидов. При обильном росте микро-
организмов в монокультуре или ассоциации двух микроорганизмов, представленных в умеренном количестве, во всех 
случаях выявлены нарушения подвижности сперматозоидов, повышение вязкости эякулята, наличие лейкоцитов в се-
менной жидкости, на ультраструктурном уровне зафиксированы повреждения хроматина, акросомы, митохондрий, 
что может свидетельствовать об активной инфекции. При обнаружении бактериальной микрофлоры в небольшом и 
умеренном количестве (<10 КОЕ/мл) патологические изменения эякулята не наблюдались. Микрофлора эякулята обсле-
дованных подростков представлена грамположительной микрофлорой. Одновременное исследование пробы эякулята 
культуральным методом, выполнение спермограммы и ЭМИС позволило повысить выявляемость бактериоспермии. Оп-
портунистические патогены при обильном росте или их различных ассоциациях могут служить фактором развития па-
тоспермии. Отличить активную инфекцию от комменсальной микрофлоры или контаминации образца можно не только 
по наличию бактерий в эякуляте и их количественному учёту, но и по степени повреждения функции сперматозоидов 
и патологическим изменениям параметров эякулята, комбинируя методы диагностики. Наиболее часто при наличии 
бактерий в эякуляте диагностирована астенозооспермия.
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DIAGNOSIS OF BACTERIOSPERMIA AND ITS EFFECT ON SPERMOGRAM PARAMETERS IN ADOLESCENT 
WITH VARICOCELE
1Institute of Immunology and Physiology, Ural Branch of the Russian Academy of Sciences, 620049, Yekaterinburg, Russia; 
2State Autonomous Institution of Health of the Sverdlovsk Region “Clinical and Diagnostic Center of the city  
of Yekaterinburg”, 620144, Yekaterinburg, Russia
Infectious etiology is the cause of about 15% of cases of male infertility. And if sexually transmitted infections are easily diagnosed, 
the role of asymptomatic bacteriospermia in the formation of infertility in men, and especially in adolescents against the background 
of the existing pathology of the reproductive sphere (varicocele), remains insufficiently studied. A microbiological study in the 
ejaculate of adolescents revealed the following types of bacteria: Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Corynebacterium 
glucuronolyticum, Corynebacterium minitissimum, Streptococcus anginosus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus 
haemolyticus. Bacteria in the ejaculate were also detected during semen analysis and electron microscopic examination of 
spermatozoa. With abundant growth of microorganisms in a monoculture or an association of two microorganisms present in a 
moderate amount, in all cases, violations of sperm motility, an increase in the viscosity of the ejaculate, the presence of leukocytes 
in the seminal fluid were detected, and damage to the chromatin, acrosome and mitochondria was recorded at the ultrastructural 
level, which may indicate active infection. When bacterial flora was detected in a small and moderate amount (<10 CFU/ml), no 
pathological changes in the ejaculate were observed. The microflora of the ejaculate of the examined adolescents is represented by 
gram-positive microflora. Simultaneous study of the ejaculate sample by bacteriological seeding, the performance of spermogram 
and EMIS allowed to increase the detection of bacteriospermia. Opportunistic pathogens with abundant growth or their various 
combinations can serve as a factor in the development of pathospermia. It is possible to distinguish an active infection from 
commensal microflora or sample contamination not only by the presence of bacteria in the ejaculate and their quantitative 
accounting, but also by the degree of damage to the function of spermatozoa and pathological changes in the parameters of 
the ejaculate, by combining diagnostic methods. Most often, in the presence of bacteria in the ejaculate, asthenozoospermia is 
diagnosed.

K e y  w o r d s :  bacteriospermia; adolescents; varicocele; ejaculate; spermatozoa; male infertility.
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Введение. Во всем мире в последние десятилетия 
наблюдается устойчивая тенденция к увеличению коли-
чества бесплодных пар и нарастанию мужского фактора 
в нарушении репродуктивной функции [1-4]. Многие 
патологические процессы репродуктивной сферы муж-
чин начинают формироваться уже в раннем детстве или 
в подростковом периоде и одним из таких заболеваний 
является варикоцеле, которое развивается в результате 
варикозного расширения вен семенного канатика и яв-
ляется наиболее частой причиной мужского бесплодия 
[5-8]. Негативное влияние варикоцеле на тестикуляр-
ную ткань складывается из развивающейся в результате 
нарушения оттока венозной крови ишемии, гипоксии, 
гипертермии, что ведёт к нарушению сперматогенеза, 
снижению синтеза тестостерона, развитию инфертиль-
ности [8-13]. Дополнительную роль в формировании 
бесплодия при варикоцеле могут играть другие факто-
ры, напрямую не связанные с патогенезом варикоцеле, 
но усугубляющие патоспермию. Таким фактором может 
являться бактериоспермия, причём инфекционная этио-
логия вызывает около 15% случаев мужского бесплодия 
[1, 14]. Инфекции, передающиеся половым путём, име-
ют, как правило, выраженную клиническую картину, до-
статочно легко диагностируются и роль таких микроор-
ганизмов в патологическом влиянии на сперматозоиды 
хорошо известна, поскольку более ранние исследования 
бактерий в эякуляте сосредоточены на обнаружении, 
идентификации и определении воздействия на параме-
тры спермы облигатных патогенов [2, 3, 15-20].

Сперма не является стерильной и может содержать 
большое количество микроорганизмов, которые могут 
быть коменсаллами или контаминатами [15, 17, 20-22]. 
До сих пор не известно, связан ли микробиом спермы 
с мужской фертильностью или качеством спермы [23]. 
Поскольку многие микроорганизмы, обнаруживаемые 
в эякуляте, являются условно-патогенными (УПМ) для 
доказательства их участия в патологическом процес-
се недостаточно только определения их присутствия в 
сперме [17]. Некоторыми авторами утверждается, что 
бессимптомная бактериоспермия может являться причи-
ной бесплодия [24]. Предполагается, что фертильность 
при наличии бактерий в эякуляте может быть нарушена 
разными механизмами и на разных уровнях: развитие 
воспаления, дисфункция добавочных желез и непрохо-
димость эпидидимиса, непосредственное действие на 
сперматозоиды (фрагментация ДНК, нарушение акро-
сомной реакции, повреждение митохондрий, снижение 

прогрессивной подвижности), нарушение сперматогене-
за путём прямой конкуренции за питательные вещества, 
производство бактериями токсических промежуточных 
продуктов метаболизма или эндотоксинов, изменение 
физико-химических параметров эякулята, иммуноопос-
редованное действие с появлением антиспермальных 
антител (АСАТ) [17-19, 22, 25-33]. Убедительные до-
казательства, указывающие на то, что бессимптомная 
бактериоспермия может служить этиопатогенетическим 
фактором, способным оказать негативное влияние на ка-
чество эякулята и стать причиной мужского бесплодия 
отсутствуют и сложно оценить влияние бессимптомной 
инфекции на фертильность [2, 18, 27, 33, 34].

Учитывая обследуемый контингент, предполагается, 
что подростки ещё не получают микроорганизмы по-
средством половых контактов, о чём свидетельствует от-
сутствие клинических проявлений заболеваний переда-
ющихся половым путём, предоставляется возможность 
определения влияния на фертильные свойства эякулята 
бессимптомной бактериоспермии, обусловленной, как 
правило, УПМ [15, 19, 35].

Поскольку клиническое значение бессимптомной 
бактериоспермии остается неясным, а выявление бакте-
рий в сперме без оценки параметров эякулята не даёт 
представления о степени повреждения сперматозоидов, 
необходима комплексная оценка не только наличия бак-
терий в эякуляте, но и изменений показателей спермо-
граммы.

Цель исследования: выявить частоту встречаемости 
бактериоспермии у подростков с левосторонним вари-
коцеле, оценить видовой состав бактерий в эякуляте, 
определить патологические изменения параметров эя-
кулята при бактериоспермии.

Материал и методы. Выполнено нерандомизиро-
ванное когортное наблюдательное сравнительное неин-
тервенционное исследование на базе ГАУЗ СО «КДЦ». 
Критерии включения: возраст 17 лет, левостороннее 
варикоцеле. Критерии исключения: наличие признаков 
инфекционно-воспалительного процесса урогениталь-
ного тракта, азооспермия, отказ от исследования. Иссле-
дованы эякуляты у 100 подростков с левосторонним ва-
рикоцеле и у 30 подростков без варикоцеле в возрасте 17 
лет. Все обследуемые и их законные представители дали 
информированное согласие на участие в исследовании. 
ВОЗ до сих пор не разработала руководящих принципов 
по показаниям для выполнения бактериологического 
исследования эякулята [31]. Принятый стандарт оценки 
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микробиома мужских половых путей использует куль-
туральный метод [17, 18, 36]. После предварительного 
мочеиспускания образцы спермы собирали путём ма-
стурбации после 3-5 дней воздержания. Перед сбором 
эякулята обследуемым даны инструкции о необходи-
мости выполнения процедур для предотвращения кон-
таминации образцов. Пациенты должны помыть руки 
и пенис с мылом, сперма эякулировалась в стерильный 
контейнер [15, 28, 37].

Культуральный метод. Для первичного посева ме-
тодом истощающего мазка материал засевали стериль-
ной бактериологической петлёй на кровяно-дрожжевой 
и шоколадный агар. Культивировали при 350 С. Для соз-
дания анаэробных условий шоколадный агар помещали 
в анаэростат. Через 16-18 ч чашки просматривали и при 
отсутствии роста выдерживали до 48 часов. Оценку вы-
росших колоний проводили полуколичественным мето-
дом с оценкой по крестам (табл. 1).

Для видовой идентификации использован метод 
время-пролётной масс-спектрометрии, позволяющий 
проводить протеомный анализ с предварительной де-
градацией лазером. Исследования выполнены на масс-
спектрометре MicroFlex LT Maldi-ToF (Bruker, Герма-
ния). Колонию вносили в ячейку мишени, тщательно 
растирали, просушивали и наносили матрикс. Подго-
товленный образец подвергали воздействию лазера и 
учитывали показания.

Оценку параметров эякулята и структуры спермато-
зоидов исследовали методом спермограммы и электрон-
но-микроскопическим исследованием сперматозоидов 
(ЭМИС).

Спермограмма выполнена в соответствии со стан-
дартами 5-й редакции ВОЗ, опубликованной в 2010 г. 
[40]. При выполнении спермограммы оценивали такие 
параметры эякулята, как объём спермы (мл), концен-
трация сперматозоидов (млн/мл), общее количество 
сперматозоидов (млн), кислотность, вязкость, наличие 
слизи, агрегации, агглютинации, лейкоцитов, амилоид-
ных телец, прогрессивная подвижность, общая подвиж-
ность, морфология сперматозоидов.

Для ЭМИС эякулят фиксировали в 2,5% растворе 
глютаральдегида, после чего образец центрифугировали 
и полученный осадок помещали для последующей до-
фиксации в 1% раствор 4-х окиси осмия. Затем образец 
проводили через спирты возрастающей концентрации и 
полимеризовали в аралдитовой смоле при температуре 
600 С. Ультратонкие срезы получали на ультратоме Leica 
EM UC6, контрастировали цитратом свинца и исследо-
вали в электронном микроскопе Morgagni 268 при уско-
ряющем напряжении 70 киловольт. Строение спермато-
зоидов оценивали на продольных и поперечных срезах 
по следующим параметрам: форма ядра и состояние 

хроматина (степень компактизации, наличие вакуолей и 
очагов деструкции), наличие акросомы, её локализация, 
размер и состояние, структура центриолей и аксонемы 
(количественные и качественные характеристики дупле-
тов, денеиновых ручек), структура и локализация мито-
хондрий, плотных фибрилл, волокон фиброзного слоя, 
наличие цитоплазматической капли и её локализация.

Статистический анализ выполнен с использованием 
компьютерной программы Statistica 10.0 (StatSoft Inc., 
США). С помощью критерия χ2 определена оценка нор-
мальности распределения. В виде средних арифметиче-
ских значений и стандартных отклонений представле-
ны количественные показатели (M±SD). Коэффициент 
Стьюдента применялся при оценке достоверности раз-
личий, для установления корреляционных взаимосвязей 
показателей использован линейный коэффициент корре-
ляции Пирсона. Различия результатов считали статисти-
чески значимыми при уровне значимости p<0,05.

Результаты. Культуральным методом на питатель-
ных средах у подростков с варикоцеле и без варикоце-
ле в эякуляте обнаружены следующие виды бактерий 
(табл. 2).

Частота выявления бактерий в эякуляте культураль-
ным методом одинакова у подростков обеих групп. У 
подростков с варикоцеле статистически значимо чаще 
выявлен умеренный рост C. glucuronolyticum по срав-
нению с подростками без варикоцеле. Бактерии в мо-
нокультуре выявлены в эякуляте обследуемых обеих 
групп, ассоциации бактерий – только у подростков с ва-
рикоцеле. При выполнении спермограммы и ЭМИС по-
мимо оценки параметров эякулята и морфологии спер-
матозоидов обнаружены бактерии.

Подростки с варикоцеле. Наиболее выраженные 
изменения показателей эякулята выявлены у трёх чело-
век, у которых при бактериологическом исследовании 
определён обильный рост Staphylococcus haemolyticus и 
Streptococcus anginosus, при этом в спермограмме у всех 
троих определена астенозооспермия со снижением всех 
видов подвижности. Из них в одном случае нарушение 
подвижности сочеталось с олигозооспермией и ещё в 
одном – с олиготератозооспермией. Бактерии обнару-
жены в спермограмме, при этом отмечались признаки 
воспалительной реакции – наличие сегментоядерных 
нейтрофилов, тяжей слизи. При ЭМИС в сперматозои-
дах обнаружены повреждения хроматина, акросомы в 
головках и митохондрий в жгутиках, бактерии.

Снижение прогрессивной подвижности сперматозо-
идов зафиксировано в шести случаях, когда культураль-
ным методом исследования эякулята выявлен обильный 
рост C. glucuronolyticum, при смешанном росте S. epider-
midis и C. minitissimum, сопровожающийся вискозипати-
ей эякулята. Методом ЭМИС обнаружены повреждения 

Т а б л и ц а  1
 Полуколичественный учёт колоний [38, 39]

Рост на пластинчатых средах Ответ

1-5 колоний Единичные колонии

Рост в первом квадрате (скудный рост во втором квадрате не учитывается) «+», скудный рост

Рост во втором квадрате (скудный рост в третьем квадрате не учитывается) «++», умеренный рост

Рост в третьем квадрате (скудный рост в четвёртом квадрате не учитывается) «+++», обильный рост

Рост в четвёртом квадрате «++++», обильный рост
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митохондрий и акросомы, только в трёх случаях выяв-
лены бактерии. В тех случаях, когда бактерии методом 
электронной микроскопии не обнаружены, при посеве 
диагностирован скудный рост микроорганизмов. Это 
связано с различной чувствительностью методов: при 
микроскопии бактерии определяют при их титре >105 
КОЕ/мл, культуральным методом – при >102 КОЕ/мл.

В шести случаях выявлен скудный рост C. glucurono-
lyticum, при этом в спермограмме диагностирована нор-
мозооспермия. Бактерии в спермограмме обнаружены в 
трёх случаях. Методом ЭМИС в этих случаях определе-
на типичная ультраструктура сперматозоидов, бактерии 
не обнаружены.

Умеренный рост выявлен у нескольких видов бакте-
рий: C. glucuronolyticum (6 случаев, статистически зна-
чимое отличие от подростков без варикоцеле), E. faecalis 
(3 случая), ассоциация E. faecalis и E. coli (3 случая). В 
трёх случаях, когда диагностирована C. glucuronolyti-
cum, определена и астенозооспермия, в остальных слу-
чаях определена олигоспермия при нормальных осталь-
ных показателях. При астенозооспермии при ЭМИС 
обнаружены повреждения митохондрий, обилие слизи, 
единичные сегментоядерные нейтрофилы и бактерии. 
В остальных пробах ультраструктура митохондрий без 
особенностей, но обнаружены тяжи слизи, единичные 
сегментоядерные нейтрофилы и клетки плоского эпите-
лия с адгезированными на них бактериями. В случаях 
наличия только E. faecalis или ассоциации E. faecalis и 
E. coli диагностирована нормозооспермия, но при ассо-
циации бактерий единичные микроорганизмы обнару-
жены при ЭМИС.

Методом спермограммы (при отрицательном ре-
зультате посева) бактерии в небольшом количестве об-
наружены у четырёх человек, в умеренном количестве 
у двух человек. Вероятно, обнаружены некультивиру-
емые формы в титре >105 КОЕ/мл. При этом во всех 
этих случаях отмечается астенозооспермия, причём у 
двух человек с умеренной бактериоспермией снижены 
все категории подвижности, обнаружены лейкоциты в 
эякуляте. У остальных четырёх человек зафиксирована 

олигоспермия и снижение категории подвижности «А». 
При ЭМИС во всех этих случаях бактерии не обнаруже-
ны, но определено повреждение митохондрий, наличие 
тяжей слизи, сегментоядерные нейтрофилы выявлены 
только у двух человек, что и в спермограмме.

Методом ЭМИС бактерии в эякуляте обнаружены у 
12 человек, причём у 6-ти человек обнаружены единич-
ные бактерии или отмечается их адгезия на эпителиаль-
ных клетках, что может расцениваться как контамина-
ция образца эякулята бактериями кожных покровов (см. 
рисунок, а). При этом диагностирована нормозооспер-
мия как в спермограмме, так и при электронно-микро-
скопическом исследовании эякулята. В остальных 6-ти 
случаях в спермограмме определена астенозооспермия, 
сопровождающаяся снижением всех видов подвижно-
сти сперматозоидов, вискозипатия эякулята. При ЭМИС 
обнаружены повреждения акросомы, митохондрий, на-
личие крупных колоний бактерий (см. рисунок, б) и сег-
ментоядерных нейтрофилов.

В 3-х случаях бактерии в эякуляте обнаружены при 
выполнении спермограммы и ЭМИС, результаты бакте-
риологического исследования отрицательны. При этом в 
спермограмме диагностирована нормозооспермия и не-
большое количество бактерий. При ЭМИС выявлена ти-
пичная структура сперматозоидов, единичные бактерии 
адгезированы на клетках плоского эпителия.

Подростки без варикоцеле. У четырёх человек в по-
севе эякулята выявлен скудный рост C. glucuronolyticum, 
при этом только в одном из этих случаев в спермограм-
ме зафиксировано снижение поступательного движения 
сперматозоидов, в остальных трёх случаях выявлена 
олигоспермия, все остальные параметры эякулята в пре-
делах нормы. Методом ЭМИС диагностирована нормо-
зооспермия. В спермограмме и при электронно-микро-
скопическом исследовании эякулята бактерии в этих 
случаях не обнаружены.

Скудный рост S. epidermidis определён у двух чело-
век. В спермограмме этих подростков диагностирована 
нормозооспермия, но при этом выявлены единичные 
лейкоциты и бактерии. При ЭМИС определена типич-

  Т а б л и ц а  2
Бактерии, обнаруженные в эякуляте подростков

Вид бактерий Характер роста
Частота встречаемости

Подростки с варикоцеле, 
n=100

Подростки без варикоцеле, 
n=30

Corynebacterium glucuronolyticum 
(Гр+ палочки)

«+»
«++»

«+++»

6(6%)
6(6%)*
3(3%)

4(13,3%)
-
-

Enterococcus faecalis (Гр+кокки) «++» 3(3%) -

Escherichia coli (Гр-палочки) «++» - 2(6,6%)

Staphylococcus epidermidis (Гр+кокки) «+» - 2(6,6%)

Mixt

Staphylococcus haemolyticus (Гр+кокки)/Streptococcus  
anginosus (Гр+кокки)

«+++»/«+++» 3(3%) -

Staphylococcus epidermidis (Гр+кокки)/ / Corynebacterium  
minitissimum (Гр+ палочки)

«+»/ед. колонии 3(3%) -

Enterococcus faecalis (Гр+кокки)/Escherichia coli (Гр-палочки) «++»/«++» 3(3%) -

Итого: 27(27%) 8(26,6%)

Примечание. * - достоверно значимые различия (р<0,05).
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ная ультраструктура сперматозоидов, единичные бакте-
рии адгезированы на клетках плоского эпителия.

Ещё в двух случаях на питательных средах выявлены 
E. coli, умеренный рост. При оценке параметров эякуля-

та в спермограмме диагностирована астенозооспермия, 
вискозипатия, при ЭМИС – повреждение митохондрий 
в среднем отделе жгутика, при этом бактерии в эякуляте 
этими методами не обнаружены. Ещё у двух подростков 
в спермограмме в небольшом количестве обнаружены 
бактерии, при этом зафиксирована нормозооспермия и 
в одном случае олигоспермия. На ультраструктурном 
уровне определена нормозооспермия, бактерии при 
этом виде исследования не обнаружены, также, как и 
при посеве в этих двух случаях. Частота диагностики 
бактериоспермии разными методами представлена в 
табл. 3.

Применение нескольких методов диагностики бак-
териоспермии существенно повысило выявляемость 
микрофлоры в эякуляте у подростков обеих групп.

Патологические изменения показателей спермограм-
мы при наличии бактерий представлены в табл. 4 (следу-
ет учитывать возможность комбинации различных видов 
патологических изменений параметров эякулята). При 
этом результаты оценки сперматозоидов методом ЭМИС 
не учитывались, так как они носят вспомогательный ха-
рактер более детальной оценки патологических измене-
ний сперматозоидов, а не всех параметров эякулята.

У подростков с варикоцеле в большом количестве слу-
чаев выявлены различные варианты патологических из-
менений параметров эякулята, но статистически значимо 
чаще диагностирована только вискозипатия эякулята.

Обсуждение. По результатам бактериологического 
исследования эякулята у подростков не обнаружены па-
тогенные микроорганизмы, выявлены следующие виды 
бактерий: E. coli, E. faecalis, относящиеся к приоритет-
ным уропатогенам [38,41], C. glucuronolyticum, C. mini-
tissimum, S. anginosus, относящиеся к УПМ, в том числе 
урогенитального тракта мужчин [42–44]. Обнаружен S. 
epidermidis, являющийся, преимущественно, сапрофит-
ной микрофлорой, но может быть и УПМ в определён-
ных случаях [42]. Роль таких микроорганизмов как S. 
haemolyticus в возможности вызвать инфекцию уроге-
нитального тракта недостаточно изучена [43].

Наиболее выраженные изменения сперматозоидов 
выявлены при наличии в эякуляте S. haemolyticus, S. an-
ginosus, C. glucuronolyticum, когда отмечался обильный 

Бактерии в эякуляте. 
а – фрагмент клетки плоского эпителия (1), адгезия бактерий (2). Ув.х 3500; б – колония бактерий (1), сегментоядерный нейтрофил (2), фагоцитоз 
бактерий (3). Ув. х 2800.

а б

Т а б л и ц а  3 
Частота выявления бактериоспермии  разными методами

Метод диагностики  
бактериоспермии

Частота выявления бактериоспермии

Подростки  
с варикоцеле, n=100

Подростки без 
варикоцеле, n=30

Посев эякулята 9 4

Спермограмма 6 2

ЭМИС 12 -

Посев эякулята  
и спермограмма

3 2

Посев эякулята и ЭМИС 12 -

Спермограмма и ЭМИС 3 -

Посев эякулята,  
спермограмма, ЭМИС

3 2

Всего 48(48%) 10(33,3%)

Т а б л и ц а  4
Патологические изменения показателей спермограммы при 

бактериоспермии

Вариант заключения спер-
мограммы

Частота выявления

Подростки  
с варикоцеле, n=100

Подростки без 
варикоцеле, n=30

Нормозооспермия 24 (24%) 7 (23,3%)

Астенозооспермия 22(22%) 3 (10%)

Олигоастенозооспермия 1(1%) -

Олиготератозооспермия 1(1%) -

Олигоспермия 10 (10%) 4(13,3%)

Вискозипатия 18 (18%)* 2(6,6%)*

П р и м е ч а н и е .  * – достоверно значимые различия (р<0,05).
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рост этих микроорганизмов на питательных средах, при 
ассоциации S. epidermidis и C. minitissimum, хотя зафик-
сирован их скудный рост. В спермограмме в этих слу-
чаях диагностирована астенозооспермия, олигозооспер-
мия, признаки воспаления (наличие сегментоядерных 
нейтрофилов, тяжей слизи). При ЭМИС обнаружены 
повреждения хроматина и акросомы в головках сперма-
тозоидов, набухание митохондрий, деструкция крист в 
среднем отделе жгутиков.

 Астенозооспермия зафиксирована и в случаях уме-
ренного роста C. glucuronolyticum.

Наличие УПМ E. coli и E. faecalis даже при умерен-
ном росте не привели к патологическим изменениям па-
раметров эякулята у подростков с варикоцеле, в то время 
как, у подростков без варикоцеле диагностировано на-
рушение подвижности сперматозоидов.

Наиболее часто при бактериоспермии диагностирует-
ся нарушение подвижности сперматозоидов, что может 
быть обусловлено прямым цитотоксическим действием 
на сперматозоиды продуктов метаболизма бактерий, и из-
менением в результате этого физико-химических свойств 
эякулята, в частности, изменением уровня pH семенной 
жидкости, снижение или повышение которого оказывает 
негативное воздействие на сперматозоиды. Подвижность 
сперматозоидов может быть нарушена в результате кон-
такта между пилями бактерий и жгутиками сперматозо-
идов за счёт усиления их адгезионных свойств, обуслов-
ленных активацией рецепторов маннозы на поверхности 
жгутиков [21, 35]. К нарушению подвижности спермато-
зоидов может вести и повышенное образование агглюти-
нирующих антиспермальных антител, опосредованное 
перекрёстной реактивностью к антигенам бактерий и 
сперматозоидов [3, 25, 41]. Эндотоксины бактерий спо-
собны запускать экспрессию Toll-подобных рецепторов 
на мембранах сперматозоидов, что на фоне избыточной 
продукции АФК (активных форм кислорода) при воспа-
лении, активации запрограммированной гибели клеток 
и усилении перекисного окисления липидов проводит к 
утечке цитохромов, активации киназ и накоплению моно-
меров YL-1, вызывающих деполяризацию мембран мито-
хондрий [29]. Адгезия бактерий, воздействие их токсинов 
может приводить к разрыву мембран митохондрий как 
наиболее уязвимых, повреждению ядерной мембраны, 
мембраны акросомы, что и было диагностировано при 
выполнении ЭМИС.

Олигозооспермия и олигоспермия, диагностирован-
ные в ряде случаев, вероятнее всего не связаны с нали-
чием бактерий в эякуляте, а обусловлены ещё не устано-
вившимися в полной мере сперматогенезом и функцией 
добавочных половых желез у подростков. О нарушении 
сперматогенеза бактериями и их токсинами могло бы 
свидетельствовать наличие большого количества ано-
мальных форм сперматозоидов, как результат поврежде-
ния сперматогенного эпителия в семенных канальцах. В 
нашем исследовании сперматозоиды, как правило, име-
ют нормальную морфологию, а выявленные изменения 
затрагивают правильно сформированные органеллы. 
Скорее всего, негативное влияние бактериоспермии на 
сперматозоиды происходит в дистальных, нестериль-
ных отделах урогенитального тракта.

Маркёром инфекционного процесса и воспалитель-
ной реакции любой локализации служит, как правило, 
наличие лейкоцитов [2, 18, 20, 35]. В проведённом ис-
следовании лейкоциты выявлены в спермограмме и при 
ЭМИС, но не во всех случаях они отражали наличие 

инфекционного процесса. Количество сегментоядерных 
нейтрофилов в семенной жидкости, помимо инфекции, 
может увеличиваться при курении, приёме лекарствен-
ных средств, физической активности, при варикоцеле 
[26]. Лейкоцитоспермия не может являться информа-
тивным прогностическим тестом, особенно в случаях 
бессимптомной бактериоспермии.

Повышение количества слизи в эякуляте может рас-
сматриваться в качестве показателя присутствия бак-
терий и обусловленной ими воспалительной реакции, 
приводящей к дисфункции семенных пузырьков и пред-
стательной железы. Вискозипатия эякулята диагности-
рована в 18% случаев у подростков с варикоцеле и в 
статистически значимо меньшем количестве случаев у 
подростков без варикоцеле при бактериоспермии. Чаще 
всего повышение вязкости эякулята отмечено в случаях 
выраженной бактериоспермии. У подростков вискози-
патия эякулята может быть обусловлена неустановив-
шейся функцией вспомогательных желез, о чем свиде-
тельствует наличие повышенного количества слизи, и 
незначительным количеством бактерий без признаков 
воспалительной реакции.

Можно предположить, что выявление изменений 
параметров эякулята при наличии бактерий может сви-
детельствовать о бессимптомной инфекции, в то время 
как присутствие даже УПМ без изменения спермато-
зоидов может трактоваться как контаминация образца. 
Выявление патологических изменений в спермограмме 
при наличии УПМ, позволяет предположить, что пато-
логический процесс обусловлен повышенным количе-
ством бактерий (как правило, в этих случаях наблюдал-
ся обильный рост микроорганизмов) или ассоциацией 
различных видов бактерий, что может оказывать более 
неблагоприятное влияние на параметры спермы.

Необходимо учитывать, что простое присутствие 
бактерий в эякуляте уже может привести к ухудшению 
его качества, а хроническая бессимптомная инфекция 
может оказывать длительное негативное влияние на 
сперматогенез, проходимость семявыносящих и семя-
выбрасывающих протоков и инициировать формирова-
ние инфертильности.

У подростков с варикоцеле, сперматогенез изначаль-
но находится в неблагоприятных условиях, а наличие 
бактерий в эякуляте делает его ещё более уязвимым.

Выявление бактерий в эякуляте должно быть частью 
диагностики, и, возможно, в ряде случаев требовать ле-
чения с целью профилактики мужского бесплодия уже в 
подростковом возрасте. 

Заключение. Бактериологическим методом установ-
лена высокая распространённость в эякуляте грамполо-
жительных кокков, относящихся к нормальной микро-
флоре кожи.

Включение культуральной диагностики в комплекс 
исследования эякулята позволит значительно повысить 
выявление бактериоспермии.

УПМ при обильном росте или их различных комби-
нациях могут служить фактором развития патоспермии.

Отличить активную инфекцию от комменсальной 
микрофлоры или контаминации образца можно не толь-
ко по наличию бактерий в эякуляте и их количеству, но 
и по степени повреждения функции сперматозоидов и 
патологическим изменениям параметров эякулята при 
использовании различных методов диагностики.

Наиболее часто при наличии бактерий в эякуляте 
диагностирована астенозооспермия.
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ВЗАИМОСВЯЗИ МАРКЕРНЫХ ПАРОДОНТОПАТОГЕНОВ С УРОВНЕМ СЕКРЕЦИИ 
ИММУННОГО КОМПОНЕНТА SCD14 ПРИ ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ 
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Липополисахарид клеточной стенки грамотрицательных бактерий является высокоактивным биологическим веще-
ством: взаимодействие его с толл-лайк рецепторами-4 (TLR-4) клеток миелоидного ряда приводит к активации ка-
скада воспалительных реакций, что сопровождается выбросом растворимого рецептора CD14 (sCD14), который мож-
но рассматривать не только как маркер активации клеток эндотоксином, но и как маркер микробной транслокации. 
Цель работы – оценка уровня секреции sCD14 в образцах отделяемого зубодесневого кармана при воспалительных за-
болеваниях пародонта и его взаимосвязь с маркерными пародонтопатогенами. Получены смывы зубодесневого карма-
на (88 образцов) пациентов с хроническим пародонтитом и интактным пародонтом. С помощью ИФА определяли со-
держание sCD14, в ходе ПЦР в режиме реального времени выделяли маркёрные пародонтопатогены: Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia, Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Candida 
albicans. Выявлены различия в уровне секреции sCD14 по группам: при хроническом пародонтите его содержание в 8,5 раз 
выше, чем в группе контроля и составило 17,2±4,06 нг/мл (p=0,006). Частота выявления генов пародонтопатогенных 
бактерий составила 89,3% у пациентов с пародонтитом и 31,25% в группе с интактным пародонтом. Интересная за-
висимость выявления пародонтопатогенных бактерий в группе пациентов с хроническим пародонтитом установлена в 
зависимости от содержания sCD14. При высоких концентрациях растворимого корецептора выделялось большее количе-
ство пародонтопатогенных бактерий I и II порядка. При воспалительных заболеваниях пародонта изменяются процес-
сы синтеза sCD14, что, вероятно, обусловлено колонизацией пародонтопатогенных бактерий и действием их токсинов и 
факторов агрессии. Взаимосвязи маркёрных пародонтопатогенов с уровнем секреции sCD14 и его влияние на структуру 
пародонтального индекса отражают сдвиги в процессах репаративной регенерации слизистой оболочки ротовой по-
лости и регуляции местного иммунитета в ответ на микробную инвазию.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  микробиота ротовой полости; sCD14; неспецифические факторы защиты; воспалительные за-
болевания пародонта; пародонтопатогенные бактерии.
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Davidovich N.V., Galieva A.S., Opravin A.S., Gagarina T.Yu., Malygina O.G., Leikhter S.N., Bashilova E.N., Bazhukova T.A.
CORRELATION OF MARKER PERIODONTOPATHOGENIC BACTERIA WITH THE IMMUNE COMPONENT 
SCD14 SECRETION LEVEL IN INFLAMMATORY PERIODONTAL DISEASES
FSBEI HE Northern State Medical University (Arkhangelsk) of the Ministry of Health of the Russian Federation, 163000, 
Arkhangelsk, Russia
Lipopolysaccharide of the cell wall of gram-negative bacteria is a highly active biological substance: its interaction with toll-like 
receptors-4 (TLR-4) of myeloid cells leads to the activation of a cascade of inflammatory reactions, which is accompanied by 
the release of the soluble CD14 receptor (sCD14), which can be considered not only as a marker of cell activation by endotoxin, 
but also as a marker of microbial translocation. The aim of the work was to assess the prognostic significance of the sCD14 level 
in the samples of the periodontal pocket in inflammatory periodontal diseases and the relationship of its secretion with marker 
periodontopathogens. For the study, washes were obtained from the periodontal pocket (88 samples in total) from patients with 
chronic periodontitis and intact periodontium. The sCD14 content was determined by ELISA; during real-time PCR, the marker 
periodontopathogens Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia, Treponema denticola, Porphyromonas 
gingivalis, Prevotella intermedia, and Candida albicans were isolated. The study revealed differences in the level of sCD14 secretion 
by groups: in chronic periodontitis, its content was 8,5 times higher than in the control group and amounted to 17,2±4,06 ng/
ml (p=0,006). The frequency of detecting genes of periodontal pathogenic bacteria was 89,3% in patients with periodontitis and 
31,25% in the group with intact periodontium. An interesting dependence of the detection of periodontal pathogenic bacteria in 
the group of patients with chronic periodontitis was established depending on the content of sCD14. Thus, at high concentrations of 
soluble coreceptor, a greater number of periodontopathogenic bacteria of the I and II orders were released. Thus, in inflammatory 
periodontal diseases, the processes of sCD14 synthesis change, which is probably due to the colonization of periodontal pathogenic 
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bacteria and the action of their toxins and aggression factors. The relationship of marker periodontopathogens with the level of 
secretion of the immune component sCD14 and its effect on the structure of the periodontal index reflect shifts in the processes of 
reparative regeneration of the oral mucosa and the regulation of local immunity in response to microbial invasion.

K e y  w o r d s :  oral microbiota; sCD14; nonspecific protective factors; inflammatory periodontal diseases; periodontal patho-
genic bacteria.
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Введение. Микробиота ротовой полости обладает 
высоким потенциалом к саморегуляции и поддержанию 
эндоэкологического гомеостаза, обеспечивая колониза-
ционную резистентность и формирование многих не-
специфических и иммунных защитных реакций [1]. Ос-
новные показатели резистентности организма, включaя 
специфические и неспецифические компоненты, кле-
точные и гуморальные механизмы, функционируя в 
тесной взaимосвязи, обеспечивают устойчивость тканей 
полости рта, в том числе, и пародонта, к агрессивному 
воздействию продуктов жизнедеятельности микроорга-
низмов. Дисбаланс микробиоты биотопов полости рта, 
сдвиги в процессах иммунного реагирования, лежат в 
основе патологических процессов, ведущих к развитию 
и прогрессированию воспалительных заболеваний па-
родонта (ВЗП) [2, 3].

Проблемными бактериями, отвечающими за воз-
никновение и прогрессирование ВЗП является грамо-
трицательная анаэробная микрофлора: Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans, Рorphyromonas gingivalis, Fu-
sobacterium nucleatum, Treponema denticola, отличаю-
щиеся высокими адгезивными, инвазивными, токсиче-
скими свойствами [4]. Нарушению эндоэкологического 
равновесия полости рта способствует эндотоксемия: 
выработка бактериальных токсинов, например, лейко-
цидина, голотоксина, продуктов метаболизма бактерий, 
что способствует повреждению клеток. Вирулентность 
пародонтопатогенных бактерий может способствовать 
прямому токсическому воздействию, приводящему к 
воспалению и деструкции тканей пародонта, и опосре-
дованному, путём стимуляции иммунопатологических 
реакций [5].

Липополисахарид (ЛПС) – основной компонент на-
ружной мембраны грамотрицательных бактерий, явля-
ется высокоaктивным биологическим веществом: при 

его взаимодействии с TLR-4 миелоидных клеток про-
исходит активация каскада воспалительных реакций, 
сопровождающаяся выбросом в кровь растворимого 
рецептора CD14 (sСD14), который является не только 
маркёром активации клеток эндотоксином, но и мар-
кёром микробной транслокации. Воздействуя на анти-
ген дифференцировки моноцитов CD14, являющийся 
первым сигнальным маркёром детекции патоген-ассо-
циированных молекулярных паттернов бактериальной 
природы, sCD14 может оказывать влияние на действие 
ЛПС различными путями: являться промежуточным 
звеном в переносе ЛПС на липопротеины, в результате 
чего происходит нейтрализация ЛПС [6]. sCD14 облегча-
ет активацию ЛПС CD14-негативных клеток, например, 
эпителиальных клеток. Высокая концентрация sCD14 
блокирует ЛПС-индуцированную активацию моноци-
тов [7]. sCD14 играет ключевую роль в регуляции клеточ-
ного ответа на ЛПС: может его как активировать, так и 
ингибировать [8]. Определение концентрации sCD14 при 
ВЗП может отражать состояние резистома полости рта и 
быть прогностическим критерием перехода гингивита в 
пародонтит, тяжести течения ВЗП. Цель исследования –  
оценка уровня секреции растворимого рецептора CD14 в 
образцах отделяемого зубодесневого кармана при вос-
палительных заболеваниях пародонта и его взаимосвязи 
с маркёрными пародонтопатогенами.

Материал и методы. Проведено комплексное сто-
матологическое клинико-лабораторное обследование 
88 человек, постоянно проживающих в Архангельской 
области (г. Северодвинск), по дизайну исследование 
поперечное. Методики включали анкетирование и сто-
матологический осмотр, иммунологический и моле-
кулярно-генетический анализ. Сбор данных выполнен 
в соответствии с международным стандартом GCP и 
по методике, рекомендованной ВОЗ. Протокол прово-
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димого исследования одобрен локальным этическим 
комитетом СГМУ (протокол № 08/11 от 28.11.2018 г.). 
Обследованы 56 больных в возрасте от 18 до 45 лет с 
воспалительными заболеваниями пародонта, находя-
щихся на амбулаторном лечении у врача-стоматолога, 
и 32 человека группы контроля (практически здоро-
вые лица такого же возраста). Критериями включения 
являлись: письменное информированное согласие на 
участие в исследовании; возраст от 18 до 45 лет; хрони-
ческий пародонтит лёгкой и средней степени; удовлет-
ворительный уровень гигиены полости рта. Критерии 
исключения: отсутствие информированного согласия 
пациента; возраст до 18 лет и старше 45 лет. Обследо-
ванные разделены на группы: 1-я группа – пациенты с 
диагнозом «хронический пародонтит» лёгкой и средней 
степени в соответствии с МКБ 10: К05.31 – хрониче-
ский (генерализованный) пародонтит (лёгкая, средняя 
степень) (n=56); 2-я группа – контрольная (пациенты с 
интактным пародонтом) (n=32).

Для оценки распространённости и интенсивности бо-
лезней пародонта использованы индексы: CPI (Community 
Periodontal Index), папиллярно-маргинально-альвеоляр-
ный индекс (РМА), в качестве индекса гигиены полости 
рта – упрощённый индекс Грина-Вермиллиона (OHI-S), 
проводилась регистрация кариозного процесса (КПУ).

В карте обследования для оценки стоматологическо-
го статуса взрослых (ВОЗ, 2013 г.) каждому зубу при-
своен код. Для определения индекса CPI в десневую 
бороздку погружали градуированный металлический 
пуговчатый зонд с шариком на конце, диаметром 0,5 мм 
в области всех зубов. Впоследствии полость рта услов-
но разделена на 6 секстантов, если в секстанте остался 
один зуб, он добавлялся в соседний секстант, а данный 
исключался из исследования. Протокол проведения ис-
следования десневой жидкости: маргинальная десна 
исследуемых зубов изолировалась от слюны и ротовой 
жидкости с помощью ватных валиков. Зубы и окружаю-
щая их десна высушивались струей воздуха.

Клиническим материалом являлось отделяемое зубо-
десневого кармана (ЗДК), полученное в ходе амбулатор-
ного приёма путём аспирации с помощью стерильного 
шприц-тюбика. Полученную пробу центрифугировали 
при 1500 об/мин в течение 20 минут. Аликвоты образцов 
замораживали и хранили при t –800 С до проведения моле-
кулярно-генетических и иммунологических исследований.

Содержание растворимой формы CD14 (sCD14) в отде-
ляемом ЗДК определяли с помощью иммуноферментного 
анализа в одномоментно размороженных пробах согласно 
инструкциям к наборам производителя («Hycult Biotech», 
Нидерланды). Оптическую плотность содержимого яче-
ек планшета измеряли и регистрировали на фотометре 
«Multiscan EX» («Thermo Fisher Scientific», США). Ре-
зультаты рассчитывали в соответствии с прилагаемыми 
к наборам инструкциями по калибровочным кривым, по-
строенным на основании измерения стандартов.

Маркёрные пародонтопатогены Аggregatibacter 
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, 
Tannerella forsythia (пародонтопатогенные бактерии 
I порядка), Treponema denticola, Prevotella intermedia 
(пародонтопатогенные бактерии II порядка), грибы 
Candida albicans выявлялись с помощью метода поли-
меразной цепной реакции в режиме реального време-
ни (РТ-ПЦР) в соответствии с инструкциями к набо-
рам производителя («ПародонтоСкрин», ООО «ДНК-
Технология», Россия).

Статистическая обработка полученных результатов, 
оценка распределения показателей, сравнительный ана-
лиз выборок проведён с помощью пакета программ для 
статистической обработки данных STATA v.12 (Stata 
Corp, TX, USA). Категориальные переменные пред-
ставлены в виде абсолютных чисел (n) и долей (в %), 
количественные – с помощью средней и стандартного 
отклонения для данных с нормальным распределением. 
Достоверность различий между сравниваемыми группа-
ми оценивали с помощью двухвыборочного t-критерия 
Стьюдента. Применялся корреляционный анализ Пир-
сона. Критический уровень статистической значимости 
составил р<0,05.

Результаты. Средние концентрации sCD14 в отделя-
емом зубодесневого кармана составили 2,03±0,6 нг/мл в 
группе контроля и 17,2±4,06 нг/мл в группе пациентов с 
хроническим пародонтитом (p=0,006). Состояние поло-
сти рта у пациентов с воспалительными заболеваниями 
пародонта с учётом индекса CPI, включающего в себя 
оценку кровоточивости дёсен, наличие минерализован-
ных зубных отложений (зубной камень), наличие и глуби-
ну пародонтального кармана, представляло собой следу-
ющее: распространённость признака «кровоточивость» 
составила – 51,8% (n=29), зубной камень зарегистриро-
ван у 66,1% (n=37), пародонтальный карман глубиной 4-5 
мм у 39,3% (n=22), глубиной 6 мм и более у 16,1% (n=9).

При изучении структуры пародонтального индекса, 
признак кровоточивости в группе лиц с воспалительны-
ми заболеваниями пародонта отмечен в 51,8% случаев 
(интенсивность 0,2±0,69 секстанта). Наличие зубного 
камня зарегистрировано в 66,1% случаев (интенсив-
ность 1,56±0,16 секстанта). Пародонтальный карман 
глубиной 4-5 мм выявлен у 39,3% обследованных (ин-
тенсивность 0,84±0,19 секстанта). Карман глубиной 6 
мм и более  при измерении обнаружен у 16,1% лиц (ин-
тенсивность 0,31±0,14 секстанта). При анализе распре-
деления признаков заболевания пародонта по секстан-
там установлено, что наилучшие показатели выявлены 
во втором секстанте, что объясняется эстетической важ-
ностью зубов фронтального отдела верхней челюсти. В 
данном секстанте кровоточивости нет, здоровый паро-
донт у 96,43%. Пародонтальный карман 4-5 мм у 3,6%, 
6 мм и больше у 1,8%. 5 секстант заметно отличается 
большим количеством над- и поддесневых минерали-
зованных зубных отложений (82,4%), пародонтальные 
карманы глубиной 4-5 мм выявлены у 14,3%.

При изучении зависимости концентрации sCD14 от 
индексов гигиены полости рта и состояния пародонта, 
установлены корреляции средней и высокой степени 
между концентрациями sCD14 и изучаемыми индекса-
ми в группе лиц с хроническим пародонтитом, в груп-
пе контроля соответствующих корреляций не выявлено. 
Папиллярно-маргинально-альвеолярный индекс, сте-
пень активности кариозного процесса, активность и вы-
раженность пародонтальных изменений положительно 
коррелировали с повышенным содержанием раствори-
мого корецептора (см. таблицу).

Для установления точек приложения растворимо-
го sCD14 определены маркёры пародонтопатогенных 
микроорганизмов зубодесневого кармана. В группе па-
циентов с диагнозом хронический пародонтит частота 
выявления пародонтопатогенных бактерий составила 
89,3%. Наиболее часто (80,35%) выявлялись маркёры  
P. gingivalis, в 57,1% случаев – T. forsythia, в 50% случаев –  
A. actinomycetemcomitans, в 42,9% случаев – P. intermedia, 
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бактериями I порядка, способствующими развитию вос-
палительной реакции, приводящей к нарушению целост-
ности зубодесневого эпителия и образованию глубоких 
пaродонтальных карманов, стали P. gingivalis, T. forsythia, 
A. actinomycetemcomitans. Выделение данных парадонто-
патогенов и наличие факторов агрессии и эндотоксинов 
ведёт к угнетению местного иммунитета полости рта и 
снижению общей резистентности организма.

Нарушение барьерной функции слизистой оболочки 
и связанное с этим всасывание ЛПС и других микроб-
ных антигенов в системный компартмент ведёт к мас-
сивной воспалительной реакции в тканях пародонта и 
эндотоксемии. Высвобождающийся при инвазии клеток 
ЛПС грамотрицательных бактерий связывается с ЛПС-
связывающим белком, который усиливает связь со спец-
ифическим гликопротеином CD14, экспрессированным 
на мембранах мононуклеарных клеток. Образование 
комплекса ЛПС-ЛПС-связывающий белок-CD14 ведёт к 
активации TLR4-зависимого механизма передачи сигна-
ла, запуская воспалительную реакцию организма в виде 
активации макрофагов и выброса провоспалительных 
цитокинов, после чего CD14 слущивается и переходит в 
растворимоую форму sCD14 [14]. Выявлено достоверное 
превышение средних значений концентрации раство-
римого sCD14 у пациентов с хроническим пародонти-
том (17,2±4,06 нг/мл) по сравнению с группой контроля 
(2,03±0,6 нг/мл, p=0,006). Наши результаты подтвержда-
ют данные предыдущих исследований [15] о роли sCD14 
как маркёра острой фазы при пародонтите, уровень ко-
торого возрастает по мере тяжести течения заболевания. 
Основными функциями белков острой фазы являются 
тканевое восстановление, модуляция коагуляции, ней-
роэндокринная секреция, опсонизация бактерий и уча-
стие в фагоцитозе. Активация фагоцитоза при этом со-
провождается расщеплением sCD14 [16].

в 28,6% случаев – Т. denticola, в 10,7% случаев – C. al-
bicans. Ассоциации пародонтопатогенов выявлены у 26 
пациентов (46,4%), наиболее часто встречались комби-
нации P. gingivalis и A. actinomycetemcomitans – у 39,3%, 
P. gingivalis и T. forsythia – у 33,9%, P. intermedia и Т. 
denticola – у 16%.

В контрольной группе (с интактным пародонтом) 
пародонтопатогенная микрофлора выявлена у 10 об-
следованных (31,25%). На первом месте по встреча-
емости – P. intermedia (в 15,6%), Т. denticola – в 9,4%, 
A. actinomycetemcomitans и T. forsythia в 3,1%, соответ-
ственно. В целом низкое содержание sCD14 десневой 
жидкости у лиц контрольной группы имело интересную 
особенность: внутри подгруппы с выделенными па-
родонтопатогенами содержание sCD14 почти в 1,5 раза 
выше по сравнению с обследованными контрольной 
группы с отрицательным результатом ПЦР-диагностики 
пародонтопатогенов.

Интересная зависимость в содержании sCD14 (бо-
лее или менее 15 нг/мл) наблюдалась при различной 
встречаемости пародонтопатогенных бактерий в группе 
пациентов с хроническим пародонтитом. При высоких 
концентрациях растворимого корецептора выделялось 
большее количество пародонтопатогенных бактерий I и 
II порядка (см. рисунок).

При установлении структуры пародонтального ин-
декса в зависимости от выделяемых в зубодесневом 
кармане микроорганизмов, обнаружено, что в группе 
пациентов с хроническим пародонтитом при признаке 
«кровоточивость дёсен» выделялись пародонтопатоген-
ные бактерии: A. actinomycetemcomitans в 53,57% случа-
ев, P. gingivalis в 44,6%, T. forsythia в 37,5%. В меньшей 
степени за кровоточивость отвечали P. intermedia и Т. 
denticola – по 21,4%, соответственно. Признак «зубной 
камень» в 85,7% случаев ассоциировался с выделени-
ем P. gingivalis. При глубине пародонтального кармана 
4-5 мм выделены P. gingivalis – в 35,7%, T. forsythia – 
в 32,14%, A. actinomycetemcomitans – в 21,4% случаев. 
При наличии глубоких пародонтальных карманов (6 мм 
и более) выделены ассоциации пародонтопатогенов: 
P. gingivalis с T. forsythia в 10,7%, P. gingivalis с T. for-
sythia и A. actinomycetemcomitans в 5,3% случаев.

Обсуждение. Теории развития и прогрессирования 
ВЗП включают воспалительно-дистро-
фическую и иммунную. Микроорга-
низмы полости рта оказывают мощное 
позитивное модулирующее действие 
на иммунную систему организма, обе-
спечивая колонизационную резистент-
ность, но с другой стороны обеспе-
чивают накопление в зубной бляшке 
адъювантов и иммуносупрессивных 
агентов, воздействующих токсически 
на ткани десны и пародонт [9 – 11].

Деструктивные изменения паро-
донта в большей степени определя-
ются высокими инвазивными, адге-
зивными и токсическими свойства-
ми пародонтопатогенных бактерий  
P. gingivalis и T. forsythia [12, 13]. В на-
шем исследовании среди пациентов с 
диагнозом хронический пародонтит 
частота выявления пародонтопатоген-
ных бактерий составила 89,3%. При-
оритетными пародонтопатогенными 

Корреляция уровня sCD14 отделяемого зубодесневого  
кармана с индексами гигиены полости рта у лиц  

с хроническим пародонтитом (n=56)

Признак OHI-S РМА CPI КПУ

sCD14, нг/мл r=0,41
p=0,006

r=0,72
p=0,008

r=0,78
p<0,001
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sCD14>15 / sCD14 15 /

Частота встречаемости пародонтопатогенных бактерий при уровнях секреции sCD14 более или менее 15 нг/мл в группе пациентов с хроническим пародонтитом (в %).
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У пациентов с хроническим пародонтитом, обследо-
ванных нами, высокие концентрации растворимого sCD14 
(более 15 нг/мл) положительно коррелировали с выделе-
нием пародонтопатогенных бактерий I и II порядка и их 
ассоциаций. На 19,1% чаще выявлялась P. gingivalis, на 
16,5% – T. forsythia, на 26,06% – A. actinomycetemcomitans, 
чем в подгруппе пациентов, имеющих более низкие кон-
центрации sCD14. При этом у обследованных в группе кон-
троля внутри подгруппы с выделенными пародонтопато-
генами I порядка в исследуемых участках зубодесневой 
борозды содержание sCD14 почти в 1,5 раза выше по 
сравнению с представителями контрольной группы с от-
сутствием выявления нуклеиновой кислоты пародонто-
патогенов. Возможно, именно sCD14 играет роль перво-
очередного сдерживающего фактора прогрессирования 
воспалительной и деструктивной реакции, являясь мар-
кёром микробной транслокации, промежуточным зве-
ном в переносе ЛПС на липопротеины, в результате чего 
происходит нейтрализация ЛПС. Высокие концентрации 
sCD14, выявленные в нашем исследовании, могут блоки-
ровать ЛПС-индуцированную активацию моноцитов, при 
этом sCD14 может, как повышать, так и снижать клеточ-
ный ответ на ЛПС.

При воспалительных заболеваниях пародонта из-
меняются процессы образования sCD14, что, вероятно, 
обусловлено колонизацией пародонтопатогенных бак-
терий и действием их токсинов и факторов агрессии. 
Взаимосвязи маркёрных пародонтопатогенов с уровнем 
секреции иммунного компонента sCD14 и его влияние на 
структуру пародонтального индекса отражают сдвиги в 
процессах репаративной регенерации слизистой оболоч-
ки полости рта и регуляции местного иммунитета в от-
вет на микробную инвазию. Определение концентрации 
sCD14 при ВЗП может отражать состояние резистома по-
лости рта и быть прогностическим критерием перехода 
гингивита в пародонтит, тяжести течения заболевания. 
Принимая во внимание вариабельные концентрации и 
индивидуальные особенности секреции sCD14 целесо-
образно применять многокомпонентные диагностиче-
ские панели, учитывающие больший спектр факторов, 
включая систему антимикробных пептидов, комплемен-
та, цитокинов и других компонентов для получения точ-
ных прогностических критериев.
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Симонов О.А., Симонова Е.О., Мальчевский В.А.

ПУТИ СНИЖЕНИЯ ПРОИЗВОДСТВЕННОЙ ТРУДОЁМКОСТИ ПРИМЕНЕНИЯ СПОСОБА 
ОПТИЧЕСКОЙ ОЦЕНКИ КОНЦЕНТРАЦИИ МИКРОБНЫХ КЛЕТОК В СУСПЕНЗИИ

ФГБУ Федеральный исследовательский центр Тюменский научный центр Сибирского отделения РАН, 625026, Тюмень, 
Россия

Оценена трудоёмкость (в часах) оптического способа подсчёта микробных клеток в суспензии по сравнению с методом 
подсчёта микробных клеток с использованиемкамеры Горяева. Актуальность оценки производственной трудоёмкости 
способов подсчёта микробных клеток в суспензии связана с необходимостью использовать их во многих исследованиях. 
Зачастую широко применяемые методы слишком трудозатратны, длительны или требуют применения дорогосто-
ящего оборудования. Проведён сравнительный эксперимент ранее разработанного нами «Способ оптической оценки 
концентрации микробных клеток в суспензии» (приоритетная справка № 2016141859 от 25.10.2016 г) и способа под-
счёта микробных клеток с использованием камеры Горяева. Производственная трудоёмкость выполняемых измерений 
рассчитывалась в часах по формуле: Тпр=Тт+Тоб., где Тпр – трудоёмкость производственная, Тт – трудоёмкость тех-
нологическая, Тоб – трудоёмкость обслуживания. Технологическая трудоёмкость измерений с использованием камеры 
Горяева составляла 32,18±0,95, тогда как оптическим способом 1,03±0,06(достоверность различий при р<0,01) при ко-
личестве измерении n=100. Трудоёмкость обслуживания при оптическом способе 0,24±0,03, при применении метода с 
использованием камеры Горяева0,15±0,01 часов. Производственная трудоёмкость измерений концентрации микробных 
клеток в суспензии при применении метода измерения с использованием камеры Горяева остаётся (р<0,01) выше, чем 
при оптическом способе оценки, 32,33±0,96 и 1,27±0,05 часов соответственно. При применении оптического способа 
оценки концентрации в суспензии необходимо проводить не малый объём необходимых математических вычислений, 
что в будущем, возможно, скорректировать путём создания специальной программы для персональных ЭВМ. Производ-
ственная трудоёмкость результатов получаемых при выполнении измерений способом оптической оценки концентрации 
микробных клеток в суспензии ниже, чем при применении метода измерения с использованием камеры Горяева. Принимая 
во внимание, что его осуществление не требует, как при турбидиметрии. закупки специального оборудования, то его 
экономическая эффективность перед существующими очевидна.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  микроорганизм; штамм; измерения; концентрация; КОЕ; камера Горяева; турбидиметрия; 
трудоёмкость.
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Simonov О.А., Simonova Е.О., Malchevskiy V.А.
WAYS TO REDUCE THE LABOR INTENSIVENESS OF APPLYING THE METHOD OF OPTICAL ESTIMATION 
OF MICROBIAL CELL CONCENTRATION IN SUSPENSION
Tyumen Scientific Centre SB RAS, 625026, Tyumen, Russia
The labor intensity (in hours) of the optical method of microbial cell counting in suspension compared to the method of microbial 
cell counting using a Goryaev chamber is evaluated. The relevance of assessing the production labor intensity of microbial cell 
counting methods in suspension is related to the need to use them in many studies. Often the commonly used methods are too 
labour-intensive, time-consuming, or require expensive equipment. A comparative experiment was carried out with our previously 
developed “Method for optical estimation of microbial cell concentration in suspension” (Priority certificate No. 2016141859 
dated 25.10.2016) and the method of microbial cell counting using a Goryaev chamber. Production labor intensity of the mea-
surements performed was calculated in hours according to the formula: Tp=Tt+Tob, where Tp is production labour input, Tt is 
technological labour input, Tob is maintenance labour input. Technological labour input of measurements with use of Goryaev’s 
chamber made up 32,18 ± 0,95, whereas with optical method – 1,03±0,06 (reliability of differences at p<0,01) at amount of mea-
surements n = 100. Labour input of service at optical method 0,24 ± 0,03, at application of method with use of Goryaev chamber 
0,15±0,01 hours. Labour input of measurements of concentration of microbial cells in suspension at application of method of 
measurement with Goryaev chamber remains (p<0,01) higher than at an optical method of estimation, 32,33±0,96 and 1,27±0,05 
hours accordingly. When using the optical method of concentration estimation in the suspension it is necessary to carry out not a 
small amount of necessary mathematical calculations, which in the future, probably, corrected by creating a special program for a 
personal computer. The labour input of results obtained by measuring by optical evaluation of the concentration of microbial cells 
in suspension is lower than that obtained by using a measurement method using a Goryaev chamber. Taking into consideration that 
its implementation does not require purchase of special equipment as in turbidimetry, its cost-effectiveness compared to existing 
ones is obvious.

K e y  w o r d s :  microorganism; strain; measurements; concentration; CFU; Goryaev chamber; turbidimetry; labour intensity.
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Введение. В процессе выполнения медицинских [1], 
микробиологических и биотехнологических исследова-
ний возникает необходимость определения количества 
микробных клеток в различных средах [2,3]. Широко 
применяемые на сегодняшний день методики опреде-
ления количества микробных клеток в суспензиях не 
требующие специального дорогостоящего оборудова-
ния, например с использованием счётной камеры Горя-
ева1 весьма трудозатратны. Для определения количества 
микробных клеток в суспензиях при помощи специаль-
ного оборудования используется метод турбидиметрии. 
Перед его выполнением необходимо составить кали-
бровочные графики индивидуальные для каждого ис-
следуемого микроорганизма, что достаточно трудоёмко, 
длительно, требует привлечения других методовдля по-
лучения образцов с известным количеством микробных 
клеток в единице объёма. Требуется закупка и техниче-
ское обслуживание дорогих, узкоспециализированных 
приборов, что ведёт к повышению себестоимости про-
водимых работ. Для решения сложившейся проблемы 
нами разработан «Способ оптической оценки концен-
трации микробных клеток в суспензии» приоритетная 
справка № 2016141859 от 25.10.2016 г., не требующий 
наличия дорого узкоспециализированного оборудова-
ния основанный на использовании асимптотического 
приближения теории светорассеяния.

В связи с вышеизложенным, оценка производствен-
ной трудоёмкости результатов получаемых при приме-
нении способа оптической оценки концентрации ми-
кробных клеток в суспензии актуальна.

Цель исследования: оценить производственную тру-
доёмкость результатов получаемых при применении 
способа оптической оценки концентрации микробных 
клеток в суспензии.

Материал и методы. Для достижения поставлен-
ной цели проведён сравнительный эксперимент по 
определению концентрации микроорганизмов в суспен-
зии способом с использованием камеры Горяева и пред-
ложенным способом оптической оценки концентрации 
микробных клеток в суспензии.

В качестве материала для исследования выбран, 
идентифицированный методом сиквенса по 16S RNA, 
штамм MG8 – Bacillus sp. (cereus). Бактерии высевали 

в пробирки на скошенный агар и культивировали 24 ч в 
термостате при температуре +26°С, после чего микро-
организмы смывали с поверхности питательной среды 
дистиллированной водой в объёме 5 мл. Каждым из 
сравниваемых способов определены концентрации ми-
кроорганизмов в 100 различных суспензиях.

Определение концентрации микроорганизмов с ис-
пользованием камеры Горяева осуществляли следую-
щим образом: в камеру Горяева помещали суспензию, 
полученную методом серийных разведений, концен-
трацией 1/10000 от концентрации смыва. Далее прово-
дили фотофиксацию сеток камеры, подсчёт количества 
микроорганизмов на полученных снимках и обработка 
данных по методике ОФС1.

Определение концентрации микроорганизмов в су-
спензии предложенным способом выполняли по сле-
дующему алгоритму: подготавливали две дисперсион-
ные среды с различными показателями преломления, а 
именно 10% и 40% растворы глюкозы и исследуемые 
суспензии микроорганизмов. Для этого в девять частей 
дисперсионной среды помещали одну часть микробной 
суспензии. Суспензии хорошо перемешивали. Далее, 
измеряли показатели преломления полученных суспен-
зий с использованием рефрактометра RL3 производства 
фирмы Polskie Zaklady Optyczne по методике, изложен-
ной в инструкции производителя. Получали значения 
показателя преломления первой (µs1) и второй (µs2) дис-
персионной среды.

Полученные суспензии помещали в кюветы спектро-
фотометра ПЭ-5400УФ производства ООО «Экохим» 
(Россия), которые устанавливали в измерительную ка-
меру спектрофотометра. Третья кювета являлась кон-
трольной, в неё помещали дистиллированную воду.

Проводили измерения оптической плотности суспен-
зий (относительно контрольной кюветы) на двух длинах 
волн λ1=450 нм и λ2=600 нм, получали значения Dλ1 и Dλ2. 
Используя определение волнового экспонента по фор-
муле: 

        −lgDλ1−lgDλ2n = ––––––––––––– ,
             lgλ1−lgλ1
рассчитывали волновые экспоненты для исследуе-

мых суспензий n1 и n2.
Применяя асимптотическое приближение определя-

ли безразмерный параметр ρ [4] для каждой из двух дис-
персионных сред используя формулы [5]:

p(n)=a/(b+n−2)+c, для 2≤n≤3,5;

1Государственная Фармакопея Российской Федерации. XIII издание 
2015; 2: 624-627. Определение концентрации микробных клеток 
ОФС.1.7.2.0008.15.
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Определяли концентрацию микроорганизмов (N) в 
исследуемой суспензии по формуле:

N=τπ·Rср2·Кs ,
которая выведена нами из формулы [6]: 
τ=π·r2·Кs(r,λ,m)·N,
где мутность суспензии (τ) вычисляли по ранее из-

меренной оптической плотности среды:
                1τ=2,3·D(––).
              см
Концентрацию микроорганизмов в неразведённой 

суспензии рассчитывали по формуле: 
х=10·N.
Производственная трудоёмкость выполняемых изме-

рений вычисляли в часах: 
Tпр.=Тт.+Тоб.,
где: 
Tпр. – трудоёмкость производственная; 
Тт. – трудоёмкость технологическая; 
Тоб. – трудоёмкость обслуживания.
Статистический обсчёт материала проводи согласно 

международным требованиям, предъявляемым к обра-
ботке результатов данных научных исследований, при 
помощи программы для персональных компьютеров 
«SPSS 11,5 forWindows» (среднее значение, диспер-
сия средних, параметрическое сравнение по критерию 
Стьюдента, частотный анализ).

Результаты и обсуждение. Трудоёмкость (в часах) 
измерений концентрации микробных клеток штамма 
MG8 в суспензии представлена в таблице. 

Технологическая трудоёмкость измерений концен-
трации микробных клеток штамма MG8 в суспензии 
при применении метода измерения с использованием 
камеры Горяева статистически достоверно (р<0,01) вы-
ше чем при оптическом способе оценки. В то же время, 
трудоёмкость обслуживания при оптическом способе 
оценки достоверно (р<0,01) выше, чем при применении 
метода измерения с использованием камеры Горяева. В 
общем, несмотря на более низкую трудоёмкость обслу-
живания, производственная трудоёмкость измерений 
концентрации микробных клеток штамма MG8 в су-
спензии при применении метода измерения с использо-
ванием камеры Горяева остаётся (р<0,01) выше, чем при 
оптическом способе оценки.

Необходимо учитывать, что при применении оптиче-
ского способа оценки концентрации микробных клеток 
в суспензии, можно получить без отдельных трудозатрат 
дополнительные важные для исследователей данные о 
бактериях данного штамма, такие как показатель пре-
ломления и их средний радиус.

При применении оптического способа оценки концен-
трации микробных клеток в суспензии выявлен его недо-

p(n)=3(y+n∙q)/(h+y)1/2,  для 1≤n≤2.
Где y, a, b, c, d, e, q, h определяли следующим обра-

зом (m1=m−1; m=µb/µs) [6]:
y = 2–n−(2−n)2 / 20; 
a=b·d; 
b=1,5·(d/e−1);
q = m1·(1−0,8·exp( −11·m1)) / 3;
h = (2·q)1/3;
c = 3·h−d; 
d=e·(3·h−ρ1)·(1,5−ρ1)/(1,5·(3·h−ρ1)−e·ρ1);
e = 3·h−2·m1·( 0,22+0,58·m);
ρ1 = 0,1+m1·( 3,9−5·m1+0,5 / ( 1+1000·( m1−0,05 )2 ) ).
По известным n1 и n2 рассчитывали значения ρ(n1) и 

ρ(n2).
Так как, по определению ρ=4·π·Rср.· μs· (µb/µs−1)/λ 

[5], при одинаковой длине волны этот параметр зависит 
только от соотношений показателей преломлений бакте-
рий и среды, то, по известным значениям ρ(n1) и ρ(n2) мы 
определяли значение показателя преломления бактерий:

ρ(n1)/ρ(n2)=(µb−µs1)/(µb−µs2);
откуда:
µb=µs2·ρ(n1)/ρ(n2)−µs1/µs2)/ρ(n1)/ρ(n2)−1),
где: 
µs1 – показатель преломления 1-й дисперсионной сре-

ды; 
µs2 – показатель преломления 2-й дисперсионной сре-

ды; 
ρ(n1) – безразмерный параметр ρ для 1-й дисперсион-

ной среды, определённый по волновому экспоненту n1; 
ρ(n2) – безразмерный параметр ρ для 2-й дисперсион-

ной среды, определённый по волновому экспоненту n2; 
µb – показатель преломления бактерий.
Используя значение параметра ρ и найденный пока-

затель преломления бактерий, для любой из дисперси-
онных сред оценивался средний размер бактерий исходя 
из определения ρ [4]; 

Rср.=ρ·λ/(4·π·(µb−µs)),
С помощью асимптотического приближения [5] на-

ходили коэффициент светорассеяния;
 
для 2≤n≤3,3;

;   для −1≤n≤2;

где: 
К2=A·α·[3,25m+1,55)·α−3,4;

                m2−1
A= [––––––];
        m2+22

α=2·π·Rср·µs/λ.

Трудоёмкость (в часах) измерений концентрации микробных клеток штамма MG8 в суспензии (M±m)

Виды трудоёмкости 
(в часах)

Методы измерения концентрации микробных клеток в суспензии

с использованием камеры Горяева (n=100) оптическим способом оценки (n=100)

Технологическая 32,18±0,951 1,03±0,06

Обслуживания 0,15±0,01 0,24±0,031

Производственная 32,33±0,961 1,27±0,05

П р и м е ч а н и е .  n – число измерений; 1 - достоверность различий при р<0,01.
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МИКРОБИОЛОГИЯ

статок, повышающий технологическую трудоёмкость из-
мерений – не малый объём необходимых математических 
вычислений. Можно, в будущем, успешно реализовать 
данный резерв для дальнейшего повышения технологи-
ческой трудоёмкости измерений путём создания специ-
альной программы для персональных ЭВМ.

Заключение. Производственная трудоёмкость ре-
зультатов, получаемых при выполнении измерений 
способом оптической оценки концентрации микробных 
клеток в суспензии ниже, чем при применении метода 
измерения с использованием камеры Горяева. Принимая 
во внимание, что его осуществление не требует, как при 
турбидиметрии. закупки специального оборудования, то 
его экономическая эффективность очевидна.
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ПРИМЕНЕНИЕ МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКОГО МЕТОДА ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ  
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Актуальность проблемы своевременной диагностики вирусных инфекций в настоящее время сложно переоценить.  
По данным ВОЗ, ежегодно регистрируются десятки вспышек заболеваний вирусной природы как в развивающихся, так 
и в развитых странах. При этом только один вирус сезонного гриппа способен поражать до 20% населения даже в евро-
пейских странах с высоким уровнем медицины. Ежегодное количество смертей по причине вирусных инфекций согласно 
официальной статистике превышает 600 тыс. человек по всему миру. Расширение арсенала надёжных и достаточно 
быстрых методов диагностики вирусных заболеваний позволило бы внести значительный вклад в снижение показателей 
заболеваемости и смертности. Молекулярно-генетические методы в данный момент остаются наиболее распростра-
нённым способом идентификации вирусов в клинической лабораторной диагностике, однако они обладают рядом недо-
статков, таких как необходимость проведения диагностических исследований в специализированных условиях. В связи с 
этим имеющийся спектр инструментов для идентификации и исследования опасных для человека вирусов нуждается в 
постоянном дополнении и усовершенствовании. Метод MALDI-ToF масс-спектрометрии сочетает в себе степень точ-
ности и универсальности, достаточные как для идентификации клинических штаммов, выделенных от больных, так и 
для изучения фенотипических свойств вирусов в условиях исследовательских лабораторий и центров. Приведена и обоб-
щена основная информация об уже существующем или потенциально возможном применении метода времяпролетной 
масс-спектрометрии с матрично-ассоциированной лазерной десорбцией/ионизацией для идентификации вирусов.
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THE APPLICATION OF MASS SPECTROMETRY METHOD FOR THE STUDY AND IDENTIFICATION  
OF MEDICALLY IMPORTANT VIRUSES (REVIEW OF LITERATURE)
Federal Government Health Institution «Volgograd Plague Control Research Institute» of the Federal Service for Surveillance 
in the Sphere of Consumers Rights Protection and Human Welfare
It is difficult to overestimate the urgency of the problem of well-timed diagnosis of viral infections. According to the WHO, dozens 
of outbreaks of viral diseases are recorded annually, both in developing and developed countries. Moreover, the seasonal flu virus 
alone is capable of infecting up to 20% of the population, even in European countries with a high level of medicine. And the annual 
number of deaths due to viral infections, according to official statistics, exceeds 600 thousand people around the world. That’s why 
the provision of a reliable and fairly rapid diagnosis of viruses, along with subsequent therapy, makes a significant contribution 
to reducing the incidence of mortality. Despite the fact that PCR-based methods currently remain the most common method for 
identifying viruses in clinical practice, as recent experience shows, in addition to the already known disadvantages, in the event 
of large outbreaks, such test systems may simply not be in the required amount. In this regard, it is necessary to supplement and 
improve the existing tools for identification and research of clinically significant viruses. The MALDI-TOF mass spectrometry 
method combines a degree of accuracy and versatility, sufficient both for the identification of clinical strains isolated from patients, 
and for the study of the phenotypic properties of viruses in research laboratories and centers. This article presents and summarizes 
the main data on the existing or potential application of the method of time-of-flight mass spectrometry with matrix-associated 
laser desorption / ionization for the identification or study of viruses.
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Быстрая и точная идентификация возбудителя, в том 
числе вирусной природы, во многих случаях критиче-
ски важна для выбора терапии, последующей оценки её 
эффективности и корректировки, прогноза заболевания 
в целом [1]. Схожесть клинических признаков многих 
вирусных инфекций различной этиологии делает лабо-
раторный анализ важнейшей частью их диагностики [2]. 
Соответственно, совершенствование имеющихся мето-
дов идентификации вирусов, вызывающих у человека 
заболевания, постоянный поиск новых диагностических 
инструментов является актуальным аспектом как для 
специалистов медицинских учреждений, так для науч-
ных сотрудников в исследовательских центрах.

Метод масс-спектрометрии применяется несколь-
ко десятилетий в большинстве областей человеческой 
деятельности, где требуется качественный или количе-
ственный анализ вещества [3–5], и имеет свои устояв-
шиеся ниши, как в клинической лабораторной диагно-
стике, так и в сфере фундаментальных или прикладных 
исследований. Времяпролётная масс-спектрометрия с 
матрично-активированной лазерной десорбцией/иони-
зацией (MALDI-ToF МС) нашла наибольшее приме-
нение в медицинских учреждениях, прежде всего, как 
инструмент скрининга большого количества образцов 
культур микроорганизмов, выделенных из клиниче-
ского материала (кровь, раневое отделяемое). Масс-
спектрометрический метод идентификации микроор-
ганизма основан на выявлении полного спектра кле-
точных белков, формирующих индивидуальный для 
каждого вида или даже штамма профиль [6]. Чаще всего 
белковый профиль определяется консервативными ри-
босомальными белками, поскольку они представлены 
наиболее количественно [7]. В целом протеомный со-
став клетки микроорганизма может в различной степе-
ни варьироваться даже среди штаммов одного вида в 
зависимости от условий роста, наличия резистентности 
к антибиотикам и многих других факторов. Благодаря 
этому возможно определение таксономической принад-
лежности и свойств микроорганизма по его изменению 
в масс-спектрограмме [8]. Наличие пополняемых ком-
мерческих баз данных масс-спектров, простота и де-
шевизна проведения анализа позволяют использовать 
MALDI-ToF МС в качестве рутинного метода наряду с 
бактериологическим или ПЦР-методиками. К его недо-
статкам можно отнести, прежде всего, стоимость при-
обретения масс-спектрометров, необходимость наличия 
чистой культуры микроорганизма для анализа. Разви-
тие технологии MALDI-ToF МС в течение последних 
лет, совершенствование оборудования и программного 
обеспечения для масс-спектрометрического анализа по-
зволили свести перечисленные недостатки к минимуму. 
Функциональные линейки приборов в последние годы 
значительно расширились, что в совокупности позволя-

ет приобретать MALDI-ToF-анализаторы для решения 
конкретных задач даже не самым крупным диагности-
ческим лабораториям и стационарам. Совершенствова-
ние методик выделения белковых компонентов микро-
организмов, аналитического программного обеспечения 
значительно расширяет возможности по анализу соб-
ственно клинического материала, без предварительного 
получения чистой культуры микроорганизма [9]. Круп-
ные коммерческие базы данных масс-спектров микро-
организмов регулярно дополняются и включают в себя 
референсные масс-спектры нескольких тысяч видов 
клинически значимых бактерий и микромицетов, в том 
числе, штаммы с различной вирулентностью и антибио-
тикорезистентностью [10–12].

С самого начала применения MALDI-ToF масс-
спектрометрии для определения видовой принадлеж-
ности микроорганизмов отдельным пунктом стоял во-
прос идентификации вирусов [13]. Строение вирионов, 
особенности их культивирования делают крайне затруд-
нительным проведение прямого белкового профилиро-
вания, как в случае с бактериями или микромицетами. 
Капсиды вирионов могут содержать в своем составе от 
нескольких десятков до сотни видов белков [14], одна-
ко за счёт небольшого размера количество материала 
для анализа в них очень мало в сравнении, например, 
с бактериями. Даже при использовании такого чувстви-
тельного метода, как MALDI-ToF масс-спектрометрия, 
для идентификации требуется относительно высокая 
концентрация вирионов в исследуемом материале [15]. 
Для культивирования вирусов необходимы специальные 
клеточные линии, имеющие собственные белки. Чтобы 
получить масс-спектр вирусных частиц, их необходимо 
отделить от компонентов культуры клеток, что представ-
ляет собой сложную задачу даже для исследовательской 
лаборатории [16].

В масс-спектрометрическом методе изучения и иден-
тификации вирусов можно выделить два раздела: иден-
тификацию отдельных компонентов вируса белковой 
природы после процедуры предварительной пробопод-
готовки и прямое определение белкового профиля виру-
са в клиническом материале.

В первом случае наиболее широко применяется вы-
деление и очистка компонентов вирусов с помощью аф-
финной хроматографии. Инактивированный лизат кле-
ток, заражённых исследуемым вирусом, инкубируют со 
специально подобранным лигандом, иммобилизирован-
ным на носителе, как правило, на полимерных гранулах. 
После элюции и ферментативной обработки белковую 
смесь разделяют и исследуют с помощью жидкостной 
хромато-масс-спектрометрии, что позволяет идентифи-
цировать десятки белков из общей смеси за один этап. 
В работе описан эксперимент по детекции вирусных 
белков методом MALDI-ToF MS и использованию поис-
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ковой машины MASCOT [17]. Путём подбора оптималь-
ного метода пробоподготовки, лигандов для аффинной 
хроматографии, исследователи выделили специфичные 
белки, участвующие во взаимодействии с организмом, 
а затем определили их структуру с помощью масс-
анализатора [17]. Схожая работа проведена Z.H. Davis и 
соавт. [18]: при анализе вирусных компонентов методом 
сопоставления масс-спектров выделенных белков уда-
лось определить протеомный состав исследуемого ви-
руса, построить карту белок-белкового взаимодействия 
организма больного и различных вирусов (герпесвирус, 
вирус иммунодефицита человека). Используя данный 
метод, выделены белки вируса гепатита С, специфиче-
ски взаимодействующие с гепатоцитами при пораже-
нии печени [19]. Во всех описанных случаях итоговый 
анализ массивов данных проведён с помощью специ-
ального программного обеспечения для статистической 
обработки.

В последнее десятилетие усилия многих исследова-
телей направлены на поиск возможности идентифици-
ровать возбудителей инфекционных заболеваний на-
прямую в клиническом материале. Наибольших успехов 
удалось достичь при анализе бактериальных белков. Ис-
пользование специальных протоколов для выделения, 
хромато-масс-спектрометров для разделения компонен-
тов смеси, в сочетании с базами данных бактериальных 
масс-спектров позволяет проводить идентификацию 
бактерий в образцах крови. Даже в этом случае точность 
идентификации может варьировать от 60 до 90% [20]. А 
при детекции вируса в крови или моче к проблеме интер-
претации масс-спектра добавляется малое количество 
собственно вирусных белков на общей спектрограмме. 
Основная масса работ в данной области подразумева-
ет предварительную хроматографическую очистку или 
разделение компонентов клинического материала [21]. 
Вопрос о потенциально возможных методах определе-
ния белкового состава вирусных частиц в клиническом 
материале остается актуальным, поскольку во многих 
случаях нет ни времени, ни возможности проводить вы-
деление отдельных вирусных компонентов.

Изучена возможность создания собственного мас-
сива характеристических масс-пиков SARS-CoV-2, в 
исследовании проанализирована значительная выборка 
масс-спектров (свыше 300) образцов клинического ма-
териала, часть из которых выделена от больных с диа-
гнозом COVID-19, подтверждённым результатами ПЦР-
анализа [22]. Предварительную обработку материала 
осуществляли как в стандартном методе пробоподготов-
ки возбудителей III-IV групп патогенности для анализа 
методом MALDI-ToF масс-спектрометрии. Данные о ха-
рактеристиках массовых пиков в получившемся спектре 
анализировали с помощью программного обеспечения 
для выявления масс-спектрометрических биомаркёров. 
Одной из отличительных особенностей данной работы 
стало использование авторами не только стандартных 
тестов на корреляцию (критерий Вилкоксона, диспер-
сионный тест), но и машинного обучения для создания 
моделей автоматической классификации пиков с помо-
щью алгоритма «k-ближайшего соседа». По результатам 
определено, что специфичность метода – 71%, точность 
– 68% [22].

Данная работа представляется очень важной, по-
скольку, в отличие от множества предшествующих ис-
следований в направлении масс-спектрометрической 
идентификации вирусов, авторы впервые сделали упор 

не на этап пробоподготовки, а на обработку и анализ 
информации о масс-спектрах с помощью технологии 
машинного обучения, что позволило исключить значи-
тельную часть неинформативных массовых пиков. Та-
кой подход обладает большим потенциалом благодаря 
тому, что за последние годы методы биоинформатики 
и обработки данных значительно продвинулись вперед. 
Хотя показатели точности и чувствительности в описан-
ном методе пока не столь велики, как у ПЦР, это значи-
мый прогресс, поскольку ранее прямое профилирование 
вирусов методом MALDI-ToF с приемлемым уровнем 
достоверности вообще представлялось маловероятным. 
Дальнейшие исследования в этом направлении, несо-
мненно, поспособствуют повышению точности и спец-
ифичности анализа.

Отдельно следует выделить использование масс-
спектрометрического анализатора в качестве точного 
детектора молекулярной массы получившихся продук-
тов реакции амплификации. Наиболее широко извест-
ным способом такого применения масс-спектрометрии 
служит детекция однонуклеотидных полиморфизмов 
(SNP-анализ), хорошо зарекомендовавшая себя в тече-
ние последних лет [23]. В данном методе проводят ам-
плификацию генетического материала вируса, а с по-
мощью времяпролетного масс-спектрометра с MALDI-
ионизацией осуществляется идентификация продукта 
амплификации в виде появления рассчитанного мас-
сового пика в сравнении с отрицательным контролем. 
Точности прибора достаточно для выявления разницы 
масс в один нуклеотид, а сам метод относительно бы-
стрый и менее трудоёмкий по сравнению с обычным 
для SNP-анализа способом регистрации результата. 
Масс-спектрометрический способ детекции позволяет 
отказаться от специфической флуоресцентной метки, 
проводить несколько реакций элонгации праймеров в 
одной пробирке [24]. При применении метода MALDI-
ToF масс-спектрометрии для определения молекуляр-
ной массы продуктов амплификации удалось не только 
выявить вирус SARS-CoV в клиническом материале, но 
и достичь большей точности по сравнению с обычным 
методом детекции [25]. Результаты работ в данном на-
правлении свидетельствуют об эффективности исполь-
зования масс-спектрометрического метода в лабора-
торной диагностике вирусов даже во вспомогательной 
роли.

По результатам анализа представленных данных из 
разных источников литературы можно сделать заключе-
ние, что масс-спектрометрический метод демонстриру-
ет значительный потенциал в области идентификации 
клинически значимых вирусов. В совокупности с ал-
горитмом машинного обучения, методом многофактор-
ного анализа и статистической постобработкой данных, 
протеомный анализ выходит за рамки традиционных 
ниш его использования и может стать быстрым и на-
дёжным инструментом в области вирусологических 
исследований. Следует отметить растущую роль биоин-
формационного анализа как в протеомике в целом, так 
и в области фундаментального и прикладного изучения 
микроорганизмов и их взаимодействия с организмом 
человека. Современные методы исследования опери-
руют большими массивами информации, обработка и 
анализ которых невозможны без специализированного 
программного обеспечения, наличия как минимум ба-
зовых знаний из областей информатики и статистики. 
Существующая тенденция к частичной автоматизации 
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расчётов, дополнение белковых и геномных баз данных, 
использование технологий машинного обучения, несо-
мненно поспособствуют дальнейшему развитию в обла-
сти протеомного анализа вирусов.
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Введение. Пародонт первым отвечает на условия 
стресса и снижения иммунной реактивности организма 
в виде воспаления полости рта, что в дальнейшем может 
привести к расшатыванию зубов и их потере, наруше-
нию архитектоники полости рта [1].

Воспалительные реакции в области пародонта – яв-
ление достаточно частое и встречается среди 80-100% 
населения независимо от территории проживания [2]. 
Следствием воспаления парадонта может быть наруше-
ние микробиоценоза полости рта. Микробиоценоз поло-
сти рта является сложной динамической системой, где 
организм хозяина и микробы адаптированы друг к другу 
и при наличии хронического воспалительного процес-
са, явлений оксидативного стресса это взаимодействие 
может быть нарушено. Другими значимыми причинами 
нарушения микробиоценоза полости рта могут быть 
кариесогенные процессы, механическое и химическое 
отбеливание для улучшения внешнего вида, удаление 
зубов, хронические заболевания желудочно-кишечного 
тракта, заболевания верхних дыхательных путей как в 
анамнезе, так и в текущий период времени,  профессио-

нальные вредности, наличие у больных профессий, свя-
занных с нервно-эмоциональным напряжением (космо-
навты, моряки дальнего плавания, подводники, жители 
Заполярья) и т. д. [3-6].

Микрофлора полости рта традиционно подразде-
ляется на аутохтонную и аллохтонную. Аутохтонная 
микрофлора принимает участие в метаболических про-
цессах организма [7]. В 2016 г. описан состав микробио-
ты полости рта, наиболее часто встречающейся у >80% 
людей [12] (см. рисунок).

По современным представлениям основными «прово-
каторами» или индукторами дисбиотических процессов 
полости рта, приводящими к заболеваниям пародонта, 
являются условно патогенные микроорганизмы (УПМ):  
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium 
nucleatum, Prevotella intermedia, Treponema denticola [8-
10], Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum, 
Actinomyces spp., Candida spp. 

Видовой состав микрофлоры содержимого пародон-
тальных карманов при обострении хронического гене-
рализованного пародонтита представлен в табл. 1 [11].

Ключевая микробиота полости рта, установленная в рамках инициативы Human Microbiome Project. Курсивом выделены так-
соны, распространённые у >75% людей и составляющие >10% всех бактерий сообщества.
Streptococcus sangius, Streptococcus mutans, Peptostreptococcus anaerobius, Corynebacterium spp., Fusobacterium spp., Propionibacterium spp, Prevotella 
spp, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Actinomyces viscosus, Peptostreptococcus anaerobius, Candida glabrata [11].
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Для индикации и последующей идентификации 
микроорганизмов используется культуральный метод 
диагностики [14], иммунологические и биохимические 
методы идентификации [15]. Каждая из методик, ис-
пользуемых в диагностике, имеет свои преимущества 
и ограничения, определяющие её выбор и место в кон-
кретной диагностической стратегии. Базовыми требова-
ниями к любому методу индикации микроорганизмов 
являются: простота взятия биоматериала, быстрая обра-
ботка и валидный результат, то есть точность выполне-
ния преаналитического, аналитического и постаналити-
ческого лабораторного этапов.

Для идентификации микроорганизмов часто приме-
няется метод полимеразной цепной реакции (ПЦР), с по-
мощью которой даже небольшое количество исследуемо-
го материала, содержащего генетический материал ДНК, 
РНК, можно идентифицировать путём амплификации [16]. 
ПЦР позволяет с высокой точностью, до 10 копий на 1 мл 
биоматериала, определять пародонтопатогены в образцах 
биоматериала. Проблема заключается в том, что при ис-
следовании методом ПЦР, часто приходится сужать пере-
чень микроорганизмов для идентификации, оптимизируя 
временные и финансовые затраты на проведение анализа, 
исходя из возможностей тест-систем производителя.

Для идентификации пародонтопатогенов начал исполь-
зоваться метод масс-спектрометрии микробных маркёров 
(МСММ), ранее показавший эффективность в гастроэн-
терологии, хирургии и трансплантологии, отоларинголо-
гии, кардиологии, урологии, гинекологии и др. [17-25], где 
обосновано его применение и доказана информативность 
и целесообразность его использования. Метод МСММ 
можно отнести к молекулярно-биологическим исследо-
ваниям, однако целевыми молекулярными соединениями 
для диагностических целей являются специфичные ге-
нетически детерминированные компоненты клеточных 
стенок микроорганизмов. Метод МСММ имеет высокую 
(до 98%) чувствительность, даёт возможность валидации 
результатов и анализа микроорганизмов, полученных из 
любого биоматериала. В отличие от метода ПЦР МСММ 
имеет меньше ограничений по отбору и транспортировке 
проб, нарушение которых может приводить к ложнополо-
жительным и ложноотрицательным результатам анализа. 
Ограничение применения метода МСММ связано со сход-

ством строения клеточных стенок микроорганизмов и 
необходимостью специфических маркёров для видовой 
дифференциации, в то время как метод ПЦР обладает 
специфичностью в пределах 98,5%.

В отличие от метода ПЦР, метод МСММ является од-
новременно и скрининговым, так как позволяет единов-
ременно определять 57 микроорганизмов в одной пробе 
единовременно [26], и экспрессным, поскольку полный 
спектр микроорганизмов может быть доступен через 2 ч 
после поступления биоматериала в лабораторию. Пред-
ставляется обоснованным применение метода МСММ 
для изучения микробного сообщества для идентифика-
ции патогенных микроорганизмов и УПМ резидентной 
микрофлоры, и для обоснованного назначения дополни-
тельных исследований с использованием метода ПЦР.

Цель исследования – сравнение эффективности, 
специфичности и чувствительности методов ПЦР и 
МСММ для изучения видового и количественного со-
става микробиоты полости рта.

Материал и методы. Исследование проведено 
на базе Медицинского института РУДН в 2021 г. в со-
ответствии с решением Комитета по этике Медицин-

ского института РУДН от 17 марта 2021 г. (выписка из 
протокола № 5). В исследование включены 20 лиц, раз-
нополых по гендерному составу: 10 мужчин (50%) и 10 
женщин (50%) в возрасте от 27 до 65, отмечены хрони-
ческие заболевания в стадии компенсации: гипертония –  
у 1 обследуемого (5%), заболевания ЖКТ – у 1  (5%). 
Исследование проведено на основании добровольного 
информированного согласия в соответствии с основами 
законодательства РФ «Об охране здоровья граждан, пра-
вил проведения клинической практики в РФ».

При отборе проб для проведения тестирования ме-
тодом ПЦР использован стерильный стоматологический 
бумажный пин, с его помощью отбирались пробы в обла-
сти десневой борозды нижних зубов с язычной стороны. 
При отборе проб методом МСММ использованы одно-
разовые стерильные зонды с тампоном в пробирке без 
среды, пробы отбирались в той же области, то есть с об-
ласти десневой борозды нижних зубов с язычной сторо-
ны. ДНК микроорганизмов выделили с помощью набора 
реагентов «Пробоподготовка универсальная» (ООО НПФ 
«Генлаб», Россия). Амплификация маркёров пародонто-
патогенных бактерий Aggregatibacter (Actinobacillus) 
actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia (Baсteroides 
forsythus), Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, 
Treponema denticola, проведена в термоциклере «Терцик 
МС-2» («ДНК-технология», Россия) с помощью мульти-
праймерного ПЦР набора «Мультидент-5» (ООО НПФ 
«Генлаб», Россия).

Исследование методом МСММ проведено с исполь-
зованием газового хроматографа масс-спектрометра (ГХ-
МС) «МАЭСТРО» (ООО «Интерлаб», Россия). Микроб-
ные маркёры извлечены из зонд-тампонов, подвергнуты 
кислому метанолизу при температуре 80° С в течение 45 
мин (0,4 мл 1,2 МHCl/МеОН) с последующей экстракци-
ей гексаном (1 часть смеси х 400 мкл гексана) с после-
дующим высушиванием и дериватизацией полученных 
продуктов обработкой 20 мкл N,О-бис(триметилсилил)-
трифторацетамида при 80° С в течение 5 минут. Полу-
ченная смесь проанализирована на ГХ-МС системе в про-
граммируемом режиме разделения компонентов в темпе-
ратурном градиенте [135-320]º C со скоростью подъёма 
температуры на 7º C в минуту на колонке с фазой из 5% 
фенилметилполисилоксана (30 мх0,25ммх0,25 мкм). Ио-

Т а б л и ц а  1
 Видовой состав микрофлоры содержимого  

пародонтальных карманов

Вид
Количество 
штаммов, 

абс.

Удельный 
вес, %

Частота 
встречаемости, 

%
Стрептококки

S. mitis 31 17,21±1,12 61,35±1,56
S. mutans 30 16,67±1,34 62,48 ± 1,45
S. agalactis 26 14,44±1,22 50,80±1,45

S. salivarius 23 12,78±1,34 47,64±1,14

S. sanguis 17 9,44±1,56 34,39±1,04
Стафилококки

Коагулазoположительные 11 6,11±1.56 22,22±1,09
Коагулазоoтрицательные 10 5,56±1,26 23,75±1,56
Дрожжеподобные грибы 21 11,68±1,33 41,79±1,76
Коринебактерии 11 6,11±1,65 23,45±1,89
Всего 180 100
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низацию проводили электронным ударом, при параметрах 
удара 70 эВ, детектирование в режиме селективных ионов. 
В ходе исследования методом ПЦР и МСММ детектирова-
ны: Prevotella spp., Candida spp., Porphyromonas gingivalis. 
Все полученные данные проанализированы путём вы-
числений в строгом соответствии с зарегистрированной 
медицинской технологией для данной процедуры (Раз-
решение Росздравнадзора ФС 2010/038 от 24.02.2010  г.). 
Качественные и количественные показатели подвергнуты 
статистической обработке с использованием методов не-
параметрического анализа. Накопление, корректировка, 
систематизация исходной информации и визуализация по-
лученных результатов осуществлялись в электронных та-
блицах Microsoft Office Excel 365. Статистический анализ 
проведён с использованием свободной программной сре-
ды статистических вычислений R (v.3.5.1). В связи с тем, 
что методы ПЦР и МСММ используют разные шкалы и 
пороговые значения для выделения клинически значимых 
результатов, проведена нормализация статистических дан-
ных с округлением до половины порядка для выравнивания 
количественных показателей. Поскольку метод МСММ 
имеет более низкие пороги чувствительности, в некоторых 
случаях это было причиной положительных результатов 
метода МСММ при отрицательных результатах метода 
ПЦР. Для сравнения относительных показателей, характе-
ризующих связанные совокупности данных, использован 
критерий Мак-Немара, что продиктовано необходимостью 
независимости наблюдений в силу использования одних и 
тех же испытателей, учёт признака выполняется на одних 
и тех же субъектах. Критерий Мак-Немара рассчитывался 
по формуле:

       (b−c)2
Q = ––––– ,
       (b+c) 

где: Q – значение критерия Мак-Немара, b – число 
исследуемых с отрицательным результатом при первом 
наблюдении и положительным – при втором (в нашем 
случае результатом являлось количество проб в выбор-
ке, превышающих клинически значимое пороговое зна-
чение), c – число исследуемых с положительным резуль-
татом при первом наблюдении и отрицательным – при 
втором. Значения Q критерия Мак-Немара интерпрети-
ровались путём сравнения с табличными критическими 
значениями с принятым уровнем значимости р=0,05. 
Нулевая гипотеза H0 проверяла существование стати-

стически значимых различий между двумя выборками.
В табл. 2 «ПЦР+» – количество проб в выборке, пре-

вышающих клинически значимое пороговое значение, 
полученное методом ПЦР; «ПЦР-» – количество проб в 
выборке, не превышающих клинически значимое порого-
вое значение, полученное методом ПЦР; «МСММ+» – ко-
личество проб в выборке, превышающих клинически зна-
чимое пороговое значение, полученное методом МСММ; 
«МСММ-» – количество проб в выборке, не превышаю-
щих клинически значимое пороговое значение, получен-
ное методом МСММ; Q – Значение распределения χ2 для 
использования с критерием Мак-Немара с поправкой mid-
P [23], p – критический уровень значимости при проверке 
статистической гипотезы.

Результаты и обсуждение. У 20 добровольцев-во-
лонтеров взяты пробы биоматериала из полости рта, 
утром, натощак, с соблюдением правил преаналитиче-
ского этапа, предположительно содержащие различные 
микроорганизмы. После пробоподготовки проведён 
анализ видового и количественного состава микроорга-
низмов методами ПЦР и МСММ.

Метод ПЦР показал наличие Prevotella spp. в коли-
честве, превышающем клинически значимый порог, у 3 
из 20 добровольцев-волонтеров (15%). Методом МСММ 
детектирована Prevotella spp. в количестве, превышаю-
щем клинически значимый порог у 5 обследуемых из 20 
(20%), р<0,05. Наличие Porphyromonas gingivalis в про-
бах микробиоты ротовой полости детектировано мето-
дом ПЦР в 4-х случаях (20%), методом МСММ в 6-ти 
случаях (30%), р<0,05.

Наличие Candida spp. выявлено обоими методами в 
равном количестве, р>0,05. Результаты статистического 
анализа показали, что для всех исследуемых видов па-
родонтопатогенных микроорганизмов нулевую гипоте-
зу о независимости результатов исследований методами 
ПЦР и МСММ можно отвергнуть с высоким уровнем 
значимости p>0,05. 

При статистической обработке экспериментальных 
данных метод МСММ показал себя как более чувстви-
тельный при обнаружении пародонтопатогенов полости 
рта при сравнении с методом ПЦР, что позволяет реко-
мендовать его для диагностических алгоритмов и при 
проведении исследований в области стоматологии и 
микробиологии.

Заключение. Метод МСММ является эффектив-
ным для изучения видового и количественного соста-
ва микробиоты полости рта. Чувствительность метода 
МСММ не уступает методу ПЦР в индикации, иден-
тификации и количественном анализе пародонтопато-
генных микроорганизмов. Результаты, полученные ме-
тодом МСММ, могут быть с большой достоверностью 
использованы в клинической практике.
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Т а б л и ц а  2
 Таблица сопряжённости и результаты статистического анализа

Вид
Сопря-

женность 
данных 

МСММ+ МСММ- Статистические  
показатели

Prevotella spp.

ПЦР+ 2 1
Q=0.025, 
p=0.671 ПЦР- 3 14

ПЦР- 4 1

Candida spp.
ПЦР+ 0 2

Q=0, p=1
ПЦР- 2 16

Porphyromonas 
gingivalis

ПЦР+ 1 3 Q=0.125, 
p=0.7237ПЦР- 5 11

П р и м е ч а н и е . ПЦР+/ ПЦР– см. в тексте статьи, Q – значение 
распределения χ2 для использования с критерием Мак-Немара с по-
правкой mid-P.
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Адаптация образовательных программ в условиях 
ограничений, связанных с пандемией COVID-19 и её 
последствиями, в своей основе предполагает широкое 
использование видеозаписей лекций, сопровождаю-
щихся презентациями, внедрение ряда новых образо-
вательных технологий, гибридное обучение в формате 
online и offline, активное использование специальной 
техники [1–3].

Обучение и повышение квалификации в удалённом 
формате – реальность сегодняшнего дня (см. рисунок). 
Гибридное обучение способствует созданию и разработ-
ке виртуальных практических занятий по клинической 
лабораторной диагностике с примерами анализа резуль-
татов лабораторных исследований на основе историй 
болезни и кейс-технологий (Case Based Learning) [4, 5].

Кейс-технологии вместе с видеоматериалами счи-
таются наиболее эффективным способом наполнения 
учебно-методических комплексов и online курсов [6, 7], 
поскольку они реализуют новые возможности препо-
давания и находят широкое применение при обучении 
специалистов [8]. Интерактивная кейс-технология при-
меняется для краткосрочного обучения на основе ре-
альных или вымышленных ситуаций (от англ. «case» –  
случай) и направлена на формирование у специали-
стов новых навыков и умений. Введение кейс-метода в 
российское медицинское образование определено Фе-
деральным государственным образовательным стан-
дартом, который делает необходимым использование 
активных, интерактивных форм проведения занятий, а 
именно введения «компьютерных симуляций, деловых 
и ролевых игр, разбора конкретных ситуаций, психо-
логических и иных тренингов, групповых дискуссий и 
др.» [9, 10]. Пилотные исследования применения кейс-

технологии в обучении свидетельствуют об их широ-
ких возможностях в оптимизации процесса высшего 
образования. Применение кейс-метода возможно при 
обучении, мониторинге, выполнении самостоятельной 
работы и контроле её результатов.

Преподаватель при реализации кейс-метода высту-
пает в качестве лидера-ведущего или регулятора дис-
куссии обучающихся с помощью проблемных вопро-
сов. Целью применения кейс-метода в ходе изучения 
дисциплины является закрепление знаний, получен-
ных на лекционном курсе; отработка практических 
навыков в ходе семинарских и практических занятий; 
обучение групповому анализу проблем и принятию 
решений. Доказано, что кейс-технологии способству-
ют развитию практических, аналитических, коммуни-
кативных, творческих, социальных навыков и само-
анализа.

Наиболее часто кейс или видеоролик представляет 
собой описание деловой ситуации в определённом фор-
мате. Он включает разные виды информации, её обоб-
щения и возможные варианты решения поставленной 
проблемной задачи. Кейс обычно сопровождается 5-7 
вопросами и методической запиской. Вопросы, завер-
шающие кейс, направлены на то, чтобы помочь понять 
его основное содержание, сформулировать проблему, 
соотнести её с соответствующим этапом повышения 
квалификации. Методическая записка к кейсу содержит 
дополнительную информацию по ситуации или описа-
ние реального события. Видео-кейс, представляемый 
после учебного лекционного материала, содержит этапы 
организации и выполнения исследований в клинико-ди-
агностических лабораториях. По результатам работы с 
кейсом слушатели должны подготовить план действий, 

Объем рынка профессионального
онлайн-образования в России в 2015–2019 гг
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позволяющих внести изменения в работу клинико-диа-
гностической лаборатории.

При работе с материалами, представленными в 
кейсе, важным является не только формальное ис-
пользование инструментов интерактивных обучающих 
систем, но и оптимальное решение клинико-лабора-
торных проблем. Введение кейс-метода меняет роль 
преподавателя в системе дистанционного обучения 
[10]. Процесс образования в системе постдипломного 
обучения становится более эффективным, если обуча-
ющийся совместно с другими переходит на позицию 
исследователя и готовит собственные видео-кейсы. 
При необходимости освоения дополнительных про-
грамм по специальности можно с самого начала обуче-
ния предоставить курсантам возможность объединить-
ся в добровольные группы для содействия внедрению в 
клиническую практику инновационных  лабораторных 
технологий. Завершающим этапом обучения на спе-
циальных курсах может быть разработка самими об-
учающимися видео-кейсов с нештатными, сложными 
ситуациями, требующими длительного времени и не-
стандартных подходов для разрешения.

Можно выделить 3 основных типа видео-роликов:
- ролики для использования на вводных лекциях, 

открывающие перспективы применения современных 
лабораторных технологий в практическом здравоохра-
нении; 

- ролики технологического характера для демонстра-
ции техники выполнения лабораторных исследований с 
применением современных анализаторов и организации 
лабораторного процесса;

- ролики, заполняющие контекст лекций, со строго 
определенным объемом информации и продолжитель-
ностью не более 6-7 минут.

Ключевым аспектом при внедрении видео-кейсов 
в учебный процесс является корректная подготовка 
видеоматериалов. Основными этапами работы перед 
использованием видео-кейсов в учебном процессе слу-
жат: выявление важных общих моментов, связь учеб-
ного материала и видеофрагмента; обращение к видео, 
остановка демонстрации при необходимости дополни-
тельных пояснений; обсуждение видеоматериала после 
показа.

Использование подготовленных по таким техно-
логиям видео-кейсов в процессе обучения специ-
алистов клинической лабораторной диагностики при 
проведении циклов переподготовки и повышения 
квалификации на кафедре клинической лаборатор-
ной диагностики ФГБОУ ВО «Саратовский ГМУ им. 
В.И. Разумовского» Минздрава России явилось удоб-
ным форматом обучения и получило положительную 
оценку курсантов. В частности, основная информация 
по лабораторным исследованиям методом ПЦР пред-
ставлена в серии коротких обучающих видеороликов. 
Целью видеосериала стало получение обучающими-
ся знаний (теоретического материала) и умений (его 
практической реализации). В первую часть сериала 
вошла лекция «Основы Rеal-time ПЦР» и три видео-
кейса: «Взятие биоматериала для анализа респиратор-
ных инфекций методом Rеal-time ПЦР»; «Организа-
ция рабочего места для ручной методики выделения 
нуклеиновых кислот»; «Выделение нуклеиновых кис-
лот. Метод сорбции». С учётом того, что оценка им-
мунного ответа на инфекцию SARS-СоV-2 остается 
одним из ключевых вопросов диагностики СOVID-19, 

продолжением сериала стали ролики: «Основы ИФА», 
«Особенности ИФА-диагностики СOVID-19», «Каче-
ственное определение антител к SARS-СоV-2 мето-
дом иммуноферментного анализа», «Количественное 
определение антител к SARS-СоV-2 методом иммуно-
ферментного анализа». В видеороликах представле-
ны особенности иммунного ответа организма и роль 
серологических методов в диагностике инфекции 
СOVID-19, особенности лабораторной диагностики 
внебольничной, в том числе, атипичной пневмонии 
как осложнения СOVID-19, особенности выполнения 
и интерпретации результатов иммуноферментного 
анализа в комплексе диагностических мероприятий, 
подробные инструкции для качественного и количе-
ственного определения антител – иммуноглобулинов 
класса IgG к SARS-СоV-2.

Готовится раздел веб-сайта «IVD галерея», откры-
вающий доступ к  актуальным профессиональным зна-
ниям в  лабораторной медицине для широкого круга 
специалистов лабораторной службы (врачей и др.). За-
планировано размещение на данном сайте библиотеки 
учебных видео-кейсов как дополнительного образова-
тельного ресурса. Платформа поэтапно будет заполнять-
ся виртуальными сериалами и модулями, что позволит 
посетителям сайта получать сведения о наиболее совре-
менных и актуальных лабораторных технологиях для 
решения клинических задач. Использование видеома-
териалов позволит существенно облегчить и ускорить 
получение новой информации при освоении учебных 
программ широкому кругу специалистов клинической 
лабораторной диагностики. Преподаватели смогут ис-
пользовать данный виртуальный ресурс для дополне-
ния, актуализации и, в целом, повышения качества об-
разовательного процесса.
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