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Батырова А.С. , васильева Е.М. , Баканов М.И. , Сурков А.Н. 

БИОМАРКЕРЫ АНГИОГЕНЕЗА И ЭНДОТЕЛИАЛЬНОЙ ДИСФУНКЦИИ У ДЕТЕЙ  
И ПОДРОСТКОВ С ХРОНИЧЕСКИМИ ВИРУСНЫМИ ГЕПАТИТАМИ

ФГАУ «Национальный медицинский исследовательский центр здоровья детей» Минздрава РФ. 119991,  Москва, 
Россия

В ряде работ показано, что при хронических вирусных гепатитах (ХВГ) и циррозе печени вирусной этиологии имеют-
ся признаки повреждения и дисфункции эндотелия, выраженность которых зависит от тяжести патологического 
процесса. Цель исследования: оценка роли факторов ангиогенеза и эндотелиальной дисфункции при персистирующих 
ХВГ у детей и подростков.  Обследовано 35 пациентов с ХВГ, из них с ХГВ – 11 детей, с ХГC – 24 ребенка. Рефе-
ренсную группу составили 120 условно здоровых детей. У всех детей в сыворотке крови определяли концентрации 
VEGF-A, ангиогенина (ANG), растворимых рецепторов sVEGF-R1 и sVEGF-R2, тромбомодулина (ТМ) в сыворотке 
крови иммуноферментным методом с помощью специальных наборов реагентов. Содержание фактора Виллебранда 
(vWf) определяли в плазме крови методом иммунотурбидиметрии, плазминогена (PLG) – при проведении расширенной 
коагулограммы. У детей с ХВГ независимо от этиологии концентрация VEGF-A была значимо ниже, а содержание 
sVEGF-R2, sVEGF-R1 и ТМ – выше, по сравнению с детьми без патологии печени (р <0,001, р <0,05, р <0,01, р <0,001 
соответственно). Концентрация ТМ и уровень активности PLG у больных с ХГС были несколько выше, чем при ХГВ. 
Пониженный уровень VEGF-A и повышенная экспрессия его растворимых рецепторов свидетельствуют об усилении 
процессов торможения ангиогенеза при ХВГ, что может указывать на патогенетическую роль этого феномена в 
развитии повреждений печени при ХГС.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  хронический вирусный гепатит; ангиогенез печени; эндотелиальная дисфункция; фактор роста 
эндотелия сосудов VEGF-A; растворимые рецепторы VEGF-A – sVEGF-R1, sVEGF-R2; тромбо-
модулин.

Для цитирования: Батырова А.С. , Васильева Е.М. , Баканов М.И. , Сурков А.Н. Биомаркеры ангиогенеза и эндотели-
альной дисфункции у детей и подростков с хроническими вирусными гепатитами. Клиническая лабораторная диагно-
стика. 2019; 64 (10): 588-593. DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2019-64-10-588-593
Batyrova A. S , Vasilieva E.M. , Bakanov M. I. , Surkov A. N. 

BIOMARKERS OF ANGIOGENESIS AND ENDOTHELIAL DYSFUNCTION IN CHILDREN AND 
ADOLESCENTS WITH CHRONIC VIRAL HEPATITIS
FSAI «National Medical Research Center for Childrens Health» of the Ministry of Health of the Russian Federation, 119991, 
Moscow, Russia
At some works, it has been shown there are signs of damage and endothelium dysfunction in patients with chronic viral hepa-
titis (CVH) and liver cirrhosis of viral etiology the severity of these conditions depends on the severity of the pathological 
process.  Evaluation of the role of angiogenic factors and endothelial dysfunction in persistent of CVH in children and ado-
lescents. 35 patients were examined: of which 11 with chronic hepatitis B (CHB) and 24 with chronic hepatitis C (CHC). The 
reference group consisted of 120 practically healthy persons of the corresponding age and sex. VEGF-A, angiotensin (ANG), 
soluble receptors of VEGF-A (sVEGF-R1 и sVEGF-R2) and trombomodulin (TM) have been investigated in serum by enzyme 
immunoassay using special kits (BCM Diagnostics, USA). Other endothelial dysfunction markers as von Willebrand factor 
(vWf) was determined in blood plasma by immunoturbidimetry (Siemens, Germany), plasminogen (PLG) was investigated 
due to extended coagulation.  In children with CVH, regardless of etiology, the concentration of VEGF-A was significantly 
lower, and sVEGF-R2, sVEGF-R1 and TM was higher than in children without liver disease (p <0.001, p <0.05, p <0.01, p 
<0.001, respectively). The concentration of TM and the level of PLG activity in patients with CHC were slightly higher than 
in CHB. Decreased level of VEGF-A and increased expression of its soluble receptors indicate enhanced inhibition of angio-
genesis in CVH, which may indicate the pathogenetic role of this phenomenon in the development of liver damage in CHC.
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Введение. В настоящее время установлено, что 
основным индуктором ангиогенеза, как в физиологи-
ческих условиях, так и при различных патологических 
состояниях является гипоксия [1]. При вирусных гепа-
титах происходят нарушения в системе эритрона, что 
влечет за собой гипоксию, которая, в свою очередь, 
инициирует ремоделирование сосудов, развивающее-
ся под влиянием индуцированных гипоксией факторов 
(hypoxia-induced factors – HIFs) [2,3]. В последние годы 
ангиогенез печени стали рассматривать в контексте раз-
личных воспалительных, фиброзных и ишемических 
состояний, хотя ранее его связывали только с опухоле-
выми процессами [4]. Известно, что вирус гепатита С 
обладает тропностью к клеткам сосудистой стенки, что 
свойственно инфекционным агентам [5, 6]. Связанные с 
этим сосудистое воспаление и изменения в ангиогенезе 
способствуют также повышению риска развития атеро-
склероза и кардиоваскулярных заболеваний [7].

Среди ангиогенных факторов следует, прежде всего, 
выделить васкулоэндотелиальный фактор роста типа А 
(VEGF-A) – гомодимерный высокогликозилированный 
сигнальный белок, индуцирующий пролиферацию эн-
дотелия путем связывания со своими тирозинкиназны-
ми рецепторами VEGF-R1 (Flt1) и VEGF-R2 (KDR) [8]. 
VEGF является самой важной молекулой, участвующей 
в формировании размера и количества фенестр в сину-
соидальных эндотелиальных клетках печени. В экспери-
менте с клеточными культурами удаление данного фак-
тора из питательной среды приводило к потере фенестр, 
а повторное внесение VEGF в среду – к их восстановле-
нию [9, 10]. 

К числу важных регуляторов процесса ангиогенеза 
относят также белок ангиогенин (ANG) – полипептид 
из суперсемейства рибонуклеаз (RNase), активирующий 
клеточно-ассоциированные протеазы, стимулирую-
щий синтез ДНК и пролиферацию в культурах тканей с 
низкой плотностью эндотелиальных клеток [11]. Взаи-
модействие между ANG, плазминогеном, активатором 
плазминогена, эластазой и ангиостатином, очевидно, 
представляет собой регуляторную систему, обеспечи-
вающую равновесие между ангиогенезом и антиангио-
генезом [12]. Усиление синтеза ANG в печени при ее 
повреждении связано с быстрой пролиферацией сосуди-
стого эндотелия, неизбежной при регенерации поражен-
ного органа [11]. 

Известно, что к стимуляторам неоангиогенеза, кро-
ме отмеченных выше VEGF и ANG, относят фактор ро-
ста фибробластов (FGF), эпидермальный фактор роста 
(EGF), тромбоцитарный фактор роста (PDGF), транс-
формирующие факторы роста α и β (TGF-α, TGF-β), 
инсулинподобный фактор роста-1 (IGF-1), оксид азо-

та (NO), интерлейкин-8 и неспецифические факторы, 
такие как матриксные металлопротеиназы (MMPs). К 
ингибиторам неоангиогенеза относятся эндостатин, 
растворимые рецепторы VEGF (sVEGF-R), тромбоспон-
дин, ангиостатин (фрагмент плазминогена), вазостатин, 
рестин, ингибиторы ММР (TIMP-1, TIMP-2) [3]. 

Установлено, что при хронических вирусных гепати-
тах (ХВГ) и циррозах печени (ЦП) вирусной этиологии 
имеются признаки повреждения и дисфункции эндоте-
лия, выраженность которых зависит от тяжести патоло-
гического процесса [13, 14]. Полагают, что тромбомоду-
лин (ТМ) и фактор Виллебранда (vWf) могут быть пре-
дикторами нарушений функции эндотелиальных клеток 
при повреждении печени, вызываемом вирусами гепа-
тита В и С [15]. Ключевую роль при данных заболевани-
ях играет патологический ангиогенез – формирование 
новых кровеносных сосудов из уже существующих, при 
этом общая ангиоархитектоника оказывается нарушен-
ной [16]. Фиброз и воспаление способствуют образова-
нию новых сосудистых структур в печени. В последнее 
десятилетие, несмотря на успехи в лечении хрониче-
ских заболеваний печени (ХЗП), все еще остается про-
блемой объективно оценить эволюцию регенерационно-
го процесса в печени на фоне терапии, так как обычный 
клинико-лабораторный анализ сывороточных показате-
лей функции печени и маркеров фиброза является не-
достаточным. По этой причине весьма актуален поиск 
значимых биомаркеров, отражающих прогрессирование 
болезни печени. Полагают, что уровни VEGF и других 
факторов ангиогенеза и состояние эндотелиальной дис-
функции могут служить прогностическими маркерами 
хронического гепатита С (ХВГ С) и отражать реакцию 
организма больного на проводимую терапию [17].

Цель исследования – oценка роли факторов ангиоге-
неза и эндотелиальной дисфункции при персистирую-
щих хронических вирусных гепатитах у детей и под-
ростков.

Материал и методы. Было обследовано 35 детей (23 
мальчика, 12 девочек) с ХВГ, которые составили основ-
ную группу. Возраст пациентов колебался от 3 до 18 лет 
(11,8±0,7 лет). В зависимости от этиологии гепатита 
пациентов распределили в две подгруппы: I – c ХВГ В 
(n=11), II – c ХВГ C (n=24). Референсную группу соста-
вили 120 условно здоровых детей, не имевших измене-
ний со стороны желудочно-кишечного тракта и желче-
выводящих путей, и без поражения иных органов и/или 
систем, патология которых влечет за собой изменение 
печеночной ткани и ремоделирование стенок сосудов, 
проходивших плановое обследование в консультатив-
ном отделении НИИ педиатрии ФГАУ «НМИЦ здоровья 
детей» Минздрава России. Пациентам основной группы 
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с целью оценки стадии фиброза была выполнена тран-
зиентная эластография печени.  Для проведения корре-
ляционного анализа вводили баллы: фиброза нет – 0, 
слабый фиброз-1, умеренный фиброз – 2, выраженный 
фиброз – 3, цирроз – 4. Концентрации ключевых фак-
торов ангиогенеза – VEGF-A, ангиогенина (ANG), рас-
творимых рецепторов sVEGF-R1 и sVEGF-R2, а также 
маркера эндотелиальной дисфункции – тромбомоду-
лина (ТМ) определяли в сыворотке крови иммунофер-
ментным методом с помощью специальных наборов ре-
агентов (BCM Diagnostics, США). Содержание фактора 
Виллебранда vWf определяли в плазме крови методом 
иммунотурбидиметрии (Siemens, Германия). Плазми-
ноген (PLG) определяли при проведении расширенной 
коагулограммы. Проводили сравнение изменений соот-
ношения содержания про- и антиангиогенных факторов. 
Для этого изучаемые параметры приводили к единой 
размерности в пкг/мл.

Статистическая обработка данных проводилась с ис-
пользованием персонального компьютера и программы 
Statistica. Различия между группами считали статисти-
чески значимыми при вероятности прогноза (р<0,05). 
Коэффициент корреляции определяли по Пирсону.

Результаты. Концентрации биомаркеров ангиоге-
неза и дисфункции эндотелия (ДЭ), определенные у па-
циентов с ХГB и C, а также у условно здоровых детей 
представлены в табл. 1.

Как видно из представленных данных, в основной 
группе больных уровень ANG (277,1±28,5 нг/мл) ста-
тистически достоверно не отличался от такового в ре-
ференсной группе (см.табл.1), однако отмечены значи-
тельные колебания этого показателя. Так, у 24 больных 
содержание ANG составило 384,1±20,2 нг/мл, а у 11 
больных – 84,5±5,9 нг/мл (р<0,001). В зависимости от 
типа вируса различий в уровне ANG выявлено не было.

Cодержание VEGF-A колебалось в значительных 

пределах – от 0 до 843,4 пг/мл, среднее значение соста-
вило 195,1±35,9 пг/мл, что было значимо  ниже (р<0,01) 
данного показателя в референсной группе (n=122), у 
которых колебания были менее выраженными: 14,5-742 
пг/мл, а средняя его концентрация составила 354,0±17,6 
пг/мл. Содержание VEGF-A во II подгруппе было ниже, 
чем в I, и достоверно ниже, чем в группе условно здоро-
вых детей (р<0,001). 

Уровень sVEGF-R1(р<0,05) и sVEGF-R2 (р<0,01) у 
больных основной группы был выше, чем в референс-
ной группе. Нам представилось интересным сравнить 
величину соотношения проангиогенных к антиангиоген-
ным факторам (VEGF-А+ANG/ sVEGF-R1+ sVEGF-R2). 
Оказалось, что в основной группе количество антианги-
огенных факторов преобладало над проангиогенными, 
при этом во II подгруппе эта разница была статисти-
чески значимой по сравнению с референсной группой 
(р <0,05). Далее мы сравнили величину соотношения 
sVEGF-R1/VEGF-А. В референсной группе это соотно-
шение составило 0,51, в то время как в основной группе 
больных – 1,19 (p<0.05). Таким образом, в I подгруппе 
детей оно было несколько ниже (p<0, 05), чем во II, но 
превышало данный показатель референсной группы.

Также если в группе условно здоровых детей со-
отношение sVEGF-R2/sVEGF-R1 составило 62,6, то в 
основной группе – 106,6 (p<0,01), в I подгруппе – 118, 0 
(p<0,05) и во II подгруппе – 94,4 (p<0,01).

Изменения маркеров эндотелиальной дисфункции. 
Как видно из представленных данных, у пациентов 
основной группы отмечается значимое увеличение в 
крови концентрации ТМ и активности фактора VIII по 
сравнению с группой условно здоровых детей (р<0,001 
и p<0,01, соответственно).

Уровень vWf в основной группе хотя и имел тенден-
цию к повышению, но статистически не отличался от 
такового у здоровых детей, что мы связываем с малой 

Т а б л и ц а  1 
Изменение уровня ангиогенных факторов у детей и подростков с хроническими вирусными гепатитами

         Показатели Основная группа (1)  
(n = 35)

Подгруппа I (2)  
(n = 11)

Подгруппа II (3)  
(n = 24)

Референсная группа (4)  
(n =122)

ANG нг/мл 277,1±28,5 (n=30) 264,9±61,4 281,2±32,2 289,3±4,5 (n=118)
VEGF-A пг/мл 195,1±35,9 (n=29) 238,0±79,0 178,7±37,7

p3/4 <0,001
354,0±17,6 (n=122)

p1/4 <0,001

sVEGF-R1 пг/мл 222,9±33,0
p1/4 <0,05

198,8±38,2 192,1±27,1 151,5±10,0 (n=70)

sVEGF-R2  пг/мл 18267±919
p1/4 <0,01

17173±1238 18683±1184
p3/4 <0,01

14829±262 (n=50)

Тромбомодулин
нг/мл

38,4±3,9   (n=34)
p1/4 <0,001

32,3±6,8
p2/4 <0,05

41,2±4,7
p3/4 <0,001

14,4±0,8   (n=50)

PLG % 96,8±3,8 90,2±6,5 99,6±4,6 92,2±2,3 (n =20)
vWf  % 125,1±13,0  (n=34) 127,3±17,6 108,7±7,4 95,8±12,2  (n=20)
VIII  % 77,2±4,2    (n=32)

p1/4 <0,01
70,0±4,0 79,6±5,6 

p3/4 <0,01
65,4±6,0    (n=20)

VEGF-А+ANG/ 
sVEGF-R1+ sVEGF-R2

16,2±2,2
p1/4<0,05

15,4±3,8 16,5±2,4
p3/4 <0,05

23,0±1,6

sVEGF-R1/ VEGF-А 1,19±0,24
p1/4 <0,05

1,0±0,18         p2/4 <0,05 1,29±0,33
p3/4 <0,05

0,51±0,07

sVEGF-R2/ sVEGF-R1 106,6±11,1
p1/4 <0,01

118,0±22,8
p2/4 <0,05

94,4±7,5 62,6±3,0
p3/4 <0,01

П р и м е ч а н и е .  p1/4 – достоверность различий между 1-й  и 4-й группой; p 2/4 - достоверность различий между 2-й и 4-й группой; p 3/4 - достоверность различий между 3-й  и 4-й группой.
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выборкой пациентов. Аналогичные изменения выявле-
ны и для PLG.

Особенности взаимосвязей ангиогенных и антиан-
гиогенных факторов с биохимическими показателями 
сыворотки крови. В общей группе взаимосвязи ANG с 
другими показателями не выявлено. У детей подгруппы 
I выявлялась положительная корреляция уровня ANG с 
содержанием ГГТ (r=0,89), количеством тромбоцитов 
(r=0,68). Во II подгруппе выявлялись только корреляции 
между ANG и vWf (r=0,58). 

Уровень VEGF-A у больных I подгруппы коррелиро-
вал с содержанием vWf (r=0,88), содержанием sVEGF-
R2 (r=0,55) и наличием фиброза печени по данным 
транзиентной эластографии (r=-0,52). В то же время у 
больных II подгруппы корреляций уровня VEGF-A с 
лабораторными и инструментальными показателями не 
выявлено. В общей группе уровень VEGF-A коррелиро-
вал с vWf (r=0,47). 

Не обнаружено различий в содержании sVEGF-R1 
у больных I и II подгрупп. Во II подгруппе выявлялась 
корреляционная связь sVEGF-R1 с содержанием АЛТ 
(r=0,65) и АСТ (r=0,51). В I подгруппе выявлялась корре-
ляционная связь sVEGF-R1 с содержанием ТМ (r=0,64), 
PLG (r=0,66), vWf (r=-0,53). 

Содержание sVEGF-R2 у больных основной группы 
было значительно выше, чем в группе условно здоровых 
детей (р<0,01), выявлены корреляции sVEGF-R2 с уров-
нем ТМ (r=0,49); содержанием тромбоцитов (r=0,53). Со-
держание sVEGF-R2 у больных II подгруппы было выше, 
чем у детей I подгруппы. У детей в подгруппе II данный 
показатель коррелировал с содержанием ТМ (r=0,51). 

В основной группе уровень PLG отрицательно кор-
релировал с фиброзом (r=-0,50), выявляемым у больных. 
В I подгруппе выявлялись корреляционные связи ТМ с 
PLG (r=0,94), АЛТ (r=0,73) и АСТ (r=0,58), vWf корре-
лировал с АЛТ (r=-0,62) и АСТ (r=-0,83). Также в под-
группе II выявлялись корреляционные связи PLG с АСТ 
(r=-0,48) и фиброзом печени, выявляемым у больных 
(r=-0,59). 

Как указывалось, ранее, по содержанию VEGF-A 
основная группа обследованных больных была очень 
неоднородной. Почти у половины пациентов (n=12) 
уровень VEGF-A был очень низким (33,5±9,5 пг/мл), у 
остальных – относительно повышенным. Интересно от-
метить, что при низком содержании VEGF-А выявлялась 
взаимосвязь этого показателя с вирусоносительством 
больного: отрицательная – с ХГС (r=-0,48) и положи-
тельная – с ХГВ (r=0,48).  В то же время значимых раз-
личий в содержании ANG в разных подгруппах выявле-
но не было. Выявлялись взаимосвязи ANG с sVEGF-R1 
(r=-0,55), vWf (r=0,54), VIII (r=0,62). На фоне сниженно-
го уровня VEGF-A отмечалось значительное повышение 
содержания в сыворотке крови растворимого рецепто-
ра sVEGF-R1 (табл.2). Уровень sVEGF-R2 в сыворотке 
не зависел от содержания VEGF-A. При низком уровне 
VEGF-А выявлены корреляционные связи sVEGF-R2 с 
ТМ (r=0,46), тромбоцитами (r=0,49); у больных с более 
высоким содержанием VEGF-А корреляционные связи 
были более сильными: с ТМ (r=0,57), с тромбоцитами 
(r=0,59).

Отношение sVEGF-R2/sVEGF-R1 в группе с низким 
содержанием VEGF-A положительно коррелировало с 
vWf (r=0,64); отношение sVEGF-R1/VEGF-А в этой же 
группе пациентов положительно коррелировало с PLG 
(r=0,63).

Содержание ТМ у пациентов с низким VEGF-A бы-
ло выше, чем у больных с более высоким содержанием 
VEGF-A, у последних уровень ТМ коррелировал с PLG 
(r=0,69). При низких значениях VEGF-А выявлялись 
положительные корреляционные связи ТМ с фиброзом 
(r=0,52), vWf (r=0,44). Процентное содержание PLG у 
больных с низким уровнем VEGF-А было сниженным 
по сравнению с референсной группой, и еще значитель-
но ниже, чем у больных с относительно повышенным 
содержанием VEGF-A, у последних эта разница была 
статистически значимой. Выявлены взаимосвязи PLG с 
содержанием тромбоцитов (r=-0,58) и наличием фибро-
за печени (r=-0,48). 

Т а б л и ц а  2 
Изменение уровня ангиогенных факторов в зависимости от содержания VEGF-A у больных с хроническими гепатитами В и С

Показатели Повышенный уровень VEGF-А
275,8±28,7 пг/мл; 

(n = 16)

Значительно сниженный уровень 
VEGF-A

33,5±9,5 пг/мл; (n = 12)

Референсная группа (р)
354,0±17,6 пг/л

ANG нг/мл 265,0±36,7 293,3±44,2 289,3±4,5 (n=118)
sVEGF-R1 пг/мл 186,0±19,1 254,6±46,6

pp <0,05
151,5±10,0 (n=70)

sVEGF-R2  пг/м 18316±5430 18197±1587
pp <0,05

14829±262 (n=50)

Тромбомодулин
пг/мл

36,7±3,6
Pp<0,001

41,5±7,8
pp<0,001

14,4±0,8 (n=50)

PLG, % 101,5±3,6
Pp<0,05

88,3±6,4 92,2±2,3 (n=20)

vWf,  % 112,7±8,3 115,7±11,7 95,8±12,2   (n=20)
VIII,  % 73,4±3,9 90,4±9,6

pp<0,05
65,4±6,0 (n=20)

VEGF-А+ANG/ sVEGFR1+sVEGF-R2 15,3±3,1
Pp <0,05

17,2±3,4 23,0±1,6

sVEGF-R1/ VEGF-А 0,81±0,11 5,91±0,92 0,51±0,07
sVEGF-R2/ sVEGF-R1 88,8±8,4 95,3±17,3 62,6±3,0

П р и м е ч а н и е . pр – достоверность различий с референсной группой.
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вышение положительно коррелировало с интенсивно-
стью прогрессирования фиброза печени. 

При ХГС и ЦП, помимо механического повышения 
vWf (происходящего в результате выхода данного фак-
тора при нарушении целостности сосудистой стенки), 
также возможно увеличение содержания этого фактора 
за счет усиленного потребления тромбоцитов, возни-
кающих за счет воспалительных изменений, индуци-
рованных действием вирусов и фиброзом печеночной 
ткани [22]. 

При ХЗП, особенно на терминальных стадиях, кон-
центрации VIII фактора и фактора vWf в плазме крови 
повышаются, хотя большинство прокоагулянтных фак-
торов оказывается сниженным [23, 24]. Такое повыше-
ние содержания VIII фактора, на примере ЦП, объяс-
няют снижением клиренса данного фактора из плазмы 
крови посредством механического повышения содер-
жания vWf (высвобождение крупных мультимеров vWf 
при повреждениии сосудов), способствующего стабили-
зации его прокоагулянтной активности [25]; либо за счет 
недостаточной экспрессии рецепторов липопротеинов 
низкой плотности (мультифункционального лиганда), в 
норме обеспечивающих клеточный захват и разрушение 
VIII фактора [26].

Как установлено, основной синтез VIII фактора про-
исходит, главным образом, в синусоидальных эндотели-
альных клетках печени [27]. В плазме данный фактор 
практически весь связан с vWf, который защищает его 
от протеолитической инактивации в плазме, за счет бло-
кирования сайтов связывания VIII фактора с фосфоли-
пидной матрицей и протеином С [23].  

Заключение. Повышенная экспрессия растворимых 
рецепторов VEGF-A – sVEGF-R1 и sVEGF-R2 и пони-
женный уровень VEGF-A свидетельствуют об усилении 
процессов торможения ангиогенеза при ХГ, что может 
указывать на патогенетическую роль этого феномена в 
развитии повреждений печени при данной патологии у 
детей, особенно при ХГС. Обнаруженные изменения по-
казателей эндотелиальной дисфункции у обследуемых 
больных могут быть использованы в качестве дополни-
тельных маркеров повреждения эндотелия сосудов пе-
чени при ХГ у детей. 

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

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
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Отношение VEGF-А+ANG/ sVEGFR1+sVEGF-R2 у 
больных с уровнем VEGF-А, близким к референсным 
данным, было самым низким, достоверно ниже, чем в 
группе условно здоровых детей. У больных с низким со-
держанием VEGF-А это коррелировало с содержанием 
тромбоцитов (r=-0,63).

Обсуждение. В патогенезе хронических вирусных 
заболеваний печени большое значение имеет наруше-
ние внутрипеченочной гемодинамики, что может быть 
непосредственно связано с повреждением эндотели-
альной выстилки синусоидальных клеток печени виру-
сом. Процессы прогрессирования поражения печени, 
в частности, неоангиогенез и фиброз в печени, в свою 
очередь, связаны с функциональной состоятельностью 
эндотелия [18].

Имеются данные о том, что для поражений печени 
вирусного генеза характерно повышение показателей 
ангиогенеза в сыворотке крови [19]. В ходе нашего ис-
следования было установлено, что у детей основной 
группы уровень VEGF-A был значимо ниже, а содержа-
ние sVEGF-R2, sVEGF-R1 – выше, чем в референсной 
группе.

Также оказалось, что в основной группе количество 
антиангиогенных факторов преобладало над проангио-
генными. Таким образом можно предположить, что рас-
творимые рецепторы VEGF-R1, – R2 связали большую 
часть VEGFA, что в свою очередь может свидетельство-
вать о торможении неоангиогенеза в печени на фоне по-
вреждения эндотелия вирусом. 

В литературе имеются сведения, что сывороточные 
уровни VEGF положительно коррелируют с количе-
ством тромбоцитов у пациентов с гепатоцеллюлярной 
карциномой, что объясняется тем, что в присутствии 
опухоли тромбоциты могут переносить большое количе-
ство VEGF в своих гранулах, но при этом не сказываться 
на его уровне в сыворотке крови. Высказано мнение о 
том, что количественная оценка VEGF по отношению к 
количеству тромбоцитов может использоваться в каче-
стве прогностического маркера при гепатоцеллюлярной 
карциноме, так как при этом заболевании наблюдались 
более высокие показатели VEGF и тромбоцитов по срав-
нению со здоровыми людьми и пациентами с ЦП [9].

В нашем исследовании выявлено изменение соот-
ношения sVEGF-R1/VEGF-А у пациентов с ХГB – оно 
было несколько ниже, чем у детей с ХГC, но превышало 
данный показатель референсной группы, что подтверж-
дало недостаточность сигнальной системы VEGF-A при 
ХГ, а соответственно подтверждало нашу гипотезу о на-
рушении нормальной васкуляризации печени у пациен-
тов с ХЗП за счет дисбаланса про- и антиангиогенных 
факторов. 

Известно, что VEGF-R1 существует в двух формах: 
полноразмерного мембрансвязанного рецептора, спо-
собного передавать сигнал, и усечённого растворимо-
го рецептора sVEGF-R1, способного связывать лиганд 
VEGF-А или образовывать димеры с полноразмерным 
рецептором и блокировать передачу сигнала. Раствори-
мая форма sVEGF-R1 может образовывать неактивные 
гетеродимеры с sVEGF-R2 [20]. 

Полученные нами высокие уровни ТМ и vWf сви-
детельствуют о повреждении эндотелия сосудов, при 
этом у детей с ХГС концентрация ТМ выше, чем у де-
тей с ХГВ что согласуется с данными исследователей М. 
Osada  и соавт.[21], которые обнаружили у пациентов с 
ХГC высокий уровень ТМ. По мнению авторов, это по-
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КИСЛОРОДЗАВИСИМЫЕ МЕХАНИЗМЫ И ОКИСЛИТЕЛЬНЫЙ СТРЕСС У ДЕТЕЙ  
ПРИ ОСТЕОХОНДРОПАТИИ ГОЛОВКИ БЕДРЕННОЙ КОСТИ

ФГБУ «Российский научный центр «восстановительная травматология и ортопедия» имени академика  
Г. А. Илизарова», Минздрава РФ,  640014, Курган, Россия

Дегенеративно-дистрофические процессы в суставных тканях сопровождаются изменениями показателей врожденно-
го иммунитета, что является следствием иммунных реакций на асептическое воспаление. Цель настоящего исследова-
ния – изучить кислородзависимые механизмы фагоцитарной активности нейтрофилов (HCT-тест, активности миело-
пероксидазы), биохимические показатели перекисного окисления липидов, окислительной модификации белков и актив-
ности ферментов антиоксидантной защиты у детей (в возрасте 12 – 16 лет) с остеохондропатией головки бедренной 
кости. В обследованной группе было выявлено повышение спонтанного HCT-теста и содержание миелопероксидазы в 
нейтрофилах, снижение индекса стимуляции HCT, а также статистически значимое повышение активности суперок-
сиддисмутазы, основного продуцента гидроперикиси. При этом, не обнаружено увеличение активности каталазы и 
содержания продуктов липопероксидации, однако, выявлено перераспределение продуктов окислительной модификации 
белков с преобладанием кетонов. При развитии у детей остеохондропатии наблюдается активация кислородзависимых 
механизмов фагоцитарной активности нейтрофилов, возрастает количество вторичных продуктов пероксидации бел-
ков – кетонов. Увеличение активности СОД, при одновременном и достоверном снижении активности каталазы свиде-
тельствует о накоплении гидроперикиси вызывающей активизацию и хемотаксис нейтрофилов. Данные исследования 
можно  использовать для прогнозирования развития остеонекроза в качестве дополнительных критериев при принятии 
решения о целесообразности выполнения реконструктивных операций на суставе.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  остеохондропатия головки бедренной кости; фагоцитарная активность нейтрофилов; НСТ-
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дисмутаза.
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Bведение. Несмотря на полиэтиологичный характер, 
ключевым моментом развития патологии признается 
нарушение кровоснабжения в головке бедра, ведущее к 
прогрессированию ишемического некроза [1]. Травмы, 
инфекции микробной и вирусной этиологии, гормональ-
ные перестройки в переходном возрасте могут служить 
пусковым механизмом для развития у детей остеохон-
дропатии головки бедренной кости (ОГБК) [2, 3]. Уста-
новлено, что дегенеративно – дистрофические процессы 
в суставных тканях сопровождаются изменениями пока-
зателей иммунитета, что является следствием иммунных 
реакций на асептическое воспаление [4-6]. Ключевую 
роль в первую фазу иммунного ответа при воспалитель-
ных процессах как инфекционного, так и неинфекци-
онного генеза играют нейтрофилы, одной из главных 
функций которых является уничтожение и элиминация 
опсонированных клеток при помощи высокоактивных 
ферментов и кислородных радикалов. На окружающие 
ткани лизосомальные продукты активированных ней-
трофилов оказывают повреждающее воздействие [7]. 
Возможно, развивающаяся при этом гипоксия вызывает 
дисбаланс в реализации свободнорадикальных реакций 
и системе перекисного окисления липидов (ПОЛ) – ан-
тиоксидантная система (АОС). По мнению ряда авторов, 
определенную роль в развитии болезни играет оксидант-
ный стресс и снижение защитной функции АОС. 

Целью исследования являлось исследование пока-
зателей пероксидации, HCT-теста, активности миело-
пероксидазы и ферментов антиоксидантной защиты у 
детей с остеохондропатией головки бедренной кости.

Mатериал и методы. Основу исследования состави-
ли результаты, полученные при предоперационном имму-
нологическом обследования 18 пациентов с ОГБК. Кри-
терии включения: 12 - 16 лет (13,5 (12,0;14,5), мужской 
пол, IV стадия по Waldenstrom, коксартроз 0-I степени 
по Tonnis, отсутствие острых и хронических заболева-
ний, которые могли бы оказать влияние на результаты 
исследования. Критерии исключения: I - III стадия по 
Waldenstrom, коксартроз II-III степени. Для всех паци-
ентов был характерен болевой синдром, умеренно вы-
раженный, связанный с нагрузкой. В 5 случаях наблю-
далось нарушение походки в виде прихрамывания, в 13 
случаях - хромота без использования дополнительных 
средств опоры. Во всех наблюдениях отмечен положи-
тельный симптом Тренделенбурга III типа, положитель-
ный RIM синдром. Во всех суставах диагностировано 
ограничение внутренней ротации и отведения, которые в 
7 случаях сочетались с дефицитом сгибания до 90 - 100˚. 
Величина относительного укорочения составляла 1 - 3 см. 
Объектом исследования послужила  кровь из локтевой 
вены, взятая натощак. Контрольную группу составили 

12 практически здоровых подростков аналогичного воз-
раста и пола. 

Метаболическую активность нейтрофилов оценива-
ли в реакции восстановления нитросинего тетразолия 
(НСТ-тест) по методу Park, в двух вариантах: спонтан-
ном и стимулированном. В качестве стимулятора ис-
пользовали микробную тест - культуру Staphylococcus 
epidermidis штамм № 9198 «НИИЭМ» СЗО РАМН. Ак-
тивность миелопероксидазы (МП) определялась по Гре-
хему – Кнолю. Уровень МП выражали в виде среднего 
цитохимического коэффициента (СЦК). Окраску препа-
ратов осуществляли по Романовскому – Гимзе. Учет ре-
зультатов проводился при помощи светового микроскопа 
Axio Lab.A 1 (Karl Zeiss MicroImaging GmbH; объектив 
100 (МИ), окуляр 12,5х)  с  использованием иммерсии.

Общее количество белка (ОБ) измеряли методом ко-
личественного определения белков с помощью биурето-
вой реакции. Метод определения окислительной моди-
фикации белков в сыворотке крови основан на реакции 
взаимодействия окисленных аминокислотных остатков 
с 2,4-динитрофенилгидразином, путем осаждения белка 
с последующим растворением осадка. Концентрацию 
альдегидов (ОМБ270 первичные продукты) и кетонов 
(ОМБ363+370 вторичные продукты) выражали в единицах 
оптической плотности на мг белка [8]. Среди первичных 
механизмов повреждения клеток при окислительном 
стрессе исследованы промежуточные вещества продук-
тов липопероксидации - первичные продукты - диено-
вые конъюгаты (ДК). Расчет содержания первичных 
продуктов ПОЛ проводили спектрофотометрическим 
методом, который представлен разностью оптической 
плотности между опытной и контрольной пробами [9]. 
Определение концентрации вторичных продуктов липе-
роксидации - малоновый диальдегид (МДА) основан на 
реакции с 2-тиобарбитуровой кислотой, которая при вы-
сокой температуре образует окрашенный триметиповый 
комплекс и имеет максимум поглощения при 532 нм. 
Концентрацию первичных и вторичных продуктов пере-
кисного окисления рассчитывали на мг общих липидов, 
которые определяли колориметрическим методом с ис-
пользованием ортофосфорной кислоты. Основной функ-
цией фермента каталазы является освобождение клетки 
от избытка перекиси водорода, которая образуется при 
многих окислительно-восстановительных процессах. 
Активность фермента каталазы определяли по скорости 
разрушения перекиси водорода [10]. Определение актив-
ности фермента антиоксидантной системы супероксид-
дисмутазы (СОД) проводилось в супернатантах гемоли-
затов эритроцитов, приготовленных по методу Nishikimi 
N. et al. (1972) [11]. Данный метод определения активно-
сти СОД основан на способности фермента, тормозить 
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автоокисление адреналина. Результаты определения ли-
попероксидации и окислительной модификации белков 
были представлены в виде расчетного коэффициента 
суммы и отношений. Показателями нормы служили дан-
ные, полученные при исследовании крови у 10 здоровых 
детей в возрасте 13,0 лет. Лечение и обследования па-
циентов проводились квалифицированным персоналом 
при использовании сертифицированного оборудования 
в соответствии с принятыми на территории Российской 
Федерации стандартами. Все исследования проведены в 
соответствии с этическими стандартами Хельсинкской 

декларации Всемирной медицинской ассоциации «Эти-
ческие принципы проведения научных медицинских ис-
следований с участием человека» с поправками. Всеми 
пациентами и их законными представителями было под-
писано информированное согласие на публикацию дан-
ных, полученных в результате исследований, без иден-
тификации личности. 

Результаты исследования представлены в виде меди-
аны 1 – го и 3 – го квартилей (Ме [Q1;Q3]). Межгруппо-
вые сравнения проводили с использованием рангового 
метода  Манна – Уитни. Исходный уровень альфа для 
принятия или отклонения нулевой гипотезы в настоя-
щем исследовании был принят равным 0,05.

Pезультаты. Исследование количества нейтрофи-
лов показало тенденцию к их увеличению в группе с 
ОГБК в сравнении с контрольной группой. Между тем 
статистически достоверных межгрупповых отличий мы 
не выявили (рис. 1).

В сравнении с показателями контрольной группы, у 
подростов с ОГБК отмечалось статистически значимое 
повышение спонтанного HCT - теста, позволяющего 
оценить состояние кислородзависимого механизма бак-
терицидности фагоцитов крови in vitro (рис. 2).

Исследование стимулированного НСТ-теста, кото-
рый позволяет получить информацию о функциональ-
ном резерве фагоцитов, достоверных отличий между 
контрольной и опытной группами не выявило (рис. 3).

Вследствие повышенных значений спонтанного HCT 
- теста, индекс стимуляции HCT в группе с ОГБК ока-
зался статистически значимо ниже, чем в контрольной 
группе, что свидетельствовало о сниженном кислород-
зависимом потенциале нейтрофильных фагоцитов при 
данной патологии (рис. 4).

Важную роль в образовании АФК (активных форм 
кислорода) играет миелопероксидаза (МП), являющаяся 
катализатором реакций, продуктами которых становятся 
гипохлорит, реактивные производные азота, свободные 
радикалы, и т. д., участвующие в процессах перекисного 
окисления липидов. 

Главной функцией МП является противоинфекцион-
ная защита, при этом МП способна оказывать повреж-
дающее влияние на собственные ткани организма [12]. 
Согласно результатам наших исследований, активность 
МП у пациентов с ОГБК достоверно превышала значе-
ния контрольной группы (рис. 5).

Рис. 1 Содержание нейтрофилов в периферической крови у 
пациентов с ОГПК (109/л). 
Здесь и на рис. 2-5: 1 – контрольная группа; 2 – ОГБК.

Рис. 2. Кислородзависимая активность нейтрофилов крови 
(НСТ-тест спонтанный) (в %).

Рис. 3. Кислородзависимая активность нейтрофилов крови 
(НСТ-тест стимулированный) (в %).

Рис. 4. Индекс стимуляции НСТ-теста.
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рокий диапазон патологических процессов: их избыток 
способствует нарушению проницаемости мембран и 
меняет каталитическую активность ферментов. По дан-
ным ряда авторов при остеонекрозе наблюдается  уве-
личение концентрации продуктов пероксидации, что не 
противоречит полученным нами данным, но дополня-
ется данными об увеличении концентрации продуктов 
окислительной модификации белков. Оценка активно-
сти ферментов АОС показала изменения в активности 
ферментативного ансамбля СОД - каталаза. СОД ката-
лизирует превращение супероксидного анионрадикала с 
образованием пероксида водорода и кислорода, каталаза 
катализирует разложение пероксида водорода до воды. 
Снижение степени мобилизации гидроперикиси  в усло-
виях интенсивности свободнорадикальных процессов 
свидетельствует о ее накоплении в тканях, что способ-
ствует активации кислородзависимых механизмов фаго-
цитарной активности нейтрофилов [15].

Несмотря на отсутствие активного воспаления в тка-
нях пораженного сустава и отсутствие сопутствующей 
соматической патологии, которая смогла бы оказать вли-
яние на механизмы бактерицидности фагоцитов, у паци-
ентов с ОГБК отмечается усиление кислородзависимой 
фагоцитарной активности нейтрофилов перифериче-
ской крови. По нашему мнению, активация кислородза-
висимого метаболизма в тканях тазобедренного сустава 
при данной патологии является вторичной и, возможно, 

Сравнительный анализ результатов определения пока-
зателей ПОЛ, ОМБ и активности ферментов антиоксидант-
ной защиты проводили, сопоставляя данные полученные 
в группе пациентов с ОГБК и показателями группы здо-
ровых детей. Изменения в сыворотке крови, связанные с 
показателями пероксидации и активностью антиоксидант-
ных ферментов, оценивали, представив данные в таблице.

По сравнению с группой контроля у детей с ОГБК не 
выявлено накопления продуктов ПОЛ [ДК+МДА] или 
ОМБ [Альдегиды+Кетоны]. Однако, отношения между 
первичными и вторичными продуктами пероксидации 
[ДК/МДА и Альдегиды/Кетоны] изменены. Если в 
отношении ПОЛ доля первичных продуктов изменяется 
не достоверно, то в ОМБ отношение альдегидов к 
кетонам уменьшается статистически значимо, что 
говорит о преобладании вторичных продуктов ОМБ. 
Соответственно, концентрация кетонов – вторичных 
продуктов ОМБ - возрастает. Наиболее существенные 
изменения нами обнаружены в отношении активности 
ключевых ферментов антиоксидантов. Активность 
каталазы оказалась снижена более чем в 4 раза, но 
активность супероксиддисмутазы повышена в 1,7 раза.

Известно, что окислительно - восстановительные про-
цессы являются физиологической основой жизнедеятель-
ности клетки. В результате влияния многочисленных раз-
дражителей на мембраны фагоцитов происходит развитие 
метаболических реакций, в результате которых образуют-
ся первичные и вторичные метаболиты активированного 
кислорода, обладающие высокой цитотоксической актив-
ностью в отношении не только микробных клеток, но и 
собственных тканей организма, включая костную [13]. 
Итогом воспаления любой этиологии, включая асептиче-
ское, становится повышение показателей кислородзави-
симой фагоцитарной активности нейтрофилов. 

Oбсуждение. Дистрофические, воспалительные и 
некротические изменения при ОГБК описаны во всех 
элементах тазобедренного сустава: в структуре кости, в 
артикулярных и параартикулярных тканях. Существует 
мнение о наличии связи этих нарушений с патологией 
системы пероксидации и антиоксидантной защиты [14]. 
Как правило, при ОГБК, параметры метаболитов пе-
роксидации оказываются повышенными, однако, связь 
с определенным звеном развития патологии пока не 
установлена. Продукты пероксидации вовлечены в ши-

Рис. 5. Активность миелопероксидазы в нейтрофилах (СЦК).

Перекисное окисление липидов и карбонилирование белков под действием окислительного стресса (медиана и интерквартильные 
размахи)

Показатель Норма (n=10) Патология (n=8)
Общие липиды, г/л 7,75 (7,17;8,28) 7,29 (6,52;8,01)
Диеновые конъюгаты нмоль/г ол 5,37 (4,62;6,39) 4,92 (4,34;6,34)
Малоновый диальдегид нмоль/г ол 2,88 (2,39;3,26) 2,65 (2,48;3,06)
ДК+МДА 8,88 (7,17;11,24) 8,61 (7,08;9,28)
ДК/МДА 2,06 (1,15;2,36) 1,58 (1,45;2,18)
Общий белок г/л 72,40 (70,18;75,75) 71,20 (65,30;73,25)
Альдегиды ОМБ ед.опт.пл./ г ОБ 0,22 (0,18;0,23) 0,16 (0,13;0,19)
Кетоны ОМБ ед.опт.пл./ г ОБ 0,014 (0,012;0,015) 0,016 (0,015;0,023)0,01

Альдегиды+Кетоны 0,23 (0,20;0,24) 0,19 (0,14;0,21)
Альдегиды/Кетоны 15,69 (14,01;16,57) 7,14 (6,69;11,50)0,001

Каталаза мкатал/ г ОБ 6,92 (4,64;9,15) 1,58 (0,27;1,79)0,01

СОД мкМ НСТ 109 эр/мин 30,95 (28,07;34,29) 52,21(35,99;52,99)0,05

П р и м е ч а н и е : * - статистически значимые различия между группами на 0,01, 0,05, 0,001.
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обусловлена вызваными асептическим воспалением, 
развившимся в результате остеонекроза свободноради-
кальными процессами в системе ПОЛ-АОЗ, и накопле-
нием в результате этих процессов гидроперикиси [16].

В свою очередь повышение образования кислород-
ных метаболитов нейтрофилами, избыточное их вы-
деление во внеклеточное пространство может способ-
ствовать дальнейшему разрушение костного матрикса 
и эндотелия сосудов в суставных тканях, создавая тем 
самым, порочный круг, негативно влияющий на течение 
заболевания. 

Заключение. Следовательно, определение показате-
лей HCT - теста и активности миелоперосидазы (оба те-
ста являются унифицированными и доступными), мож-
но использовать в качестве дополнительных критериев 
при принятии решения о целесообразности выполнения 
реконструктивных операций у пациентов с остеохондро-
патией тазобедренного сустава. Поиск новых эффектив-
ных средств и подходов к лечению ОГБК требует также 
оценки роли изменений системы пероксидации - анти-
оксидантной защиты для коррекции свободнорадикаль-
ного гомеостаза при развитии этой патологии.

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

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.
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Оценивали качество выполнения гематологических исследований с помощью сигмометрии. Исследование проводили в 
ФГБУ «Федеральный центр сердечно-сосудистой хирургии». Данные собирали в период 2017 г. Ежедневно контролиро-
вались следующие гематологические показатели: лейкоциты, эритроциты, тромбоциты, гемоглобин. Для проведения 
внутрилабораторного контроля качества использовали сертифицированный аттестованный 3-х уровневый (Level 1 
(Low), Level 2 (Norma), Level 3 (High)) контрольный материал «CBC-XE Hematology control» (фирмы  «R and D Systems», 
USA). Исследование гематологических показателей крови проводили на автоматических гематологических анализато-
рах «Sysmex XT- 2000i» и «Sysmex XT- 1800i» («Sysmex Corporation», Япония). Значения сигмометрии были рассчитаны с 
использованием CV (коэффициента вариации), систематической погрешности (Bias) и общей допустимой аналитиче-
ской ошибки (ТЕмакс).
 На анализаторе «Sysmex XT – 2000i» значения Sigma тромбоцитов были в пределах от 3 до 4, а у лейкоцитов, эритро-
цитов и гемоглобина  значения Sigma больше 4. На анализаторе «Sysmex XT – 1800i» значения Sigma у лейкоцитов, эри-
троцитов, тромбоцитов и гемоглобина  значения Sigma были больше 4.
 На основании полученных результатов сделали выводы по выбору контрольного материала, частоте и кратности про-
ведения внутрилабораторного контроля качества. Внедрение сигмометрии в повседневную деятельность клинической 
лаборатории позволит улучшить качество определения тромбоцитов, что требует дальнейших наблюдений.
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IMPROVING THE QUALITY OF HEMATOLOGICAL STUDIES USING SIGMAMETRY
1Federal state budgetary establishment «Federal center cardiovascular surgery» (Astrakhan) Russia,  414011, Astrakhan, 
Russia; 
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The purpose – evaluated the quality of the implementation of hematology studies using sigmametry.  Studies were perfomed at the 
Federal state budgetary establishment “Federal center cardiovascular surgery”. The data were collected in the period for 2017 
y. The following hematology parameters were monitored daily: white cells, red blood cell, platelet, hemoglobin. For conducting 
laboratory quality control we used certified three-level (Level 1 (low) , Level 2 (normal)and Level 3 (High)) control material 
“CBC-XE Hematology control” (“R and D Systems”, USA). The study of blood hematology parameters was carried out on an 
automatic hematology analyzer “Sysmex XT- 2000i” and “Sysmex XT- 1800i” (“Sysmex Corporation”, Japan). Sigmametry 
values were calculated the CV (coefficient of variation), the systematic error (Bias) and the total allowable analytical error (TE 
max).  On the analyzer «Sysmex XT- 2000i» sigma values for platelet were between 3 and 4. For white blood cells, red blood cells, 
hemoglobin the value of the sigma was greater than 4.
On the analyzer «Sysmex XT- 1800i» for platelet, white blood cells, red blood cells, hemoglobin the value of the sigma was greater 
than 4. Based on the results obtained, we drew conclusions on the choice of control material and the frequency of the internal 
laboratory quality control. The introduction of sigmametry in the daily activities of clinic laboratory will improve the quality of the 
determination of platelet, which requires further observation.
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Результаты гематологических исследований имеют 
важное значения для диагностики заболеваний, оценки 
тяжести патологических процессов, оценки эффектив-
ности проводимого лечения и прогноза исхода заболе-
вания [1-7]. 

В связи с чем качеству лабораторных исследований, 
в том числе и гематологическим исследованиям, предъ-
являются особые требования: результаты лабораторных 
исследований должны быть точны и надежны.

Контроль качества лабораторных исследований осу-
ществляется на всех этапах лабораторного анализа. На 
аналитическом этапе контроль качества осуществляет-
ся с помощью внутрилабораторного контроля качества 
(ВЛКК) и участием клинических лабораторий в про-
граммах внешней оценки качества (ВОК) лабораторных 
исследований [1]. 

Однако результаты ВЛКК и ВОК не всегда дают объ-
ективную информацию о наличии ошибок (погрешно-
стей) в работе клинических лабораторий.

В зарубежной литературе имеются данные о возмож-
ности использования концепции 6 сигм для оценки ка-
чества лабораторных исследований. Концепция 6 сигм 
направлена на улучшение качества лабораторных иссле-
дований. Данная концепция была разработана в 80-х го-
дах прошлого века компанией «Motorola». В основу бы-
ли положены статистические методы расчёта значения 
сигмы на основании биологической вариации [8-10].

В отечественной литературе имеются единичные 
данные по использованию концепции 6 сигм для оценки 
качества лабораторных исследований. 

Цель – оценить качество выполнения гематологиче-
ских исследований с помощью расчета.

Материал и методы. Исследование проводили в 
ФГБУ «Федеральный центр сердечно-сосудистой хи-
рургии» (г. Астрахань).

Проведен ретроспективный анализ данных третьей 
стадии ВЛКК за 2017 год. Ежедневно контролировались 
следующие гематологические показатели: лейкоциты 
(White blood cells (WBC)), тромбоциты (Platelet (PLT)), 
эритроциты (Red blood cells (RBC)), гемоглобин (Hemo-
globin (Hb)). 

Для проведения ВЛКК  использовали сертифициро-
ванный аттестованный 3-х уровневый (Level 1 (Low), 
Level 2 (Norma), Level 3 (High)) контрольный материал 
«CBC-XE Hematology control» (фирмы «Research and Di-
agnostics Systems», Inc., USA). 

Исследование гематологических показателей крови 
проводили на автоматических гематологических ана-
лизаторах «Sysmex XT- 2000i» и «Sysmex XT- 1800i» 
(«Sysmex Corporation», Япония).  

Основные параметры, используемые для расчета:
Коэффициент вариации (CV%) – отражает внутри-

лабораторную прецизионность, вычисляли по формуле: 
CV=(SD /X × 100%), где SD – стандартное отклонение, 
Х – среднее значение измерений величины [1].

Систематическая погрешность (Bias) – это разность 
между математически ожидаемым результатом измере-
ний и истинным значением. Bias = (Хср.- ИЗ / ИЗ ) x 100 
%, где Хср. – среднее значение, ИЗ –значение группы 
сравнения [1]. 

Основным источником информации о систематиче-
ской погрешности являются данные внешней оценки 
качества лабораторных исследований. В нашем иссле-
довании мы использовали данные представленные в 
External Quality Assessment Schemes (EQAS).

Общая допустимая аналитическая ошибка ТЕмакс 
– «интервал значений аналита в распределении резуль-
татов его измерения (90%, 95% или 99%-вероятность), 
установленный при использовании результатов опреде-
ленного метода измерения, включающий систематиче-
ские и случайные погрешности». Выражается в про-
центах и вычисляется по формуле: TE(%)=B+Z×CV, 
где В – смещение (систематическая погрешность); CV 
– долгосрочный коэффициент вариации; Z – квантиль 
нормального распределения для определенного уровня 
значимости, используется значение Z = 1,96, соответ-
ствующее двустороннему распределению с вероятно-
стью 95% [12] . 

Различают: общую ошибку (TE) определения анали-
та на конкретной аналитической системе; максимально 
допустимую аналитическую ошибку (TEмакс. или ТЕа), 
являющуюся интегральной характеристикой требова-
ний к качеству, установленных в данной лаборатории 
для каждого лабораторного показателя.

Количество сигм (Sigma-metric) – универсальная 
количественная характеристика качества аналитиче-
ской системы вычисляется по формуле: Sigma (SM) =  
(TEмакс-Bias)/CV, где TEмакс. – общая допустимая 
ошибка; Bias – систематическая погрешность; CV – ко-
эффициент вариации [12].

Результаты. Значения TEmax, В, CV контрольных 
измерений гематологических показателей крови пред-
ставлены в табл. 1 и 2.

Значения В и CV являются показателями качества 
лабораторных исследований, используются для оценки 
правильности и воспроизводимости лабораторных ис-
следований на всех стадиях ВЛКК.

Значения В и CV при исследовании гематологиче-
ских показателей на автоматических гематологических 
анализаторах, соответствовали значениям, указанным в 
ГОСТе [1], и указывали на правильность и воспроизво-
димость гематологических исследований.

При анализе полученных данных обнаружены разные 
значения CV в исследуемых показателях (см. табл.1,2).

При использовании контрольного материала 1 уров-
ня (Level 1) максимальные значения SM отмечаются при 
исследовании количества WBC (6,6; 8,4) и Hb (6,3;7,1) 
(табл. 3). 

При использовании 2 уровня контрольного материала 
(Level 2) максимальные значения SM выявлены при ис-
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следовании количества WBC (8,4; 20,3), RBC (12,1;10,0) 
и Hb (9,3;7,4). 

При использовании 3 уровня контрольного материа-
ла (Level 3) максимальные значения SM рассчитаны 
при исследовании количества WBC (13,3; 11,4) и Hb 
(10,6;15,6). 

Значения SM при определении количества PLT на 
автоматическом гематологическом анализаторе «Sys-
mex XT-2000i» были самые минимальные и меньше 4 
SM (см.табл.3). В тоже время при исследовании этого 
показателя на автоматическом гематологическом анали-
заторе «Sysmex XT-1800i» значения SM были больше 4 
во всех уровнях контрольного материала.

Из представленных данных видно, что значение SM 
зависит от CV (см. табл.1,2,3). 

Обсуждение. Сигмометрия позволяет рассчитать 
значения Sigma (SM) на основании данных о биоло-
гической вариации и оценить качество аналитической 
системы. Аналитическая система – понятие собира-
тельное, которое включает в себя прибор, реактивы, 
тест-системы, наборы реагентов. SM – количественная 
характеристика аналитической системы [8-10]. 

Считается, что значения SM меньше 1 указывает на 
неприемлемое качество лабораторных исследований, от 
1 до 3 – технологический процесс нестабилен, от 3 до 
4 – необходимо менять методику определения лабора-
торного показателя, от 4 до 5 – качество лабораторных 

исследований удовлетворительное [11-13]. 
В тоже время зарубежные авторы, использующие кон-

цепцию 6 сигм для оценки качества биохимических ис-
следований показали, что значения сигмы равное 4 ука-
зывает на хорошее качество лабораторных исследований. 
И авторы считают, что клинические лаборатории должны 
стремиться к значению сигмы равному 4 [14-17].

Результаты проведенного нами статистического ана-
лиза выявили следующие особенности:

Значения SM при исследовании эритроцитов, лей-
коцитов и гемоглобина во всех уровнях контрольного 
материала были больше 4, что указывало на хорошее 
качество проведения данных исследований на автомати-
ческих гематологических анализаторах. 

Значения SM при исследовании тромбоцитов были в 
диапазоне от 3 до 4, несмотря на то, что в своей работе 
мы используем три уровня контрольного материала и 
значения CV были в допустимых ГОСТу значениях для 
данного показателя. 

В литературе показана возможность использования 
сигмометрии для интерпретации результатов внутрила-
бораторного контроля качества, для организации меро-
приятий, направленных на повышение качества иссле-
дований на основании значений SM. 

При значениях SM меньше 3 авторы [12,15,17] пред-
лагают улучшить методику проведения исследования за 
счет использования контрольного материала 3 уровней, 

Т а б л и ц а  2
Значения TE max, В, CV контрольных измерений на Sysmex XT- 1800i

Исследуемый 
показатель

Уровень контрольного материала
Level 1 Level 2 Level 3

TEmax B CV TEmax B CV TEmax B CV
WBC 19,4 1,7 2,1 19,4 1,7 0,9 19,4 1,7 1,6
RBC 5,6 1,5 0,6 5,6 1,5 0,4 5,6 1,5 0,7
PLT 16,5 6,1 2,6 16,5 6,1 2,1 16,5 6,1 1,6
Hb 5,2 0,2 0,7 5,2 0,2 0,7 5,2 0,2 0,3

Т а б л и ц а  1
Значения TEmax, В, CV контрольных измерений на Sysmex XT- 2000i

Исследуемый 
показатель

Уровень контрольного материала
Level 1 Level 2 Level 3

TEmax B CV TEmax B CV TEmax B CV
WBC 19,4 1,7 2,7 19,4 1,7 2,1 19,4 1,7 1,3
RBC 5,6 1,5 0,7 5,6 1,5 0,3 5,6 1,5 0,6
PLT 16,5 6,1 3,3 16,5 6,1 2,8 16,5 6,1 2,7
Hb 5,2 0,2 0,8 5,2 0,2 0,5 5,2 0,2 0,5

Т а б л и ц а  3
Значения SM контрольных измерений на Sysmex XT-2000i Sysmex XT- 1800i 

Показатель Контрольный материал
Level 1 Level 2 Level 3
SM SM SM

Sysmex XT-2000i Sysmex XT-1800i Sysmex XT-2000i Sysmex XT-1800i Sysmex XT-2000i Sysmex XT-1800i
WBC 6,6 8,4 8,4 20,3 13,3 11,4
RBC 6,2 6,4 12,1 10,0 7,5 5,7
PLT 3,1 4,1 3,7 5,1 3,9 6,5
Hb 6,3 7,1 9,3 7,4 10,6 15,6
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проводить контроль качества два раза в день с правилом 
Westgard 13S/22S/R4S/41S.

При значениях SM от 3 до 4 для повышения качества 
проведения исследований необходимо использовать 
контрольный материал 2 уровней, контроль необходимо 
проводить два раза в день с правилом Westgard 13S/22S/
R4S/41S[12,15,17] .

При значениях SM больше 4 для проведения внутри-
лабораторного контроля качества необходимо использо-
вать контрольный материал 2 уровней, контроль прово-
дить один раза в день [12,15,17].

При значениях SM от 4 до 6 – правилами Westgard 
пренебрегают, кроме  тех случаев, когда одно значение 
ВЛКК выходит за 12,5S [12,15,17].

При значениях SM больше 6 – правилами Westgard 
пренебрегают, кроме тех случаев, когда одно значение 
ВЛКК выходит за 1 3S [12,15,17].

Таким образом, с помощью определения значения 
сигмы для каждого  показателя периферической крови 
мы оценили качество гематологических исследований. 
Качество гематологических исследований – хорошее. 
Для улучшения качества исследования количества тром-
боцитов в периферической крови необходимо проводить 
ВЛКК 2 раза в день, что в дальнейшем планируем сде-
лать.

Надеемся, что внедрение концепции 6 сигм в повсед-
невную деятельность клинической лаборатории позво-
лит улучшить качество определения тромбоцитов, что 
требует дальнейших наблюдений.

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

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.
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ТЕХНОЛОГИЧЕСКИЕ ПРИЕМЫ МОДИФИКАЦИИ ЛИПИДНЫХ АНТИГЕНОВ ДЛЯ 
СИНТЕЗА ДИАГНОСТИЧЕСКИХ И ЛЕЧЕБНЫХ ПРЕПАРАТОВ В РЕВМАТОЛОГИИ

1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт клинической и экспериментальной ревматологии  
имени А.Б. Зборовского», 400138, волгоград, Россия; 
2 волгоградский государственный медицинский университет, 400131, волгоград, Россия

Цель исследования – повышение сорбционной емкости диагностикумов на основе кардиолипинового антигена при анти-
фосфолипидным синдроме у больных системной красной волчанкой методом эмульсионной полимеризации. На основе 
интеграции антигенных нанообъектов, нами были созданы и апробированы иммобилизированные магнитоуправляемые 
антигенные  наносистемы (АНС). Они представляют собой полиакриламидные гранулы с включенным в их структуру 
биополимером. Для получения стабильных иммобилизированных биопрепаратов многократного применения с заданными 
свойствами (формой, диаметром частиц, размером пор, плотностью), в качестве диагностикумов, мы применяли в 
качестве носителя полиакриламидный гель. Этот способ позволил существенно увеличить сорбционную емкость, со-
хранить антиген в максимально нативном состоянии и открыл возможности контролируемого модифицирования и син-
теза  нанообъектов.  По описанной выше методике была произведена сорбция антикардиолипиновых антител из плазмы 
крови больных СКВ с клиническими проявлениями антифосфолипидного синдрома. В качестве контроля использовались 
сыворотки крови 10 практически здоровых лиц. Уровень антител к кардиолипину (АТ к КЛ) определяли до и после сорб-
ции непрямым твердофазным иммуноферментным методом с использованием иммобилизированных гранулированных 
препаратов. Было отмечено достоверное влияния на степень повышения  антикардиолипиновых антител (АКА) на-
личия основных клинических критериев АФС (акушерская патология, венозный тромбоз), которые и были использованы 
в качестве диагностических критериев АФС  у больных СКВ. У всех больных СКВ с признаками АФС уровень антител 
к кардиолипину был достоверно выше по сравнению с группой больных СКВ без признаков АФС  и составил в среднем 
(0,365±0.026 и 0,075±0,003, соответствии p<0,001). Полученные нами АНС на основе иммобилизированного кардиоли-
пина в условиях in vitro эффективно удаляли АТ к КЛ из цельной крови больных СКВ с клиническими проявлениями АФС 
до уровня здоровых лиц ( до сорбции АТ к КЛ-0,328±0,0289; после сорбции- 0,059±0,0170, p<0,001; сорбционная емкость- 
8,00±0,390мг/ мл). Метод эмульсионной полимеризации с учетом гидрофобных и гидрофильных свойств молекул липидов 
позволяет контролируемым образом синтезировать и модифицировать биомолекулы с последующим получением новых 
диагностических и лечебных препаратов.
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The objective of the study is to enhance sorption capacity of diagnostic agents by using cardiolipin antigens for antiphospholipid 
syndrome in patients with systemic lupus erythematosus (SLE). A technique of emulsion polimerization was used.  Having integrated 
antigen nanoobjects we developed immobilized magnetocontrollable antigen nanosystems and put them to an evaluation test. The 
nanosystems are polyacrylamide granules with a built in antigen. To obtain stable immobilized multi–use biopharmaceuticals with 
targeted properties (shape, particle diameter, pore size, density) we used a modified version of emulsion polymerization method 
using polyacrylamide carrier gel. This method permitted a greater sorptive capacity, preserving the antigen in maximum native 
state, and opened up the possibility of controllable modification of nanoobjects. Cardiolipin was used as the antigen in question.  
Following the method described above we performed sorption of anticardiolipin antibodies from blood plasma of SLE patients who 
showed clinical presentations of antiphospholipid syndrome. All SLE patoents with signs of antiphospholipid syndrome showed 
reliably higher levels of cardiolipin antibodies compared with SLE patients without antiphospholipid syndrome signs; the antibody 
level was 0.365 ± 0.026 and 0.075 ± 0.003 on average, correspondingly (p < 0.001). Blood serum from 10 apparently healthy 
individuals served as control. The level of cardiolipin antibodies was determined before and after sorption by indirect solid phase 
immunoenzyme method. In the eluate we estimated total protein by Lowry method. In vitro testing showed that the obtained antigen 
nanosystems based on immobilized cardiolipin could effectively remove cardiolipin antibodies from whole blood of SLE patients 
with clinical presentations of APS to achieve the values of healthy individuals (before sorption cardiolipin antibodies 0.328 ± 
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0.0289; after sorption 0.059 ± 0.0170; p<0,001; sorption capacity 8.00 ± 0.390 mg/ml).   The method of emulsion polymerization 
with consideration to hydrophobic and hydrophilic properties of lipid molecules permits obtaining and modifying biomolecules 
with certain properties, in a controlled fashion.

K e y w o r d s :  antiphospholipid syndrome; cardiolipin; magnetocontrolable sorbent.
For citation: Gontar I.P., Emelyanova O.I., Rusanova O.A., Zborovskay I.A., Emelyanov N.I. Techniques of modifying lipid 
antigens for synthesis of diagnostic and therapeutic preparations in rheumatology. Klinicheskaya Laboratornaya Diagnostika 
(Russian Clinical Laboratory Diagnostics). 2019; 64 (10): 603-606. (in Russ.)  DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-
2019-64-10-603-606
For correspondence:  Emelyanova Oiga Ivanovna, Candidate of Medical Sciences, Leading Researcher);  
e-mail: emelyanova.vlg@mail.ru
Information about authors:
GontarI.P., http://orcid.org/0000-0001-9920-1360
Emelyanova O.I. http://orcid.org/0000-0003-3951-8985
Rusanova O.A. http://orcid.org/0000-0002-7080-2442
Zborovskay I.A. http://orcid.org/0000-0002-8824-0409
Emelyanov N.I. https://orcid.org/0000-0001-5940-9140
Conflict of interests. The authors declare the absence of conflict of interests.
Acknowledgment. The study had no sponsor support.

                                                                                                            Received 19.01.2019
                                                                                                           Accepted 22.04.2019

Введение. Современный этап развития науки ха-
рактеризуется высоким темпом роста нанотехнологий 
с использованием веществ и материалов размером от 
нескольких десятков до сотен нанометров. Правитель-
ством Российской Федерации были утверждены требо-
вания к продуктам наноиндустрии (распоряжение от  
7 июля 2011 г. № 1192-р). Одной из таких сфер приме-
нения нанотехнологической продукции и является соз-
дание медицинских препаратов, предназначенных для 
диагностики и лечения ревматических заболеваний.

Ревматические заболевания представляют собой хро-
нический вялотекущий процесс, для которых характер-
но большое разнообразие форм и вариабельность тем-
пов прогрессирования. По социально-экономическим 
последствиям системная красная волчанка занимает 
первое место в группе системных поражений соеди-
нительной ткани ввиду ее широкого распространения 
среди населения разных стран, преимущественного 
поражения лиц трудоспособного возраста и с высокой 
инвалидизацией. Наиболее частой причиной летально-
сти и развития стойкой нетрудоспособности при дан-
ной патологии являются Lupus-нефрит и Lupus-ЦНС, 
сопровождающиеся множественными поражениями 
внутренних органов. Антитела к нативной ДНК и фос-
фолипидным антигенам обусловливают развитие соот-
ветственно волчаночного гломерулонефрита и антифос-
фолипидного синдрома (АФС), включающего рецидиви-
рующие артериальные и венозные тромбозы, эмболии, 
поражение нервной системы, акушерскую патологию. 
Данные проявления часто выходят на ведущее место 
в клинической картине заболевания, определяя его тя-
жесть и неблагоприятный прогноз. Так, антитела к кар-
диолипину обусловливают развитие субтипа системной 
волчанки с признаками АФС, при котором часто невоз-
можно подавить активность заболевания традиционны-
ми средствами базисной терапии, в связи с чем и воз-
никает необходимость изучения этих патогенетических 
иммунологических процессов. Обнаружение в сыворот-
ке крови различных аутоантител может иметь большое 
диагностическое значение. Кроме того, такие антитела 
обладают значительным патогенным действием, их уда-

ление из организма оказывает благоприятное лечебное 
воздействие на течение основного заболевания [1].

На основе интеграции антигенных нанообъектов, на-
ми были созданы и апробированы иммобилизированные 
магнитоуправляемые антигенные наносистемы (АНС). 
Они представляют собой полиакриламидные гранулы с 
включенным в их структуру антигеном.

Нанообъектами мы называем химические группы, 
которые формируют активные центры ферментов, анти-
генные детерминанты, клеточные рецепторы и т.д. Наи-
более интересным в этом отношении нам представля-
ется, как модель, антигенный препарат – кардиолипин, 
который относится к фосфолипидам. 

Данные рентгеноструктурного анализа показывают, 
что молекулы фосфолипидов имеют форму сплюснуто-
го с боков цилиндра, а по длине как бы делятся на две 
неравные части, небольшую «головку», состоящую из 
полярных групп, и длинный «хвост», образованный 
углеводородными цепями жирных кислот, входящих в 
состав фосфолипида. Именно такое строение молекулы 
приводит к тому, что в водных растворах фосфолипид-
ные молекулы самособираются в бислойную мембрану. 
В мембране «липидные хвосты» (гидрофобные участки) 
упрятаны внутрь, а снаружи в контакте с водным окру-
жением оказываются полярные «головы» (гидрофиль-
ные участки) этих молекул.

Основные фосфолипиды мембран – фосфотидил-
серин, фосфотидилинозитол, фосфотидилэтаноламин, 
фосфотидилхолин, кардиолипин.

Кардиолипин – фосфолипид, структурный компо-
нент внутренней мембраны клетки и митохондрий, по-
строенный на основе глицерола и остатков фосфотид-
ной кислоты. Кардиолипин может обладать антигенны-
ми свойствами, они заключены в гидрофильной части 
молекулы, а не в гидрофобной его части.

Размер молекулы кардиолипина  равен 0,4414 нм3, 
примерно такой  же размер и выше перечисленных фос-
фолипидов, что соответствует определению нанообъек-
тов как частиц менее 100 нм.

Для получения стабильных иммобилизированных 
биопрепаратов многократного применения с заданными 
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свойствами (формой, диаметром частиц, размером пор, 
плотностью), мы использовали метод эмульсионной по-
лимеризации в нашей модификации  с использовани-
ем полиакриламидного геля в качестве носителя. Этот 
метод позволил существенно увеличить сорбционную 
емкость, сохранить антиген в максимально нативном 
состоянии и открыл возможности контролируемого мо-
дифицирования нанообъектов [6].

Цель исследования  - повышение сорбционной емко-
сти диагностикумов на основе кардиолипинового анти-
гена при АФС у больных системной красной волчанкой 
методом эмульсионной полимеризации.

Материал и методы. Исследование проводили в 
соответствии с принципами Хельсинской декларации 
Международной медицинской ассоциации, что под-
тверждено результатами экспертизы Регионального эти-
ческого комитета. Исследования осуществляли при на-
личии информированного согласия пациентов. Диагноз 
АФС был подтвержден с помощью критериев Hughes и 
Harris [8], верификация диагноза красная волчанка вы-
полнялась с помощью критериев ACR [9].

Кардиолипиновый иммуносорбент получали путем 
связывания полиакриламидного носителя с антиге-
ном, смешанным с раствором полиметилметакрилата в 
хлороформе в соотношении 1:1 и выделения целевого 
продукта, в качестве носителя использовали гранули-
рованный полиакриламидный гель с концентрацией по-
перечносшивающего агента 25% и с включением в него 
10%-ным оксидом железа [3,4] (табл. 1).

Используя различия гидрофобных и гидрофильных 
частей молекулы кардиолипина и наш метод иммо-
билизации с использованием полиакриламидного ге-
ля в качестве носителя, можно получать стабильные, 
пространственно-ориентированные, гранулированные с 
магнитными свойствами нанообъекты, с последующим 
применением их в диагностике и лечении больных рев-
матическими заболеваниями [2,5-7].

 Результаты и обсуждение. Нами был проведен 
сравнительный анализ классического ИФА и ИФА с ис-

пользованием иммобилизированных гранулированных 
препаратов, полученных нашим способом. Использова-
ние иммобилизированного гранулированного кардиоли-
пина, в предложенном нами варианте ИФА, и раствора 
кардиолипина в традиционном твердофазном ИФА для 
фосфолипидов показало, что максимальное значение 
экстинции с одинаковым рабочим разведением пула сы-
вороток было 0,280±0,033 мг в классическом варианте 
и 0,342±0.027 мг в нашей модификации. Минимальные 
положительные значения экстинции в традиционном ме-
тоде соответствовали разведению пула сывороток 1¸800, 
а с использованием иммобилизированных препаратов – 
1¸6400. Применение иммобилизированной формы кар-
диолипина в предлагаемом методе позволило увеличить 
чувствительность ИФА в восемь раз, по сравнению с 
традиционном методом на полистероловых планшетах.

Было выявлено, что у всех больных СКВ с призна-
ками АФС уровень антител к кардиолипину был до-
стоверно выше по сравнению с группой больных СКВ 
без признаков АФС и составил в среднем (0,365±0,026 
и 0,075±0,003, p<0,001) при использовании нашей мо-
дификации.

Особый интерес представляют данные о зависимости 
уровня антител к кардиолипину от наличия поражения 
центральной нервной системы. У больных с синдромом 
Снеддона уровень антикардиолипиновых антител был 
достоверно выше, чем у больных без данного синдрома 
(0,489±0,094 и 0,171±0,049, p<0,001).

По описанной выше методике была произведена и 
сорбция антикардиолипиновых антител из плазмы крови 
больных СКВ с клиническими проявлениями антифос-
фолипидного синдрома. В качестве контроля использо-
вались сыворотки крови 10 практически здоровых лиц. 
Уровень антител к кардиолипину определяли до и после 
сорбции непрямым твердофазным иммуноферментным 
методом. В элюате измеряли концентрацию общего бел-
ка по Лоури. Полученные нами АНС на основе иммо-
билизированного кардиолипина в условиях in vitro эф-
фективно удаляли АТ к КЛ из цельной крови больных 

Т а б л и ц а  1
Потери кардиолипина при иммобилизации           

Концентрация
кардиолипина в растворе, мг

Иммобилизированный 
кардиолипин,мг

M±m

Потери кардиолипина, мг
M±m

Эффективность иммобилизации,
%

28 23,6±0,63 4,4±0,67 84,2%
24 20,6±0,83 3,4±0,78 85,8%
20 17,4±0,68 2,6±086 87,1%
16 13,6±0,69 24±0,83 85%
12 10,2±0,67 1,8±0,86 85%

Т а б л и ц а  2
Контроль специфичности сорбента

Время, мин Общий белок, мг/мл IgG, мг/мл IgA, мг/мл IgM, мг/мл

Исходный фон 73 10,5 1,3 1,25
15 75 11,8 1,2 1,25
30 72 9,90 1,36 1,25
45 71 10,9 1,28 1,04
60 75 11,9 1,27 1,02
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СКВ с клиническими проявлениями АФС до уровня 
здоровых лиц (до сорбции АТ к КЛ-0,328±0,028; после 
сорбции-0,059±0,017, p<0,001; сорбционная емкость-
8,00±0,390мг/мл).

Контроль специфичности сорбента определяли пу-
тем смешивания 1 г гранул с 4 мл сыворотки крови до-
нора на магнитной мешалке с интервалом 15 мин, в ней 
определяли концентрацию белка по Лоури, иммуногло-
булинов по Манчини классов G,A,M. Результаты приве-
дены в табл. 2.

Заключение. Метод эмульсионной полимеризации с 
учетом гидрофобных и гидрофильных свойств молекул 
липидов позволяет контролируемым образом  получать 
и модифицировать биомолекулы с характерными свой-
ствами. Этот метод дает возможность придать химиче-
ским группам нанообъектов, входящим в активные цен-
тры ферментов, антигенных детерминант, клеточных 
рецепторов и токсинов, принципиально новые качества 
и осуществлять их интеграцию в полноценно функцио-
нирующие системы большего масштаба, коими и явля-
ются иммобилизированные гранулированные антиген-
ные препараты (ИГАП). Поэтому такие биологические 
структуры можно считать полноценными нанообъекта-
ми и использовать их и в диагностике, и в лечении рев-
матологических больных.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.
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ПРИМЕНЕНИЕ КОМБИНАЦИИ АЛЬФА-ФЕТОПРОТЕИНА И ОСТЕОПОНТИНА 
ДЛЯ РАННЕЙ ДИАГНОСТИКИ ГЕПАТОЦЕЛЛюЛЯРНОЙ КАРЦИНОМЫ, 
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Цирроз печени в исходе гепатита С является одной из  основных причин гепатоцеллюлярной карциномы (ГЦК) в мире. 
Ранняя диагностика и своевременное лечение этого заболевания имеют важное значение для снижения смертности и 
увеличения продолжительности жизни  больных. Для оценки риска развития ГЦК наиболее широко используется опреде-
ление альфа-фетопротеина (АФП) в крови, но низкая чувствительность ограничивает его диагностическое значение. 
В 2012 г. предложен новый биомаркер ГЦК – остеопонтин (ОПН), который представляет собой секретируемый фос-
фопротеин, обладающий высокой аффинностью к интегринам. Уровень ОПН начинает повышаться на ранних стадиях 
малигнезации, до периода выявления ГЦК методами визуализации, и обладает значительно лучшей чувствительностью, 
чем АФП. Цель данного исследования - оценить диагностическую эффективность комбинированного определения альфа-
фетопротеина и остеопонтина в проспективном наблюдении за больными хроническим гепатитом С в продвинутой 
фазе фиброза печени. Наблюдение за 588 больными гепатитом С осуществлялось  с февраля 2013 по февраль 2019 гг. 
ГЦК было выявлено у 55 из них (2,6% в год). Комбинация 2-х биомаркеров показала лучшую диагностическую эффектив-
ность, чем альфа-фетопротеин и остеопонтин в отдельности: AUC 0,85 (95% CI 0,80-0,90) против AUC 0,63 (95% CI 
0,57-0,70) и AUC 0,82 (95%CI 0,77-0,88) соответственно. Данная комбинация показала чувствительность 85,5% и по-
зволяла диагностировать ГЦК с прогностическим уровнем  положительного результата 72,3% в среднем на 19,4±0,8 
нед раньше подтверждения диагноза инструментальными методами визуализации (УЗИ, МРТ, КТ). В комбинированном 
варианте наибольший вклад в повышение диагностической эффективности (AUC) вносил ОПН. На ранней и очень ран-
ней стадии развития ГЦК изолированное повышение АФП установлено только у 5,4% больных.  Комбинированное ис-
пользование альфа-фетопротеина и остеопонтина в качестве диагностической панели может быть рекомендовано для 
мониторинга больных циррозом печени в исходе гепатита С и прогнозирования ГЦК на ранней стадии развития.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  гепатоцеллюлярная карцинома; прогнозирование; биомаркеры; альфа-фетопротеин; остеопон-
тин; гепатит С.
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Liver cirrhosis in the outcome of hepatitis C is the leading cause of hepatocellular carcinoma (HCC) in the world. Early diagnosis 
and timely treatment of HCC are important for reducing mortality and increasing life expectancy of patients with hepatocellular 
carcinoma. To assess the risk of HCC, the definition of alpha-fetoprotein (AFP) in the blood is most widely used, but low sensitivity 
limits its diagnostic value. In 2012, a new HCC biomarker – osteopontin (OPN), which is a secreted phosphoprotein that has a 
high affinity for integrins was proposed.
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The level of acute renal failure begins to rise in the early stages of malignancy, before the period of HCC detection by imaging 
methods, and has significantly better sensitivity than AFP. The purpose of this study is to evaluate the diagnostic efficacy of the 
combined determination of alpha-fetoprotein and osteopontin in prospective monitoring of patients with chronic hepatitis C in the 
advanced phase of liver fibrosis.
Monitoring of 588 patients with hepatitis C was carried out from February 2013 to February 2019. HCC was detected in 55 of 
them (2.6% per year). The combination of 2 biomarkers showed better diagnostic efficacy than alpha-fetoprotein and osteopontin 
separately: AUC 0.85 (95% CI 0.80-0.90) versus AUC 0.63 (95% CI 0.57-0, 70) and AUC 0.82 (95% CI 0.77-0.88), respectively. 
This combination showed a sensitivity of 85.5% and made it possible to diagnose HCC with a prognostic level of a positive result 
of 72.3% at 19,4±0,8 weeks before the diagnosis was confirmed by instrumental imaging methods (ultrasound, MRI, CT). In the 
combined variant, ARF made the greatest contribution to the increase in diagnostic efficacy (AUC). At an early and very early 
stage of HCC development, isolated HCC elevations were found in only 5.4% of patients. Conclusion: the combined use of alpha-
fetoprotein and osteopontin as a diagnostic panel can be recommended for monitoring patients with liver cirrhosis in the outcome 
of hepatitis C and predicting HCC at an early stage of development.
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Введение. Ежегодно в мире регистрируется более 
800 тысяч вновь выявленных случаев гепатоцеллюляр-
ной карциномы (ГЦК) [1], а по распространенности рак 
печени занимает 5 место среди  онкологических заболе-
ваний [2]. Заболеваемость ГЦК колеблется от 1,6-2,5 на 
100 тыс. населения в Европе и Северной Америке до 75-
90 в Египте и Монголии [1]. В Российской Федерации 
ежегодно регистрируется 6-8 тысяч вновь выявленных 
случаев ГЦК при показателе заболеваемости 4,0-5,0 на 
100 тыс. населения [3]. 

На основании многочисленных исследований уста-
новлено, что среди факторов риска наиболее значимыми 
для развития ГЦК являются вирусы  гепатитов B (HBV) 
и C (HCV) [1, 4]. Несмотря на известные успехи в лече-
нии  вирусных гепатитов достижение стойкого вирусо-
логического ответа не сопровождается снижением риска 
развития ГЦК [5, 6]. Так у больных ВГС на фоне эли-
минации вируса при циррозе печени класса А по шкале 
Чайлд-Пью ГЦК ежегодно развивается у 2,1 % больных, 
а при классе В  – у 7,8% [7].

Ранняя диагностика способствует увеличению про-
должительности и улучшению качества жизни паци-
ентов [3, 8]. В Российской Федерации более половины 
больных ГЦК выявляются на IV стадии болезни, поэто-
му в течение  года с момента установления диагноза 

умирают 70-80% [3]. В то же время в некоторых раз-
витых странах благодаря программам скрининга ГЦК 
выявляется на ранней стадии в 20-60%, когда еще воз-
можно проведение радикального хирургического лече-
ния [3, 9]. В случае ранней диагностики и проведения 
соответствующего лечения 5-летняя выживаемость до-
стигает 70% [10]. 

В основе диагностики лежит визуализация опухоле-
вого узла с использованием ультразвукового исследова-
ния (УЗИ) печени, компьютерной томографии (КТ)  или 
магнитно-резонансной томографии (МРТ) и оценка его 
васкуляризации [8]. Однако при размере опухоли менее 
1 см чувствительность диагностики составляет 55,1% 
[8]. Поэтому во всем мире большое внимание уделяется 
поиску биомаркеров ГЦК, которые позволили бы с высо-
кой специфичностью (Sp) и чувствительностью (Se) вы-
являть наличие опухоли на ранних стадиях, когда обще-
принятые методы визуализации еще малоэффективны. 
К настоящему времени описано около 50 протеомных, 
геномных и метаболомных биомаркеров, ассоциирован-
ных с ГЦК, но большинство из них не применяются в 
клинической практике [10, 11].

Альфа-фетопротеин (АФП) является наиболее ши-
роко используемым биомаркером для мониторинга 
эффективности лечения и прогноза развития ГЦК [12, 
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13]. АФП как белок желточного мешка зародыша был 
открыт в 1957 г. [14]. Для диагностики ГЦК его предло-
жили использовать Г.И. Абелев и Ю.С. Татаринов в 1963 
г. [15, 16]. АФП достигает максимальной концентрации 
на 12-16 неделе эмбрионального развития и быстро сни-
жается, после рождения ребенка. У взрослых людей по-
вышение уровня АФП в сыворотке крови наблюдается 
при дегенеративных процессах в печеночной ткани и 
при различных онкологических заболеваниях. Содер-
жание АФП в крови увеличивается у 60-80% больных 
ГЦК, 24% больных раком поджелудочной железы, 15% 
- раком желудка [13, 17]. Уровень АФП превышающий 
20 нг/мл является основанием для подозрения и углу-
бленного обследований на ГЦК,  а превышение более 
400 нг/мл позволяет с высокой степенью вероятности 
поставить соответствующий диагноз [12]. Однако при 
высокой специфичности чувствительность определения 
АФП при пороговом уровне 400 нг/мл не превышает 
45% [18, 19]. В связи с низкой Se и совершенствованием 
методов инструментальной диагностики необходимость 
определения АФП при скрининге больных с подозрени-
ем на ГЦК ставится под сомнение [8, 20].

Остеопонтин (ОПН) как  секретируемый фосфопро-
теин был открыт в 1979 г. D.R. Senger [21] и описан как 
большой сиалопротеин костей. ОПН относится к семей-
ству SIBLING-протеинов (small integrin-binding ligand 
N-linked glycoprotein) [22]. В настоящее время  ОПН 
рассматривается как мультифункциональный белок, во-
влеченный в большое число физиологических и пато-
логических реакций, включая воспаление, иммунитет, 
ангиогенез, фиброгенез, карциногенез [21-23]. Повы-
шение уровня ОПН описано при многих заболеваниях 
печени, таких как острая печеночная недостаточность, 
алкогольная и неалкогольная жировая болезнь печени, 
фиброз печени на фоне хронического течения гепатита 
В и С [23, 24]. В 2012 г. S. Shang [25] установил, что ОПН 
может быть прогностическим маркером ГЦК. Уровень 
ОПН в плазме больных ГЦК значительно выше, чем у 
практически здоровых людей и больных хроническими 
гепатитами различной этиологии [26, 27].  ОПН корре-
лирует с размером опухоли, стадией процесса, инвазией 
в сосуды, метастазированием [22, 28]. 

Цель работы: на основании проспективного иссле-
дования установить эффективность ранней диагностики 
гепатоцеллюлярной карциномы при комбинированном 
определении альфа-фетопротеина и остеопонтина в кро-
ви больных хроническим гепатитом С.

Материал и методы. В период с февраля 2013 г. 
по февраль 2019 г. осуществлялось диспансерное на-
блюдение за 588 больными хроническим гепатитом 
С (ХГС) на базе Областной клинической инфекцион-
ной больницы (г. Иркутск) и Областного клинического 
консультативно-диагностического центра (г. Иркутск). 
Диагноз ХГС устанавливали на основании данных анам-
неза, клинического обследования, определения актив-
ности печѐночных трансаминаз, выявления анти-HCV 
IgG и РНК вируса гепатита С. Степень фиброза печени 
определяли с помощью аппарата FibroScan-502. Первый 
генотип вируса был выявлен у 300 (51%) больных, вто-
рой – у 40 (6,8%), третий – у 248 (42,2%). Из 588 человек 
455 (77,4%) завершили полный курс противовирусно-
го лечения препаратами интерферона и рибаверина, 97 
(16,5%) – препаратами прямого противовирусного дей-
ствия, 36 (6,1%) противовирусную терапию никогда не 
получали. Шестнадцать пациентов получали препараты 

прямого противовирусного действия в связи с неэффек-
тивностью предшествующей терапии препаратами ин-
терферона. Цирроз был диагностирован на основании 
клинико-лабораторных данных, эластометрии печени, 
результатов УЗИ, КТ, МРТ.

Диспансерное наблюдение за пациентами осущест-
влялось в среднем 1 раз в 6 месяцев и включало кли-
нический осмотр, общеклинические и биохимические 
анализы, определение АФП и ОПН в крови, эластоме-
трию печени, УЗИ органов брюшной полости. При не-
обходимости выполнялась КТ или МРТ печени. Через 
1-5 лет после постановки диагноза 127 человек по раз-
ным причинам выбыли из наблюдения и потеряли связь 
с лечащими врачами. Средний период диспансерного 
наблюдения составил за больными ХГС составил 2,7 го-
да. ГЦК была диагностирована у 55 пациентов (2,6% в 
год).

Диагноз ГЦК устанавливался с учетом критериев 
европейской ассоциации по изучению болезней печени 
(ЕASL) [8]. Больные наблюдались и лечились в ГБУЗ 
«Областной онкологический диспансер» (г. Иркутск). У 
всех больных диагноз был верифицирован морфологи-
чески. Для лабораторных исследований использовались 
пробы крови, полученные во время диспансерного на-
блюдения за 10-38 нед до верификации диагноза ГЦК. 
Группу сравнения составили 70 больных ХГС у которых 
через 12-24 недели после взятия крови на ОПН и АФП 
была выполнена мультифазная контрастная КТ и/или 
динамическая контрастная МРТ и не было обнаружено 
объемного образования печени и изменений сосудистой 
васкуляризации характерной для ГЦК. Образцы сыворо-
ток пациентов ХГС были собраны во время диспансер-
ного наблюдения. Все образцы сыворотки центрифуги-
ровали и хранили при -80 С. Информированное согласие 
было получено от каждого участника исследования, а 
проведение настоящей работы было одобрено комите-
том по этике Иркутского государственного медицинско-
го университета. 

Уровень АФП в сыворотке крови определяли на 
иммуноферментном анализаторе PerkinElmer Vic-
tor3™ Plate Reader с использованием DuoSet® ELI-
SA Human Alpha fetoproteine Development Systems 
(США). Количественное содержание ОПН оценивали 
в иммуноферментном анализе с использованием 
коммерческого набора DuoSet® ELISA Human osteo-
pontine Human Development Systems (США). Анализы 
на содержание биомаркеров в крови проводились в 
лаборатории аналитической иммунологии Института 
передовых биологических наук Университета Гренобль-
Альпы (Франция) в соответствии с инструкциями к 
наборам.

Статистическую обработку материалов проводили с 
использованием программы Meta Disc 1.4 Software, ко-
торая находится в открытом доступе по ссылке: https://
meta-disc.software.informer.com/1.4/. Оценивали такие 
показатели как диагностическая Se, Sp, положитель-
ное прогностическое значение (PPV), отрицательное 
прогностическое значение (NPV), площадь под кривой 
зависимости Se и Sp (AUC), 95% доверительный интер-
вал (CI), рассчитанный на основе углового преобразова-
ния Фишера.  Для выявления достоверности различий 
показателей в сравниваемых группах применяли крите-
рий хи-квадрат (χ2), рассчитанный с использованием про-
граммы STATISTICA 6.1 (StatSoft Inc., США). Уровень 
статистической значимости был принят при р ≤ 0,05. 
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Результаты и обсуждение. В последние годы в 
связи с недостаточной эффективностью определения 
отдельных биомаркеров предпочтение отдается поиску 
комбинации двух и более белковых молекул, экспрессия 
которых обусловлена различными звеньями патогене-
за ГЦК, т.е. их выявление носит взаимодополняющий 
характер. Такие попытки описаны в отношении соче-
танного определения  АФП, ОПН, гликированной L3-
изоформы АФП, дис-γ-карбоксипротромбина, белка 
Гольджи-73, глипикана-3,  гликопротеина DKK1 [29-35]. 
В Японии клинические рекомендации по диагностике 
и лечению ГЦК включают одновременное определение 
АФП, дис-γ-карбоксипротромбина и гликированной L3-
изоформы АФП и эта комбинация внедрена в  практику 
учреждений здравоохранения страны  с 2011 г. [36]. 

В настоящем исследовании проведена оценка диагно-
стического значения комбинации АФП и ОПН. Клинико-
лабораторная характеристика обследуемых больных пред-
ставлена в табл. 1. Опытная и контрольная группа были со-
поставимы по половозрастной структуре, стадии цирроза 
печени, степени активности печеночных трансаминаз.

Уровни АФП и ОПН в сыворотке крови были значи-
тельно выше у пациентов с ГЦК по сравнению с боль-

ными ХГС. Средняя концентрация АФП в сыворотке 
пациентов ГЦК составила 113,5 нг/мл, у больных ХГС 
– 4,6 нг/мл (р <0,0001).  Средний уровень ОПН составил 
206,3 нг/мл и 117,1 нг/мл, соответственно (p<0,01). 

Чтобы определить оптимальное пороговое значение  
(cut off)  для АФП и ОПН были построены графики за-
висимости показателей Sp и Se и рассчитана AUC. Для 
построения графиков использовали фиксированные зна-
чения уровня АФП 10-20-40-80 нг/мл и ОПН 25-50-75-
100 нг/мл. Оптимальное пороговое значение было уста-
новлено при уровне АФП - 20 нг/мл (AUC 0,63; 95% CI 
0,57-0,70), при уровне ОПН - 75 нг/мл (AUC 0,82; 95% 
CI 0,77-0,88). Эти пороговые значения были использова-
ны для оценки диагностической эффективности комби-
нированного определения АФП и ОПН (табл. 2). 

АФП характеризовался низким уровнем Se, но вы-
соким уровнем Sp. ОПН в сравнении с АФП показал 
достаточно высокую Se (р<0,001), но более низкую Sp 
(р<0,01). Использование комбинации обоих биомаркеров 
ГЦК позволило повысить Se до 85,5%, при этом Sp сни-
зилась и по отношению к АФП, и по отношению к ОПН. 
Вместе с тем интегральный показатель AUC достиг мак-
симальных значений. У 47 больных с подтвержденным 

Т а б л и ц а  1
Основные клинико-лабораторные  показатели в группах больных ГЦК и ХГС 

Показатель Больные ГЦК (n=55) Больные ХГС (n=70)
Средний возраст, годы 59,9±4,5 57,7±10,5
Пол мужской ,% 38 (69,1±6,2) 45 (64,3±5,7)
Боли в животе,  n (%) 10(18,2±5,2) 12(17,1±4,5)
Потеря веса, n (%) 45(81,8±5,2) 54(77,1±5,0)
Слабость, n (%) 52(94,5±3,1) 57(81,4±4,7)

Переливание крови в анамнезе, n (%) 7(12,7±4,5) 8(11,4±3,8)
Наличие желтухи в анамнезе, n (%) 3(5,4±3,1) 2(2,9±2,0)
Цирроз печени, n (%) 50(90,9±3,9) 59(84,3±4,4)
Класс А по Чайлд-Пью, n (%) 8(16,0±5,2) 11(18,6±5,1)
Класс В по Чайлд-Пью, n (%) 13(26,0±6,2) 24(40,7±6,4)
Класс С по Чайлд-Пью, n (%) 29(58,0±7,0) 24(40,7±6,4)
Злоупотребление алкоголем (>16 баллов по шкале Audit) n (%) 7(12,7±4,5) 12(17,1±4,5)
Общий билирубин (мкмоль/л), среднее значение 47,9±18,7 27,2±8,6
Альбумин (г/л), среднее значение 28,9±1,3 32,0±4,0
АЛТ (Ед/л), среднее значение 76,6±33,8 65,5±10,9
АСТ (Ед/л), среднее значение 98,5±40,1 88,0±9,8
TNM стадия I,  n (%) 29 (52,7±6,7) -
TNM стадия II,  n (%) 18(32,7±6,3) -
TNM стадия IIIА, n (%) 8(14,6±4,8) -

Т а б л и ц а  2
Прогностическое значение определения АФП, ОПН и их комбинации для ранней диагностики ГЦК в исходе ГС

Биомаркер Se (%) Sp (%) PPV (%) NPV (%) AUC 95% CI
1.АФП 45,5 95,7 89,3 69,1 0,63 0,57-0,70
2.ОПН 80,0 78,6 74,6 83,3 0,82 0,77-0,88
3.АФП+ОПН 85,5 74,3 72,3 86,6 0,85 0,80-0,90
p 1-2 <0,001 <0,001 <0,01 <0,05 <0,01
p 1-3 <0,001 <0,001 <0,01 <0,01 <0,001
P 2-3 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 >0,05

П р и м е ч а н и е . p – уровень статистической значимости различий.
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диагнозом ГЦК  повышенные уровни одного или обоих 
маркеров регистрировались в среднем за 19,4±0,8 нед 
до выявления опухолевого узла методами визуализации. 
При сравнении показателей Se, Sp и AUC при использо-
вании только ОПН и комбинации ОПН+АФП значимых 
отличий установлено не было. Изолированное повыше-
ние только АФП было выявлено только в 5,4%; оба мар-
кера оказались отрицательными у 14,6% больных с ГЦК 
(см. рисунок).  

 Диагностическое значение АФП ограничено тем, 
что в 20-30% случаев опухолевые клетки печени не син-
тезируют АФП [18, 19]. Кроме этого, необходимо учи-
тывать, что уровень АФП имеет линейную зависимость 
от размера опухоли и при маленьких узлах (до 2 см) он  
существенно не повышается. Уровень АФП значительно 
возрастает только при сосудистой инвазии опухоли, но 
это происходит уже на поздних стадиях онкологическо-
го роста [13].

Анализ эффективности совместного определения 
АФП и ОПН для ранней диагностики  ГЦК предпри-
нимался и ранее [30, 37, 38]. Было установлено, что 
ОПН, как онкомаркер ГЦК, не отличается высокой Sp.  
Его уровень повышается не только при раке печени, но 
и при раке легких, груди, кишечника, желудка, подже-
лудочной железы, почек, желчного пузыря простаты, 
яичников [22, 24]. Вместе с тем высокая Se ОПН про-
является в возможности выявить повышение  концен-
трации биомаркера в крови за несколько месяцев и даже 
лет до клинического подтверждения диагноза  [25, 39]. 
В мета-анализе J. Li и соавт. [37] приводит результаты 
15 исследований диагностической значимости опреде-
ления АФП и ОПН и указывает на явные преимущества 
использования такой комбинации. К недостаткам анали-
зируемых  в обзоре работ следует отнести то, что все 
они носили характер ретроспективного исследования по 
типу случай-контроль, при этом в качестве контрольной 
группы выступали не только больные хроническими 
заболеваниями печени, но и практически здоровые лю-

ди. Вместе с тем известно, что основной группой риска 
ГЦК являются пациенты с поражением печени в стадии 
цирроза. Поэтому именно эта группа нуждается в посто-
янном мониторинге на ГЦК. Кроме этого, только в 2-х 
работах исследования проведены на этнической группе 
европеоидов, а в остальных случаях выполнены в раз-
личных популяциях странах Азии. В целом, мета-анализ 
по данным вышеприведенных ретроспективных работ 
показал высокую Sp (77%) и Se (82%) комбинированно-
го использования  биомаркеров АФП и ОПН [37].

В настоящем исследовании в условиях проспективно-
го наблюдения за больными ХГС с продвинутой стадией 
фиброза печени получены обнадеживающие результаты 
диагностической эффективности комбинации АФП и 
ОПН. К сожалению, определение указанных белков не 
обеспечивает целевой уровень эффективности, который 
по мнению N. Tsuchiya и соавт. [10] должен достигать 
90% как по Se, так и по Sp. Тем не менее, высокий уро-
вень Se при умеренном уровне Sp позволяет рекомендо-
вать данную комбинацию биомаркеров  для скрининга 
пациентов, определения группы высокого риска и пер-
сонализированного ведения пациентов.

Заключение. Сочетанное определение АФП и ОПН 
при пороговых значениях 20 нг/мл и 75 нг/мл позволя-
ет у больных ХГС выявить ГЦК на ранней стадии за-
болевания у 85,5% больных на 19,4±0,8 недель раньше 
подтверждения диагноза инструментальными методами 
визуализации (УЗИ, МРТ, КТ). При этом следует учи-
тывать, что добавление АФП к ОПН вносит незначи-
тельный вклад в повышение Se и AUC, поэтому поиск 
комбинации ОПН и других биомаркеров остается акту-
альным.
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Преимущественно при исследовании бактериемии обнаружены коагулазоотрицательные стафилококки и представите-
ли порядка Enterobacterales. Для установления этиологической роли коагулазоотрицательного стафилококка при поста-
новке диагноза сепсис в каждом конкретном случае необходимо учитывать состояние и возраст ребёнка, показатели 
маркёров системного воспаления. В 1/3 случаев коагулазоотрицательные стафилококки свидетельствуют о колониза-
ции катетера. Доля Staphylococcus aureus при бактериемии и сепсисе – 6,5%, Haemophilus influenzae – 0,6%, Esherichia 
coli – 7,8%, Streptococcus agalactiae - 2%. Для диагностики сепсиса необходимо проведение неоднократного (не менее 
двух раз) культурального исследования крови с применением качественных питательных сред содержащих все необходи-
мые факторы роста, с последующим обязательным определением чувствительности выделенных штаммов микроорга-
низмов к антимикробным препаратам. Бактериемия в целом у детей многопрофильного стационара составила 5,8%. У 
недоношенных детей бактериемия выявлена в 4,4% случаев, из них сепсис подтвержден в 41,2%.
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Primarily in the study of bacteremia, coagulase-negative staphylococci and representatives of the order Enterobacterales were 
found. To establish the etiological role of coagulase-negative staphylococcus in making a diagnosis of sepsis in each particular 
case, it is necessary to consider the condition and age of the child, as well as indicators of markers of systemic inflammation. In 
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sepsis - 6.5%, Haemophilus influenzae - 0.6%, Esherichia coli - 7.8%, Streptococcus agalactiae - 2%. For the diagnosis of sepsis, 
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necessary growth factors, followed by a mandatory determination of the susceptibility of the isolated strains of microorganisms to 
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Введение. Сепсис остается одной из актуальных 
проблем медицины в силу высокой летальности, зна-
чительных экономических затрат, причиняемого этим 
заболеванием. За последние 50 лет частота сепсиса в 
большинстве стран мира возросла более чем в 10 раз, 
в индустриально-развитых странах годовая заболевае-
мость сепсисом увеличивается в среднем на 1,5-8% и 
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может достигнуть к 2020 г. более 1,1 млн случаев в год 
[1]. Это связано с развитием инвазивных медицинских 
технологий, длительностью пребывания пациентов в 
отделениях реанимации, увеличением количества высо-
котехнологичных медицинских манипуляций, цитоста-
тической и иммуносупрессивной терапии, транспланто-
логии и протезирования, ВИЧ-инфекции и увеличением 
количества микроорганизмов, устойчивых к большин-
ству антибиотиков.

В зависимости от источника инфекции различают 
сепсис: абдоминальный, респираторный, ангиогенный, 
мочевой, ожоговый; по этиологическому фактору выде-
ляют сепсис, вызванный грамположительными или гра-
мотрицательными бактериями, грибами [1].

Обнаружение микроорганизма в крови культураль-
ным методом при инвазивных инфекциях и сепсисе по-
зволяет верифицировать микроорганизмы, определить 
их резистентность к антимикробным препаратам, что 
является определяющим в выборе адекватных режимов 
антимикробной терапии [2-8]. Рекомендации по выбору 
эмпирического режима терапии сепсиса должны базиро-
ваться, в том числе на уровне резистентности нозокоми-
альных возбудителей по данным микробиологического 
мониторинга (все рекомендации по антибиотикотерапии 
нозокомиального сепсиса без учёта локального уровня 
антибиотикорезистентности будут иметь условный ха-
рактер) [1].

Цель исследования - выявить возбудителей бактерие-
мии и сепсиса при использовании маркёров инвазивных 
инфекций и современных коммерческих питательных 
сред для посева крови у детей многопрофильного ста-
ционара.

Материал и методы. Проведён ретроспективный 
анализ посевов крови у больных, находившихся на ле-
чении в разных отделениях ГАУЗ СО «ОДКБ» с января 
2018 г. до марта 2019 г. За исследуемый период прове-
дено 2348 исследования проб крови от 1724 пациентов. 
При этом больше, чем в половине случаев (63,4%) про-
бы поступали из отделений анестезиологии, реанима-
ции и интенсивной терапии (ОРИТ) новорожденных и 
недоношенных детей.

Для посева крови забранной из интактной вены и/
или катетера использовались: системы для гемокуль-
тур «Signal» («Oxoid», Великобритания), флаконы для 

автоматического анализатора гемокультур «BACTECTM 

FX» («Becton Dickinson», США), бульон с сердечно-
мозговым экстрактом с 0,025% SPS, СО2 и вакуумом 
(«Conda», Испания).

Взятие крови на бактериологическое исследова-
ние производили согласно общепринятым методам [9]. 
Идентификацию выделенных микроорганизмов и анти-
биотикочувствительность проводили бактериологиче-
ским методом и на полуавтоматических: SENSITITRE 
(TREC Diagnostic Systems, США/Великобритания), ATB 
Expression (bioMerieux, Франция) и автоматическом Mi-
croScan WalkAway 96 (Siemens, США) анализаторах.

Количественное определение прокальцитонина (нг/
мл) проводилось методом фермент-связанного флюо-
ресцентного анализа на автоматическом анализаторе 
MiniVidas («bioMerieux», Франция). Количественное 
определение С-реактивного белка (мг/л) на биохимиче-
ском анализаторе AU 680 Beckman Coulter (США).

Результаты и обсуждение. Наибольшее количество 
проб крови поступило из ОРИТ новорожденных и недо-
ношенных детей (табл. 1).

Этиология бактериемии и фунгимии у детей многопро-
фильного стационара в 2018 г. представлена на рисунке.

Микроорганизмы обнаружены в 5,8% (136 проб) по-
севов крови детей с подозрением на инвазивные инфек-
ции многопрофильного стационара. Микроорганизмы 
обнаружены в крови новорожденных, находящихся в 
ОРИТ новорожденных и недоношенных детей в 4,4%, от 
пациентов после хирургических вмешательств – 5,3%, 
от пациентов с соматическими заболеваниями – 12,9%. 
Культуральное исследование крови в ОРИТ новорож-
денных и недоношенных детей проводится у каждого 
ребёнка в день поступления из родового отделения в 
соответствии с рекомендациями и согласно протоколу 
обследования, в других отделениях – по клиническим 
показаниям.

КОС, представители порядка Enterobacterales лиди-
руют среди возбудителей бактериемии.

Выделенные представители порядка Enterobacterales 
включали: Esherichia coli (n=12), Enterobacter aerogenes 
(n=1), Enterobacter cloacae (n=1), Rahnella aquatilis (n=1), 
Serratia marcescens (n=1), Klebsiella pneumoniae (n=1).

НГОБ представлены Pseudomonas aeruginosa (n=1) и 
Ralstonia pickettii (n=1).

Т а б л и ц а  1
Исследование посевов крови у пациентов многопрофильного стационара

Пациенты Недоношенные дети Пациенты после хирургических 
вмешательств

Пациенты с соматическими  
заболеваниями

Всего проб крови 1750 227 371
Положительные гемо-
культуры

76 12 48

Возраст детей от рождения до 1 мес от 10 дней до 9 лет от 2 мес до 15 лет
Масса тела от 600 грамм от 1600 грамм от 2500 грамм
Направительный диа-
гноз

респираторный дистресс-синдром, 
врождённый порок сердца, вну-

триутробная инфекция, внутриу-
тробный сепсис, сепсис, ранний 

неонатальный сепсис, пневмония, 
врождённые пороки развития,  ги-
поксическое поражение централь-

ной нервной системы, диафраг-
мальная грыжа, перитонит

остеомиелит, хилоторакс, сепсис, 
врождённый порок сердца, 

кишечная непроходимость, хи-
мический ожог пищевода, острая 

гнойно-деструктивная пневмония, 
перитонит, хроническая почечная 
недостаточность, гидроцефалия

пневмония, бронхолёгочная дис-
плазия, синдром мальабсорбции, 

энтероколит, хроническая по-
чечная недостаточность, сепсис, 

кишечная непроходимость
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Staphylococcus epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, 
S. simulans с одной стороны, могут являться контаминан-
тами при нарушении качества сбора материала у больных 
без факторов риска развития бактериемии и сепсиса. С 
другой стороны они могут иметь этиологическое значе-
ние, особенно у недоношенных и иммунокомпромитиро-
ванных детей. Для доказательства их этиологической ро-
ли требуется проведение неоднократных посевов крови 
(не менее двух). КОС могут иметь значение при катетер-
ассоциированных инфекциях (КАИК), в этом случае 
параллельно забирается кровь вначале из интактной (не 
катетеризированной) вены, затем из катетера, при необ-
ходимости можно исследовать сам катетер.

Микомицеты обнаружены в крови трижды: два штам-
ма Candida albicans и один штамм Candida parapsilosis. 
При возникновении кандидемии вероятность развития 
кандидозного сепсиса во время госпитализации увели-
чивается в два раза, продолжительность лечения — на 
13-30 дней, стоимость лечения — в 1,5-5 раз [1], поэто-
му раннее выявление этиологии инвазивной инфекции 
имеет решающее значение.

При выделении типичных патогенов, таких как 
Staphylococcus aureus, представителей порядка Enter-
obacterales, Pseudomonas aeruginosa, грибов имеет диа-
гностическую значимость даже одна положительная 
гемокультура. Выделение микроорганизмов, которые 
являются кожными сапрофитами, и могут контаминиро-
вать пробу (КОС, Corynebacterium sp.) для подтвержде-
ния истинной бактериемии требуется минимум две по-
ложительные гемокультуры [1].

Одними из наиболее информативных с клинической 
точки зрения критериев сепсиса является обнаруже-
ние белков, выявляемых в острую фазу инфекционно-
го воспаления, таких как прокальцитонин (ПКТ, PCT), 

С-реактивный белок. Определение их концентрации 
в сыворотке используется для экспресс-диагностики 
сепсиса. Повышение концентрации PCT≥2 нг/мл, 
С-реактивного белка >5 мг/л происходит только при 
системном ответе организма на бактериальную инфек-
цию.

У пациентов, выделяющих из крови штаммы S. epi-
dermidis № 16-19 и S. haemolyticus № 23-24 прокальци-
тонин и С-реактивный белок не определяли в связи с до-
казанным случаем вызванным вирусом, отсутствия яв-
ных признаков сепсиса, в данном варианте выделенные 
микроорганизмы явились контаминантами (табл. 2).

В 13 положительных проб (9,5%) наблюдалась ассо-
циация микроорганизмов, состоящая преимущественно 
из двух культур (табл. 3). Большинство из них свиде-
тельствуют о контаминации при сборе крови. Выделе-
ние в составе ассоциаций таких микроорганизмов как  
S. aureus, Serratia marcescens, Streptococcus agalactiae, 
Enterococcus faecalis, Enterococcus sp., свидетельству-
ет об их этиологической роли, второй микроорганизм 
явился контаминантом. При сборе крови через катетер 
выделенные ассоцианты свидетельствуют о его колони-
зации, а не истинной бактериемии.

Обоснование этиологической роли ассоциаций ми-
кроорганизмов выделенных из крови затруднено. Это 
связано в первую очередь с трудностями сбора крови у 
глубоконедоношенных детей и с экстремально низкой 
массой тела, во-вторых, если кровь забрана через кате-
тер, нельзя исключить КАИК или колонизацию катете-
ра. В ассоциации № 11, Serratia marcescens, несомненно, 
является этиологически значимым патогеном, и свиде-
тельствует о внутрибольничном инфицировании. Из 
крови, забранной через в первые сутки после рождения 
до назначения антибиотиков, выделен в ассоциации № 9 

Этиология бактериемии и фунгемии у детей многопрофильного стационара (%), n=153.
*КОС – коагулазоотрицательные стафилококки (Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus hominis, Staphylococcus simu-
lans).
**НГОБ – неферментирующие грамотрицательные бактерии (Pseudomonas aeruginosa, Ralstonia pickettii).
***Представители порядка Enterobacterales включали следующие виды: Esherichia coli, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Rahnella aquati-
lis, Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae.
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Т а б л и ц а  2
Бактериемия, фунгемия, маркёры системного воспаления (прокальцитонин, С-реактивный белок) у недоношенных детей, с низкой 

массой тела

№ п/п Гемокультура Результат РСТ, нг/мл СРБ, мг/л Установленный диагноз
1. Escherichia coli - 41,55 сепсис
2. Escherichia coli - 19,0 ранний неонатальный сепсис
3. Escherichia coli - - ранний неонатальный сепсис
4. Escherichia coli 6,61 13,57 сепсис
5. Escherichia coli - 11,0 ранний неонатальный сепсис
6. Haemophilus influenzae - 88,03 ранний неонатальный сепсис
7. Streptococcus agalactiae - 0,34 ранний неонатальный сепсис
8. Staphylococcus aureus - 12,35 внутриутробная пневмония, сепсис
9. Candida albicans - 15,03 ранний неонатальный сепсис
10. Staphylococcus epidermidis - 3,55 сепсис
11. Staphylococcus epidermidis 0,33 - внутриутробная пневмония
12. Staphylococcus epidermidis 0,37 0,84 ранний неонатальный сепсис
13. Staphylococcus epidermidis 0,85 64,80 сепсис
14. Staphylococcus epidermidis - 0,76 внутриутробная пневмония
15. Staphylococcus epidermidis - 28,03 внутриутробная пневмония
16. Staphylococcus epidermidis - - внутриутробная пневмония
17. Staphylococcus epidermidis - - внутриутробная пневмония
18. Staphylococcus epidermidis - - внутриутробная пневмония
19. Staphylococcus epidermidis - - внутриутробная пневмония
20. Staphylococcus haemolyticus - 0,49 ранний неонатальный сепсис
21. Staphylococcus haemolyticus - 2,32 ранний неонатальный сепсис
22. Staphylococcus haemolyticus - 11,28 ранний неонатальный сепсис
23. Staphylococcus haemolyticus - - ранний неонатальный сепсис
24. Staphylococcus haemolyticus - - внутриутробная пневмония
25. Staphylococcus simulans - 15,44 внутриутробный сепсис
26. Corynebacterium sp. 1,24 13,81 внутриутробный сепсис

Т а б л и ц а  3
Ассоциации микроорганизмов в гемокультуре, выделенные из крови, забранной из вены или центрального 

венозного катетера (n=13)
№ п/п Состав ассоциаций Количество Интерпретация

1. Staphylococcus epidermidis + Staphylococcus hominis 2 Ассоцианты являются 
контаминантами или коло-

низировали катетер
2. Staphylococcus epidermidis + Staphylococcus haemolyticus 2
3. Staphylococcus epidermidis + Staphylococcus haemolyticus + Streptococcus viridans 1
4. Staphylococcus epidermidis + Corynebacterium sp. 1
5. Staphylococcus epidermidis + Streptococcus viridans 1
6. Streptococcus oralis/mitis + Staphylococcus hominis 1
7. Staphylococcus epidermidis + Enterococcus faecalis 1 КОС явился контаминан-

том, второй микроорга-
низм является этиологиче-

ски значимым

8. Staphylococcus epidermidis + Enterococcus sp. 1
9. Staphylococcus epidermidis + Streptococcus agalactiae 1
10. Staphylococcus epidermidis + Staphylococcus aureus 1
11. Staphylococcus haemolyticus + Serratia marcescens 1

Streptococcus agalactiae, который имеет этиопатогенети-
ческое значение, имело место внутриутробное инфици-
рование плода.

Современные специальные готовые коммерческие 
флаконы [9], позволяют обнаружить рост большинства 
микроорганизмов в течение 6-8 ч инкубации (до 24 ч), 
что позволяет уже через 24-48 ч получить результаты 
точной идентификации возбудителя и его антибиотико-
грамму. В зависимости от возможностей лаборатории 
оптимально иметь в работе минимум два вида флаконов 
для посева крови: один для визуального учёта роста ми-

кроорганизмов, другой для автоматического анализатора 
гемокультур. При большом количестве проб крови удоб-
нее применять автоматический анализатор гемокультур, 
так как бактериолог не тратит время на их просмотр, и 
устраняются возможные ошибки визуального учёта – 
анализатор тестирует химический сенсор, чувствитель-
ный к уровню СО2, продуцируемому микроорганизмами 
в процессе роста, флакона каждые 10 мин и не зависит от 
освещения, и более надежен, чем глаз человека. С дру-
гой стороны в автоматический анализатор BACTEC не 
рекомендуется ставить флаконы с кровью, которые уже 
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инкубировали в термостате и поставили в анализатор 
через 6-12 ч, так как в них при росте микроорганизмов 
может уже накопиться определённый уровень СО2, кото-
рый прибор при постановке в него считает за начальный, 
а в процессе последующей инкубации этот уровень СО2 
не увеличится. Системы для гемокультур «Signal» - это 
флакон с 84 мл питательного бульона с факторами роста. 
Они имеют специальные прозрачные индикаторы роста, 
которые помещают сверху на флакон, куда уже произве-
дён посев крови с соблюдением всех правил стерильно-
сти, после инкубации его при 36±1° С в течение 1 часа. 
Общая длительность инкубации флакона с посевом и 
присоединенным индикатором роста 7 дней, просмотр 
системы производится два раза в день. Положительная 
культура крови, демонстрирующая рост микроорганиз-
мов, определяется внешним видом кровяно-бульонной 
смеси в прозрачном индикаторе роста выше запорного 
приспособления. Бульон с сердечно-мозговым экстрак-
том с 0,025% SPS, СО2 и вакуумом представляют собой 
бульоны, готовые к применению, которые содержат вос-
становленную основу и специальный компонент – по-
лианетолсульфонат натрия (SPS), предотвращающий 
свертывание крови, нейтрализует бактерицидное дей-
ствие свежей сыворотки. Поставляются они во флако-
нах из нейтрального стекла. Для детей флаконы по 20 
мл. Флаконы необходимо инкубировать в термоста-
те при 35-37° С 7 дней, ежедневно просматривая, для 
аэробных культур – периодически встряхивая в первые 
сутки, а оставшиеся 6 дней – однократно. Просмотр 
флакона осуществляется ежедневно, при наличии ви-
димых признаков роста производят микроскопическое 
исследование. После исследования микропрепаратов 
окрашенных по Граму производят высевы гемокультур 
на соответствующие селективные среды с последующей 
идентификацией. Визуальные признаки роста гемокуль-
тур при посевах крови на бульоне с сердечно-мозговым 
экстрактом с 0,025% SPS, СО2 и вакуумом («Conda», 
Испания) включают следующие видимые изменения 
среды: гемолиз - возможные микроорганизмы - стрепто-
кокки, стафилококки, листерии, бациллы, клостридии; 
помутнение - аэробные грамотрицательные палочки, 
стафилококки, бактероиды; газообразование - аэробные 
грамотрицательные палочки, анаэробы; образование 
плёнки - бациллы, псевдомонады, дрожжи; образование 
хлопьев - Staphylococcus aureus.

Примененные для посева крови коммерческие пита-
тельные среды содержат в своем составе или к ним не-
обходимо добавлять факторы роста в виде питательной 
добавки для выделения прихотливых микроорганизмов 
родов Neisseria и Haemophilus. У глубоконедоношенных 
детей и с экстремально низкой массой тела объем за-
севаемой крови зависит от массы и возраста ребёнка, у 
них сложно соблюдать кратность сбора крови.

Представляем клинические случаи выделенных ге-
мокультур:

Клинический случай № 1. Ребёнок Б. (девочка), родил-
ся в результате преждевременных родов в сроке 34 нед, 
при рождении поставлен диагноз «Транзиторное тахип-
ное новорожденных, недоношенность 34 недели», пере-
ведён в ОРИТ новорожденных и недоношенных детей. 
Из крови, забранной через пупочный катетер в первые 
сутки после рождения до назначения антибиотиков, вы-
делен Haemophilus influenzae биотип II, бескапсульный 
вариант, штамм не продуцирует β-лактамазу. Ребёнок 
рождён естественным путём. Ребёнку проведено опре-

деление С-реактивного белка, который равен 88,03 мг/л. 
Ребёнок умер от септического шока в течение суток. 
Очевидно, имело место внутриутробное инфицирование 
плода, обусловившее в постнатальном периоде развитие 
тяжёлого септического состояния, что подтверждается 
результатами посева из заднего свода влагалища, за-
бранного при поступлении – у женщины в сроке 34 нед 
выделен H. influenzae биотип II, бескапсульный вари-
ант. Штамм не продуцирует β-лактамазу, чувствителен 
к амоксициллину/клавулановой кислоте, ампициллину/
сульбактаму, триметоприму/сульфаметоксазолу, ампи-
циллину, имипенему, кларитромицину, левофлоксацину, 
меропенему, тетрациклину, хлорамфениколу, цефепиму, 
цефиксиму, цефтриаксону, цефуроксиму.

Клинический случай № 2. Ребёнок К. (мальчик), ро-
дился в результате преждевременных родов в сроке 32 
нед, при рождении поставлен диагноз «Недоношен-
ность II ст.», переведён в ОРИТ новорожденных и не-
доношенных детей. Из крови, забранной в первые сутки 
после рождения до назначения антибиотиков, выделен 
S. agalactiae. Штамм чувствителен к ампициллину, ле-
вофлоксацину, линезолиду, офлоксацину, пеницилли-
ну. Достоверных случаев устойчивости к β-лактамным 
антибиотикам в литературе не описано. По результатам 
антибиотиграммы ребёнку проведена антибиотикоте-
рапия ампициллином. С-реактивный белок = 0,34 мг/л. 
Очевидно, имело место внутриутробное инфицирование 
плода, обусловившее в постнатальном периоде развитие 
септического состояния, что подтверждается данными 
из обменной карты беременной – у женщины в сроке 30 
нед из цервикального канала выделен S. agalactiae.

Клинический случай № 3. Ребёнок К. (мальчик), 2013 
года рождения из ОРИТ. Диагноз – высокая кишечная 
непроходимость. Из периферической вены выделен 
Rahnella aquatilis. Штамм чувствителен к: амикацину, 
гентамицину, амоксициллину/клавулановой кислоте, 
ампициллину/сульбактаму, цефепиму, цефокситину, 
цефтазидиму, ципрофлоксацину, левофлоксацину, пипе-
рациллину/тазобактаму, пиперациллину, тетрациклину, 
тигециклину, тобрамицину, триметоприму/сульфаме-
токсазолу и умеренно-резистентен к: ампициллину, це-
фазолину, цефуроксиму. Ребёнку назначен цефепим. Род 
Rahnella относится к порядку Enterobacterales, группе 
Yersiniaceae. Род Rahnella состоит из одного первичного 
вида Rahnella aquatilis и двух дополнительных генови-
дов. R. aquatilis обнаружен в окружающей среде, пре-
имущественно, в воде. У человека выделялся из крови, 
мочи, ран, бронхоальвеолярного лаважа. Большинство 
инфекций вызывает у иммунокомпромисных пациентов 
или с другими хроническими состояниями. Описаны 
случаи септицемии у преждевременно рожденных мла-
денцев. Rahnella продуцирует β-лактамазы, обычно чув-
ствительны к цефалоспоринам расширенного спектра и 
другим классам антибиотиков активным против бакте-
рий порядка Enterobacterales [10-13].

Клинический случай № 4. Детям (девочки) при рож-
дении поставлен диагноз «респираторный дистресс-
синдром, недоношенность 23 недели». Из крови, за-
бранной через пупочный катетер в первые сутки после 
рождения, и отделяемого трахеи, забранного на 2-е сут-
ки после рождения, у первого плода выделена E. coli 
(из отделяемого трахеи в скудном росте). Посевы крови 
осуществлялся на бульон с сердечно-мозговым экстрак-
том с 0,025% SPS, СО2 и вакуумом («Conda», Испания). 
Штамм чувствителен к пиперациллину/тазобактаму, аз-
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треонаму, амикацину, гентамицину, тобрамицину, эрта-
пенему, дорипенему, имипенему, меропенему, ципроф-
локсацину, левофлоксацину, миноциклину, тигециклину, 
тетрациклину, цефтриаксону; умеренно-резистентен к 
тикарциллину/клавуланату; резистентен к ампициллину, 
ампициллину/сульбактаму, триметоприму/сульфаметок-
сазолу. Из крови плаценты, забранной в первые сутки 
после рождения, и отделяемого трахеи, забранного на 
вторые сутки после рождения, у второго плода рост ми-
кроорганизмов не обнаружен. Стартовая антибиотико-
терапия у обоих детей ампициллином и гентамицином.

У матери двойни (роженица Г., 24 лет), поступив-
шей с диагнозом «беременность 23-24 нед, дихориаль-
ная диамниотическая двойня, преждевременные роды». 
Из отделяемого заднего свода влагалища, собранного в 
1-е сутки госпитализации, выделены: 1) в умеренном 
росте E. coli; штамм чувствителен к амоксициллину/
клавуланату, цефотаксиму, гентамицину, эртапенему, 
ципрофлоксацину, хлорамфениколу, резистентен к ам-
пициллину; 2) в обильном росте Lactobacillus sp. и  
S. epidermidis.

С последа обоих плодов в обильном росте выделена  
E. coli; штамм чувствителен к амоксициллину/клавулана-
ту, цефотаксиму, гентамицину, эртапенему, ципрофлокса-
цину, хлорамфениколу, резистентен к ампициллину.

Очевидно, имело место внутриутробное инфициро-
вание одного из плода, обусловившее в постнатальном 
периоде развитие септического состояния, что под-
тверждается выделением идентичного штамма E. coli, 
от родильницы и из крови и трахеи одного из новорож-
денных. Произведена смена антибиотикотерапии на 
меропенем, при повторных анализах из крови и трахеи 
детей рост микроорганизмов не обнаружен.

Преимущественно при исследовании бактериемии 
обнаружены КОС и представители порядка Enterobacte-
rales. Для установления этиологической роли КОС при 
постановке диагноза сепсис в каждом конкретном слу-
чае необходимо учитывать состояние и возраст ребён-
ка, показатели маркёров системного воспаления. В 1/3 
случаев КОС свидетельствуют о колонизации катетера. 
Для диагностики сепсиса необходимо проведение неод-
нократного (не менее двух раз) культурального исследо-
вания крови с применением качественных питательных 
сред содержащих все необходимые факторы роста, с по-
следующим обязательным определением чувствитель-
ности выделенных штаммов микроорганизмов к анти-
микробным препаратам.

Выводы. 1. Бактериемия у детей многопрофильного 
стационара составила 5,8%. У детей из ОРИТ новорож-
денных и недоношенных детей бактериемия выявлена в 
4,4% случаев, из них сепсис подтвержден в 41,2%.

2. Применение различных коммерческих питатель-
ных сред для посева крови («Signal», флаконы для авто-
матического анализатора гемокультур «BACTECTM FX», 
бульон с сердечно-мозговым экстрактом с 0,025% SPS, 
СО2 и вакуумом) не выявило различий как в скорости 
роста микроорганизмов, так и выделения труднокульти-
вируемых бактерий (Haemophilus influenzae, Streptococ-
cus agalactiae).

3. Для подтверждения этиологии сепсиса и других 
бактериальных инфекций, необходимо использовать 
определение белков острой фазы воспаления (прокаль-
цитонин, С-реактивный белок) и посев крови: у доно-
шенных детей не менее чем трёхкратный, у недоношен-
ных детей не менее двукратного посева крови.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
скую поддержку.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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УСТОЙЧИВОСТЬ К АНТИМИКРОБНЫМ ПРЕПАРАТАМ И КЛИНИЧЕСКИ ЗНАЧИМЫЕ 
МЕХАНИЗМЫ РЕЗИСТЕНТНОСТИ шТАММОВ SALMONELLA, ВЫДЕЛЕННЫХ  
В  2014–2018 гг.  В САНКТ-ПЕТЕРБУРГЕ, РОССИЯ 
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5ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в городе Санкт-Петербург», филиал № 6,  198329, Санкт-Петербург, Россия 

В статье представлены результаты многолетнего мониторинга (2014-2018 гг.) чувствительности к антибиотикам 
штаммов Salmonella, выделенных от  детей и взрослых с диарейным синдромом в Санкт-Петербурге. 746 изученных 
штаммов относились к 42 сероварам, из них более 90,0% принадлежали к трем: S.enteritidis (79,6%), S.typhimurium 
(6,8%)  и S.infantis (3,8%). Определение чувствительности к 7 классам антибиотиков, проведенное  согласно рекоменда-
циям EUCAST, выявило устойчивость у 78,6% штаммов. Резистентность  к хинолонам,  обнаруженная у 63,3% штам-
мов (S.enteritidis -71,0%, S.typhimurium – 15,7%, S.infantis – 89,3%), у всех штаммов, за исключением одного,  характе-
ризовалась низким уровнем (МПК ципрофлоксацина 0,12-0,5 мг/л) и была обусловлена пятью видами однонуклеотидных 
замен в гене gyrA: Asp87Tyr –  36,1% штаммов (S.infantis); Ser83Phe – 22,2% (S.enteritidis); Asp87Asn – 19,4% (S.enteritidis, 
S.typhimurium, S.hadar, S.newport); Ser83Tyr -11,1% (S.enteritidis, S.infantis) и Asp87Gly – 8,3% (S.enteritidis). У одного 
штамма S.kentucky с устойчивостью высокого уровня (МПК ципрофлоксацина выше 8,0 мг/л) выявлены одновременно две 
замены Ser83Phe и Asp87Asn.  Два штамма (S.typhimurium и S.corvallis) имели плазмидоопосредованную резистентность 
к хинолонам (ген qnrS). Устойчивость к цефалоспоринам расширенного спектра обнаружена  у штаммов шести серова-
ров (1,6%). Выявлены гены бета-лактамаз расширенного спектра генетических групп СТХ-М1 (10 штаммов сероваров 
S.typhimurium, S.enteritidis, S.abony, S.coeln и  S.virchow), СТХ-М2 (2 штамма S.typhimurium),  СТХ-М9 (три штамма 
S.enteritidis), у одного штамма S.typhimurium выявлены  одновременно СТХ-М1 и СТХ-М2. У двух штаммов (S.newport 
и S.enteritidis) обнаружены гены цефалоспориназы молекулярного класса С CMY-2. Наше исследование показало, что в 
Санкт-Петербурге штаммы Salmonella, ведущего возбудителя острых кишечных инфекций бактериальной этиологии у 
детей и взрослых, характеризуются  устойчивостью к антибиотикам, используемым для лечения сальмонеллезов. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Salmonella; резистентность; хинолоны; цефалоспорины;  БЛРС; AmpC, бета-лактамазы; gyrA; qnrS.
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ANTIMICROBIAL RESISTANCE AND CLINICAL SIGNIFICANT RESISTANCE MECHANISMS OF 
SALMONELLA ISOLATED IN 2014-2018 IN ST.PETERSBURG, RUSSIA 
1Saint-Petersburg Pasteur Institute, 197101, Saint-Petersburg, Russia;
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The article presents the results of antimicrobial resistance monitoring of  Salmonella isolated from children and adults with 
diarrhea in St. Petersburg in 2014-2018. In 746 isolates of 42 serovars more than 90,0% belonged to three: S. enteritidis (79,6%), 
S. typhimurium (6,8%) and S. infantis (3,8%). The antimicrobial susceptibility testing (according the EUCAST) to 7 classes of 
antimicrobials revealed the resistance in 78,6% of Salmonella. Low-level quinolone resistance (MIC of ciprofloxacin 0,12-0,5 
mg/l) was detected in 63,3% isolates (S. enteritidis -71,0%, S. typhimurium – 15,7%, S. infantis – 89,3%) and was due to five 
kinds of single nucleotide substitutions in gyrA: Asp87Tyr – 36,1% of studied isolates (only S. infantis); Ser83Phe – 22,2% (only 
S. enteritidis); Asp87Asn – 19,4% (S. enteritidis, S. typhimurium, S. hadar, S. newport); Ser83Tyr -11,1% (S. enteritidis and S. 
infantis) and Asp87Gly –  8,3% (only S. enteritidis). Only in one S. kentucky isolate with high-level fluoroquinolone resistance (MIC 

Для корреспонденции: Егорова Светлана Александровна, канд. мед. наук, ст. науч. сотр. лаб. кишечных инфекций; egorova72@mail.ru



621

RuSSIAN ClINICAl lAbORAtORy DIAgNOStICS. 2019; 64(10)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2019-64-10-620-626

MICRObIOlOgy

of ciprofloxacin > 8,0 mg/l) two substitutions (Ser83Phe and Asp87Asn) were detected. Two Salmonella isolates (S. typhimurium 
and S. corvallis) had plasmid-mediated quinolone resistance (qnrS). Extended-spectrum cephalosporin resistance was found in 6 
Salmonella serovars (1,6%).  The bla-genes were detected: of genetic group  CTX-M1 – in 10 isolates (serovars S. typhimurium, S. 
enteritidis, S. abony, S. coeln and S. virchow), CTX-M2 – in 2 S. typhimurium isolates, CTX-M9 – in three S. enteritidis isolates. In 
one S. typhimurium CTX-M1 and CTX-M2 were detected. The gene of CMY-2 (molecular class C cephalosporinase) was revealed 
in two isolates (S. newport and S. enteritidis). Our study showed that Salmonella (the main bacterial pathogen of acute diarrhea in 
children and adults) isolated in  Saint-Petersburg  had antimicrobial resistance to drugs of choice for salmonellosis treatment.  
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Введение. Несмотря на то, что в РФ в последние 10 
лет заболеваемость сальмонеллезами снижается (с 35,2 
на 100 тыс. населения в 2009 г. до 22,9 в 2018 г.), еже-
годно регистрируют около 50 тыс. случаев заболеваний 
сальмонеллезами, причем в 2018 г. зарегистрировано 83 
очага групповых заболеваний с общим количеством по-
страдавших более 2 000 человек, из которых около 70,0% 
составляли дети [1]. В перечне антимикробных препара-
тов (АМП), которые могут быть использованы для ле-
чения сальмонеллезов, препаратами выбора  являются 
фторхинолоны и цефалоспорины расширенного спектра 
(ЦРС) [2-6]. Эффективная антибактериальная терапия 
осложняется наличием в популяции Salmonella  штам-
мов,  устойчивых к рекомендованным АМП. В странах 
ЕС в 2017 г. у Salmonella отмечены высокие показатели 
резистентности к сульфаниламидам (32,8%), тетраци-
клинам (30,2%) и аминопенициллинам (27,5%), а также 
множественной устойчивости к АМП (3 и более класса 
АМП)  (28,6%) [7]. Доля штаммов, устойчивых к фтор-
хинолонам и ЦРС в целом была относительно невысо-
кой (13,0 и 1,9%, соответственно), хотя выявлены зна-
чительные серовароспецифические отличия [7]. Анализ 
и сравнение данных, полученных в РФ   в разные годы,  
затруднены тем обстоятельством, что критерии интер-
претации и методические подходы к тестированию мно-
гих АМП в последние годы неоднократно менялись не 
только в РФ, но и в мире. Документ, регламентирующий 
процедуру определения чувствительности микроорга-
низмов к АМП (МУК 4.2.1890-04), был принят в нашей 
стране в 2004 г.,  основан на рекомендациях CLSI и явля-
ется действующим в настоящее время [8]. В 2014 г. бы-
ли введены  Клинические рекомендации «Определение 
чувствительности микроорганизмов к антимикробным 
препаратам» (в дальнейшем по тексту –КР), основанные 

на рекомендациях EUCAST [9].  По данным различных 
авторов на отдельных территориях РФ  в разные годы до-
ля штаммов Salmonella, устойчивых к ЦРС, составляла 
от 0 до 45,3%, фторхинолонам – от 0 до  59,2% [10-20].  
Целью проведенного нами исследования была оценка 
чувствительности штаммов Salmonella, выделенных в 
рамках пятилетнего мониторинга в Санкт-Петербурге, 
к АМП с использованием современных международных 
подходов, а также выявление механизмов резистентно-
сти к клинически значимым группам АМП.  

Материал и методы.  Изучены 746 штаммов Sal-
monella, выделенных в Санкт-Петербурге в 2014-2018 
гг. из проб испражнений детей и взрослых, обследо-
ванных по различным показаниям (больные ОКИ, кон-
тактные, декретированные лица). Видовая идентифи-
кация штаммов проведена методом время-пролетной 
масс-спектрометрии на приборе Microflex LRF (Bruker 
Daltonics, Германия), идентификация до серовара –  в 
реакции агглютинации на стекле с диагностическими 
сальмонеллезными адсорбированными сыворотками 
(ФГУП СПбНИИВС ФМБА РФ).  Список АМП, ис-
пользованных для тестирования, соответствовал евро-
пейским рекомендациям [21] и включал бета-лактамы 
(ампициллин, амоксициллин/клавулановая кислота, 
цефтазидим, цефотаксим,  меропенем), хинолоны (на-
лидиксовая кислота, пефлоксацин, ципрофлоксацин), 
аминогликозиды (гентамицин, тобрамицин, амикацин), 
нитрофурантоин, тетрациклин, хлорамфеникол и три-
метоприм/сульфаметоксазол. Тестирование проводили 
диско-диффузионным методом  с использованием дис-
ков и агара Мюллера-Хинтон (Oxoid, Великобритания) 
согласно КР [9]. Для оценки чувствительности к хино-
лонам использовали комплексный подход: скрининг 
устойчивых штаммов диско-диффузионным методом с 
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налидиксовой кислотой и пефлоксацином,  определе-
ние минимальной подавляющей концентрации (МПК) 
ципрофлоксацина  методом микроразведений в бульо-
не. Продукцию бета-лактамаз молекулярных  классов А 
и С  подтверждали фенотипически, оценивая  их чув-
ствительность к ингибиторам c использованием набора 
реагентов “ESBL+AmpC Screen Kit” (Rosco Diagnostica, 
Дания) согласно руководству EUCAST [22]. Бактериаль-
ную ДНК выделяли с помощью реагента InstaGen Ma-
trix (BioRad, США).  Детекцию генов бета-лактамаз, а 
также qnr(A,B,S,C,D) и aac-(6’)-1b проводили, исполь-
зуя опубликованные праймеры [23-28], методом ПЦР с 
флуоресцентной детекцией продуктов амплификации с 
красителем SYBR GREEN  с анализом кривых плавле-
ния.  У 36 штаммов оценили характер мутаций в гене  
gyrA путем амплификации и прямого секвенирования 
QRDR-региона согласно опубликованному протоколу 
[29]. Секвенирование по Сенгеру проводили с использо-
ванием Applied Biosystem 3500 Genetic Analyzer.  Полу-
ченные нуклеотидные последовательности сравнивали 
в программе BLAST с референсной последовательно-
стью гена gyrA штамма S. typhimurium LT2 (GenBank 
CP014051.2).  95% доверительные интервалы долей 
(95%ДИ) рассчитаны по методу Уилсона. 

Результаты. Чувствительность штаммов Salmo-
nella к АМП.   Антигенная структура включенных в ис-
следование штаммов была представлена 42 сероварами. 
Доминирующее положение занимал серовар S. enteritid-
is, доля которого в разные годы колебалась незначитель-
но и в среднем составила  79,6% (95%ДИ 76,6-82,4).  На 
долю сероваров S. typhimurium и S. infantis приходилось 
6,8% (95%ДИ 5,2-8,9) и 3,8% (95%ДИ 2,6-5,4), соответ-
ственно. Другие серовары  были представлены единич-
ными штаммами (9,8%; 95%ДИ 7,9-12,1).  

Результаты изучения чувствительности штаммов к 
АМП представлены в таблице. Устойчивость к 1 и бо-
лее классу АМП отмечена у    78,6% исследованных 
штаммов:  S. enteritidis –85,0%,  S. typhimurium – 60,8%, 
S. infantis – 89,3%. Следует отметить, что у других се-
роваров доля  устойчивых штаммов была достоверно 
ниже (34,2%), чем у трех ведущих. Наиболее высокие 
показатели устойчивости штаммов Salmonella отмече-
ны в отношении фторхинолонов и нитрофуранов: 63,3 
и 57,8% штаммов, соответственно. Причем доля устой-
чивых штаммов была достоверно  выше у сероваров 
S. enteritidis (71,0 и 66,2%) и S. infantis (89,3 и 82,1%), 
большинство штаммов которых имели сочетанную ре-
зистентность к этим двум группам АМП.  Устойчивость 
к аминопенициллинам выявлена у 5,6% штаммов, и 
достоверно выше отмечена у серовара S. typhimurium 
(41,2%). Выявлено 12 штаммов Salmonella, устойчивых 
к ЦРС  (1,6%), достоверной разницы в зависимости от 
серовара не обнаружено.  Для тетрациклина и  тримето-
прим/сульфаметоксазола при относительно невысоких 
долях устойчивых штаммов (13,0 и 6,3%, соответствен-
но), отмечены достоверно более высокие показатели у 
штаммов S. infantis (78,6 и 60,7%) и S. typhimurium (37,3 
и 17,6%). Устойчивость к аминогликозидам выявлена у 
1,1% штаммов (достоверно выше у S. typhimurium, чем 
у S. enteritidis), к хлорамфениколу – 4,8% (без достовер-
ных различий в сероварах). Множественная устойчи-
вость к АМП выявлена  у 13,0% штаммов, но у серовара 
S. infantis доля достигала 82,1% (достоверно выше, чем 
у других сероваров), S. typhimurium – 19,6%. Большин-
ство полирезистентных штаммов (63,6%) были устойчи-

вы к  4 классам АМП,  профили устойчивости включали 
хинолоны, нитрофураны и тетрациклины в сочетании 
с дополнительным классом АМП. Около половины 
(43,6%) полирезистентных штаммов серовара S. enter-
itidis характеризовались идентичным профилем: устой-
чивостью к хинолонам, нитрофуранам, тетрациклину и 
хлорамфениколу. Профиль множественной резистентно-
сти, наиболее характерный для S. infantis (56,5% штам-
мов), включал хинолоны, нитрофураны, тетрациклин и 
триметоприм/сульфаметоксазол. Выявлены три штамма 
Salmonella, устойчивые к шести классам АМП (S. typh-
imurium, S. bredeney).  

Механизмы резистентности штаммов Salmonella к 
бета-лактамным АМП. Из 42 штаммов, устойчивых к 
аминопенициллинам, 21 штамм принадлежал  к серова-
ру S. typhimurium (41,2% штаммов этого серовара), 13 
штаммов – S. enteritidis (2,2%), 2 штамма – S. infantis 
(7,1%), 3 штамма – S. kentucky (из 5 изученных штаммов 
данного серовара),  2 штамма – S. bredeney (из 5 штам-
мов) и 1 штамм – S. london (из 3 штаммов).  Детекция 
механизма резистентности у штаммов, устойчивых к 
аминопенициллинам, не требовала выполнения допол-
нительных фенотипических тестов, в ходе молекулярно-
го исследования у  38 штаммов (90,5%) выявлены гены 
blaTEM-1; гены, кодирующие продукцию бета-лактамаз 
генетических семейств SHV, OXA  и PSE, не обнаруже-
ны. 

Механизмы резистентности к ЦРС изучили у 18 
штаммов, устойчивых к индикаторным препаратам из 
этой группы (цефтазидиму и цефотаксиму): S. enteriti-
dis (7 штаммов), S. typhimurium (6 штаммов), S. abony (1 
штамм), S. coeln (1 штамм), S. virchow (1 штамм), S. new-
port (1 штамм), Salmonella 1,4,12:i:- (1 штамм).  Кроме 
12 устойчивых штаммов, выделенных в 2014-18 гг,, в ис-
следование включили шесть штаммов, обнаруженных в 
период с  2002 по 2013 гг.  У 16 штаммов результат под-
тверждающего фенотипического теста (синергизм ЦРС 
с клавулановой кислотой) указывал на   продукцию бета-
лактамаз расширенного спектра (БЛРС), у этих штам-
мов выявлены гены, кодирующие БЛРС генетического 
семейства СТХ-М трех генетических групп: blaСТХ-М1 
(10 штаммов сероваров S. typhimurium, S. enteritidis, S. 
abony, S. coeln и  S. virchow),   blaСТХ-М2 (2 штамма S. typh-
imurium),  blaСТХ-М9 (три штамма S. enteritidis), у одного 
штамма S. typhimurium выявлены  одновременно blaСТХ-

М1 и blaСТХ-М2. У двух штаммов (S. newport и S. enteriti-
dis) результат подтверждающего фенотипического теста 
(синергизм ЦРС с клоксациллином) свидетельствовал о 
продукции цефалоспориназ AmpC, молекулярные иссле-
дования выявили ген  blaCMY-2. Все штаммы Salmonella, 
продуцирующие БЛРС и AmpC,  имели множественную 
резистентность: наиболее часто – к  хинолонам (12 штам-
мов) и нитрофуранам (11). Два штамма S. typhimurium 
оставались чувствительны только к  карбапенемам.  

Механизмы резистентности штаммов Salmonella к 
хинолонам. Устойчивость к хинолонам выявлена у 472 
штаммов (63,3%) и характеризовалась низким уровнем 
(МПК ципрофлоксацина 0,12-0,25 мг/л). Обнаружен 
один штамм S. kentucky с высоким уровнем устойчи-
вости (МПК ципрофлоксацина более 8,0 мг/л).   У всех 
штаммов, за исключением двух, результаты скрининга 
диско-диффузионным методом (устойчивость к налидик-
совой кислоте и пефлоксацину) свидетельствовали о хро-
мосомном механизме резистентности.  У двух штаммов 
«парадоксальный» фенотип резистентности к хинолонам 
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(устойчивость к ципрофлоксацину и пефлоксацину, но 
чувствительность к налидиксовой кислоте) указывал на 
плазмидоопосредованный механизм.  Детекцию мутаций 
в хромосомном гене gyrA провели у 36 штаммов, выявле-
ны  пять видов однонуклеотидных  замен в  83 и  87 кодо-
нах: Asp87Tyr – у 36,1% изученных штаммов (S. infantis);  
Ser83Phe – 22,2% (S. enteritidis); Asp87Asn – 19,4% (S. 
enteritidis, S. typhimurium, S. hadar, S. newport); Ser83Tyr 
-11,1% (S. enteritidis, S. infantis) и Asp87Gly – 8,3% (S. en-
teritidis). У штамма S. kentucky с высоким уровнем устой-
чивости к фторхинолонам выявлены одновременно две 
замены Ser83Phe и Asp87Asn. Серовар S. enteritidis харак-
теризовался наибольшим разнообразием мутаций (4 из 
5 выявленных), наиболее характерна  Ser83Phe (13 из 17 
исследованных штаммов). Серовар S. infantis был пред-
ставлен в основном   штаммами с заменой Asp87Tyr (13 
из 15 штаммов). Частота выявления тех или иных одно-
нуклеотидных замен во многом определялась выборкой 
штаммов, которая была представлена в основном серова-
рами S. enteritidis и  S. infantis.  У всех 746 штаммов про-
вели поиск генов, ответственных за реализацию описан-
ных у Salmonella плазмидоопосредованных механизмов 
резистентности к хинолонам:  механизм защиты мишени 
(гены  qnrА, qnrВ, qnrS, qnrC и qnrD) и  механизм фер-
ментной инактивации антибиотика (ген aac-(6’)-1b). У 
двух  штаммов (S. typhimurium и S. corvallis) с «парадок-
сальным» фенотипом резистентности к хинолонам обна-
ружен ген qnrS.  

Обсуждение.  Во всех странах среди большого раз-
нообразия выделяемых сероваров доминируют  S. enter-
itidis и S. typhimurium (в странах ЕС в 2017 г. два этих 
серовара, включая монофазный вариант S. typhimurium, 
обуславливали  около 80,0% случаев сальмонеллезов),  
S. infantis занимают 3-4 место в зависимости от регио-
на [7]. В РФ доля этих сероваров колеблется ежегодно 
незначительно и составляет для S. enteritidis, S. typh-
imurium и S. infantis 70,0-80,0%, 2,0-7,0% и 5,0-9,0%, 
соответственно [1,30]. Результаты пятилетнего монито-
ринга антибиотикорезистентности штаммов Salmonella 
подтвердили циркуляцию глобально распространенных 
сероваров  в Санкт-Петербурге в 2014-2018 гг., где на 
их суммарную долю приходилось более 90,0% выделен-
ных от людей штаммов при доминировании S. enteritidis 
(79,6%). 

Практически 8 из 10 штаммов Salmonella, выделен-
ных в Санкт-Петербурге в последние пять лет, характе-
ризовались устойчивостью к различным классам АМП, 
причем резистентность отмечена в значительно боль-
шей степени у штаммов трех ведущих сероваров, чем у 
редко выделяемых.  Заслуживают особого внимания вы-
сокие показатели клинически значимой  резистентности 
к АМП, рекомендованным для лечения сальмонеллезов. 
Устойчивость к фторхинолонам (препаратам выбора 
при генерализованных, осложненных и тяжелых формах 
сальмонеллеза) выявлена у 63,3% штаммов, нитрофура-
нам (широко используемым для лечения ОКИ) – 57,8%. 
Удельный вес штаммов, устойчивых к ЦРС (препаратам 
для лечения тяжелых и осложненных форм сальмонел-
леза у детей и лиц с тяжелыми сопутствующими забо-
леваниями),  был невысоким (12 штаммов, 1,6%), но 
это значительно больше, чем в 2003-2005 гг., когда при 
исследовании более 1000 штаммов в Санкт-Петербурге 
были обнаружены только два устойчивых к ЦРС (0,2%) 
[21]. Устойчивость к АМП, не используемым в настоя-
щее время для лечения ОКИ (включая сальмонеллезы),   

отмечена у штаммов Salmonella значительно реже, чем 
к фторхинолонам и нитрофуранам. Устойчивость к те-
трациклину и триметоприм/сульфаметоксазолу, выяв-
ляемая достоверно чаще у штаммов S. infantis,  явля-
лась частью фенотипа множественной устойчивости, 
характерной для этого серовара.  Учитывая тот факт, что  
S. infantis – один из ведущих сероваров, к которому от-
носятся штаммы, выделяемые из пищевых продуктов и 
от сельскохозяйственных животных, высокие показате-
ли устойчивости ко многим АМП связаны с использо-
ванием антибиотиков в ветеринарии и животноводстве, 
которое способствует приобретению и сохранению в 
штаммах этого серовара различных детерминант рези-
стентности. Выявлены серовароспецифические особен-
ности резистентности к АМП: для штаммов домини-
рующего серовара S. enteritidis характерны высокие по-
казатели устойчивости к  хинолонам (71,0% штаммов)  
и  нитрофуранам (66,2%). У штаммов S. typhimurium   
отмечена высокая доля штаммов,  устойчивых ко мно-
гим классам АМП (до 40,0% к ампициллину), самая вы-
сокая доля устойчивых к ЦРС штаммов (5,9%), каждый 
пятый штамм имел фенотип множественной резистент-
ности. Серовар S. infantis отличался чрезвычайно высо-
кой долей штаммов с множественной устойчивостью 
(82,1%), спектр которой включал клинически значимые 
АМП.  Подобные серовароспецифические отличия от-
мечены и в странах Евросоюза [7,31].  В ходе нашего 
исследования обнаружены бета-лактамазы, наиболее 
часто выявляемые в мире у штаммов Salmonella [31, 33]. 
Устойчивость к аминопенициллинам была обусловлена 
продукцией  бета-лактамазы ТЕМ-1. Штаммы, устойчи-
вые к ЦРС, продуцировали БЛРС генетических групп 
СТХ-М1,-2 и 9, а также  цефалоспориназы молекуляр-
ного класса С генетической группы CMY-2. Рекомендо-
ванный EUCAST алгоритм фенотипической детекции 
[22] показал высокую достоверность при  детекции и  
дифференциации ферментов БЛРС и AmpC. 

Устойчивость к фторхинолонам характеризовалась 
низким уровнем, что затрудняло фенотипическую детек-
цию таких штаммов, требовало комплексного подхода к 
определению чувствительности Salmonella и интерпре-
тации результатов согласно современным методическим 
рекомендациям.  Включение диска с налидиксовой кис-
лотой в алгоритм скрининга позволило  не только до-
стоверно выявить устойчивые штаммы, но и фенотипи-
чески дифференцировать механизмы устойчивости. По 
данным литературы устойчивость к хинолонам у пода-
вляющего большинства штаммов Salmonella обусловле-
на хромосомными механизмами, плазмидоопосредован-
ные встречаются редко [31-33]. В нашем исследовании 
у штаммов Salmonella выявлены пять вариантов одно-
нуклеотидных замен в гене gyrA (Ser83Phe, Ser83Tyr, 
Asp87Tyr, Asp87Asn,  Asp87Gly). Обнаружение штам-
мов S.infantis с редко выявляемой у Salmonella  мута-
цией Asp87Tyr  может свидетельствовать о циркуляции 
клональной линии этого серовара в Санкт-Петербурге. 
Выявленный в ходе исследования штамм S. kentucky с 
высоким уровнем устойчивости к фторхинолонам, обу-
словленной двумя хромосомными мутациями,  может 
относиться к  циркулирующему в мире клону S. kentucky 
ST198. 

Сравнение наших результатов с данными, получен-
ными в странах Евросоюза,  показало, что устойчи-
вость к фторхинолонам у штаммов Salmonella в Санкт-
Петербурге почти в пять раз превышает европейские 
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показатели  (63,3 и 13,0% штаммов, соответственно) [7]. 
Устойчивость к ЦРС  была сопоставима: 1,6% штаммов 
в Санкт-Петербурге и 1,9% –  в странах Евросоюза.  Не-
смотря на то, что в Санкт-Петербурге множественная 
устойчивость отмечена реже (13,0% штаммов по срав-
нению с 28,6%), тем не менее,  у штаммов серовара S. 
infantis она  достигала 82,1% штаммов по сравнению с 
39,4%  в странах Евросоюза. Такая разница обусловлена 
тем, что в РФ основной вклад в суммарные показатели 
устойчивости Salmonella вносит серовар S. enteritidis, 
тогда   как в странах Евросоюза спектр выделяемых се-
роваров значительно шире и доля S. enteritidis не превы-
шала 50,0% в 2017 г. [34]. 

Локализация детерминант резистентности обуслов-
ливает различия в показателях устойчивости штаммов 
различных сероваров. Гены, кодирующие продукцию 
бета-лактамаз, локализованы на плазмидах, что позво-
ляет им распространяться в штаммах вне зависимости 
от вида микроорганизма и серовара: так, устойчивость 
к ЦРС отмечена у штаммов различных сероваров. На-
против, устойчивость к хинолонам, обусловленная хро-
мосомными мутациями, выявленная с высокой частотой 
у штаммов двух сероваров  (S. enteritidis и S. infantis), 
вероятно является следствием клонального распростра-
нения в Санкт-Петербурге нескольких генетических ли-
ний, что косвенно подтверждается  идентичными  про-
филями множественной резистентности и идентично-
стью хромосомных мутаций у большинства штаммов S. 
enteritidis и S. infantis.  

В 2017 г. Всемирная организация здравоохранения 
опубликовала список резистентных бактерий, пред-
ставляющих угрозу для здоровья человека и требующих 
неотложной разработки новых АМП [35].  Salmonella, 
устойчивые к фторхинолонам (доля которых в Санкт-
Петербурге превышает 60,0%), отнесены к высокому 

уровню приоритетности. Мониторинг антибиотикоре-
зистентности штаммов Salmonella, выделенных от чело-
века, сельскохозяйственных животных,  пищевых про-
дуктов и внешней среды,  должен быть неотъемлемой 
частью эпидемиологического  надзора за сальмонелле-
зами в РФ. 
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Устойчивость  к антибиотикам штаммов Salmonella  в Санкт-Петербурге в 2014-18 гг. (доля устойчивых штаммов) 

Фенотип
Всего 
(n=746)

S.enteritidis 
(n=594)

S.typhimurium 
(n=51)

S.infantis
 (n=28)

Другие серовары 
(n=73)

n % 95% ДИ n % 95% ДИ n % 95% ДИ n % 95% ДИ n % 95% ДИ
Чувствитель-
ный 160 21,4 18,7-24,5 89 15,0 12,3-18,1 20 39,2 21,0-52,9 3 10,7 3,7-27,2 48 65,8 54,3-75,6

Устойчивый 586 78,6 75,5-81,3 505 85,0 81,9-87,7 31 60,8 47,1-73,0 25 89,3 72,8-96,3 25 34,2 24,4-45,7
Клинически значимая устойчивость к: 
Цефалоспори-
нам расширен-
ного спектра 

12 1,6 0,9-2,8 8 1,3 0,7-2,6 3 5,9 2,0-15,9 0 0 0-12,1 1 1,4 0,2-7,4

Фторхиноло-
нам 472 63,3 59,8-66,7 422 71,0 67,3-74,5 8 15,7 8,2-28,0 25 89,3 72,8-96,3 17 23,3 15,1-34,2

Множествен-
ная 97 13,0 10,8-15,6 55 9,3 7,2-11,9 10 19,6 11,0-32,5 23 82,1 64,4-92,1 9 12,3 6,6-21,8

Устойчивость к другим антимикробным препаратам:
Аминопени-
циллинам 42 5,6 4,2-7,5 13 2,2 1,3-3,7 21 41,2 28,8-54,8 2 7,1 2,0-22,6 6 8,2 3,8-16,8

Аминоглико-
зидам 8 1,1 0,5-2,1 3 0,5 0,2-1,5 9 17,6 3,6-30,3 1 3,6 0,6-17,7 2 2,7 0,8-9,5

Триметоприм/
сульфаметок-
сазолу

47 6,3 4,8-8,3 17 2,9 1,8-4,5 9 17,6 9,6-30,3 17 60,7 42,4-76,4 4 5,5 2,2-13,3

Хлорамфени-
колу 36 4,8 3,5-6,6 28 4,7 3,3-6,7 4 7,8 3,1-18,5 0 0 0-12,1 4 5,5 2,2-13,3

Тетрациклинам 97 13,0 10,8-15,6 45 7,6 5,7-10,0 19 37,3 25,3-51,0 22 78,6 60,5-89,8 11 15,1 8,6-25,0
Нитрофуранам 431 57,8 54,2-61,3 393 66,2 62,3-69,9 3 5,9 2,0-15,9 23 82,1 64,4-92,1 12 16,4 9,7-26,6
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МИКРОФЛОРА ОПЕРАЦИОННЫХ РАН И СВИщЕЙ У ПАЦИЕНТОВ С ХРОНИЧЕСКИМ 
ОСТЕОМИЕЛИТОМ БОЛЬшЕБЕРЦОВОЙ КОСТИ ДО РЕКОНСТРУКТИВНОГО ЛЕЧЕНИЯ, 
ПРИ РЕЦИДИВЕ ИНФЕКЦИИ

ФГБУ «Российский научный центр «восстановительная травматология и ортопедия»им. акад. Г. А. Илизарова 
Минздрава РФ», 640014, Курган, Россия

Актуальность микробиологического мониторинга при хроническом остеомиелите большеберцовой кости, развившегося 
на фоне лечения переломов пластиной, связана с заметным расширением видового состава микрофлоры.
 Проведено микробиологическое исследование материала, взятого из ран, из свищей и из очага воспаления у 49 пациентов 
с хроническим остеомиелитом большеберцовой кости, развившегося на фоне лечения переломов пластиной. Пациентам 
выполняли секвестрнекрэктомию большеберцовой кости с последующим применением билокального последовательного 
компрессионно-дистракционного остеосинтеза или монолокального компрессионного остеосинтеза.
У пациентов в период до реконструктивного лечения из мазков в монокультуре выделены 30 штаммов, остальные 30 – в 
составе 14-и двух - и трёхкомпонентных ассоциаций. Частота выделения штаммов S. aureus составила 55,3%, далее 
следовали коагулазонегативные стафилококки – 13,6% и представители семейства Enterobacteriacae – 10,2%. Доля ме-
тициллинустойчивых штаммов S. aureus составила 11,8%, штаммов коагулазонегативных стафилококков (MRCoNS) 
– 6,8%.
Рецидивы заболевания наблюдали у 7 пациентов. Микрофлора отделяемого из свищей представлена монокультурами 
S. аureus и ассоциациями бактерий, в которых одним из компонентов являлись метициллинрезистентные штаммы  
S. аureus.
Отмечены различия в составе микробного пейзажа до реконструктивного лечения пациентов и при рецидиве инфекции. 
При рецидиве инфекции изменился видовой состав микрофлоры: у 2-х пациентов в ассоциации микроорганизмов и у 
3-х - в монокультурах штаммы S. aureus приобрели резистентность к ß-лактамным антибиотикам, появились новые 
ассоциацианты, которых при первичных посевах отсутствовали. Видовой спектр микроорганизмов при хроническом 
остеомиелите большеберцовой кости, развившемся после накостного остеосинтеза пластиной, разнообразен и может 
меняться, что диктует необходимость проведения микробиологического мониторинга для выявления этиологической 
структуры возбудителей, контроля антибиотикорезистентности выделенных штаммов и рационального подхода к ле-
чению пациентов

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  хронический остеомиелит; большеберцовая кость; микробный пейзаж; биопленки, антибио-
тикорезистентность.
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Burnashov S. I., Shipitsyna I. V., Osipova E. V.
MICROFLORA OF SURGICAL WOUNDS AND FISTULAS IN PATIENTS WITH CHRONIC OSTEOMYELITIS 
OF THE TIBIA BEFORE RECONSTRUCTIVE TREATMENT, IN CASE OF RECURRENCE OF INFECTION
FSbI «Russian Ilizarov Scientific Center «Restorative traumatology and Orthopaedics» (FSbI «RISC RtO») of the RF Ministry of 
Health, 640014, Kurgan Russia 
Relevance of microbiological monitoring in chronic osteomyelitis of the tibia developed during treatment of fractures with a plate 
is associated with a noticeable increase of various kinds of the microflora.
A microbiological study was conducted of pathological material taken from wounds, fistulas and from the focus of inflammation 
in 49 patients with chronic tibial osteomyelitis, developed during treatment of fractures with a plate. The patients underwent 
sequestrectomy of the tibia and subsequent application of bilocal consecutive compression-distraction osteosynthesis or monolocal 
compression osteosynthesis.
Microbiological study of smears taken before the reconstructive treatment from fistulas and wounds of patients showed that in mono-
culture there were 30 strains, the remaining 30 – as a part of 14 two - and three-component associations. The frequency of S. aureus 
strains was 55.3%, followed by coagulase-negative staphylococcus – 13.6% and representatives of the family Enterobacteriacae 
– 10.2%. There were methicillin-resistant strains of S. aureus in 11.8%, strains of coagulase-negative staphylococcus (MRCoNS) 
– 6.8%. Recurrence of the disease was observed in 7 patients. The microflora of the discharge from the fistula was represented 
by monocultures of S. aureus and associations of bacteria in which one of the components was methicillin-resistant strains of S. 
aureus.  We observed differences in the contents of the microflora before reconstructive treatment of patients and in recurrence 
of infection. In case of recurrence of infection, the qualitative contents of the microflora changed: in 2 patients in the association 
of microorganisms and in 3 - in monocultures, S. aureus strains acquired resistance to ß-lactam antibiotics, new associations 
appeared, which were not present in primary cultures before reconstructive treatment. The study showed that the spectrum of 
micro-organisms in chronic osteomyelitis of the tibia, developed after osteosynthesis with a plate, varied and is subject to change 
and that dictates the need for microbiological monitoring to detect the etiological structure of pathogens, monitoring of antibiotic 
resistance of the isolated strains and rational approach to treatment of patients.

K e y w o r d s :  chronic osteomyelitis, tibia, microflora, biofilms, antibiotic resistance.
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Введение. Среди всех гнойных осложнений, возни-
кающих после переломов длинных костей, лидирующие 
позиции занимает остеомиелит, при лечении которого 
важным этапом является купирование очага воспаления, 
и, в дальнейшем, восстановление целостности и опоро-
способности конечности с использованием различных 
методик [1-3]. В центре им. Г.А. Илизарова при лечении 
ложных суставов и дефектов большеберцовой кости, 
осложнённых остеомиелитом, развившегося вследствие 
погружного остеосинтеза, после санации гнойного 
очага, удаления инородных тел и нежизнеспособных 
некротизированных тканей, проводят реконструктив-
ное лечение с использованием внеочаговой фиксации.  
В зависимости от величины дефекта и состояние мяг-
ких тканей применяют монолокальный компрессион-
ный остеосинтез (МКО) или билокальный последова-
тельный дистракционно-компрессионный остеосинтез 
(БПДКО) [4-6].

Интраоперационная санация раны и костной ткани 
с помощью различных способов антисептики, не всегда 
позволяет достичь полной стерильности даже при усло-
вии идеально выполненной операции. Как следствие, 
циркулирующие в организме популяции инфекцион-
ного агента могут вызвать рецидивы заболевания [1]. 
Наиболее важным фактором в развитии хронического 
остеомиелита является способность микроорганизмов 
формировать биоплёнки, что оказывает влияние на ре-
цидивирующее течение, длительность воспалительного 
процесса и устойчивость к антибактериальным препа-
ратам [2,7]. Ведущими возбудителями остеомиелита яв-
ляются грамположительные кокки рода Staphylococcus 
spp., преимущественно S. aureus, и, реже, грамотрица-
тельные микроорганизмы: Escherichia coli, Enterobacter 
cloacae, Pseudomonas aeruginosa и др. [2, 8]. В структуре 
биоплёнок эти микроорганизмы могут быть представле-
ны монокультурами и аэробно-анаэробными ассоциа-
циями, при этом, состав микрофлоры изменяется в за-
висимости от формы, продолжительности заболевания, 
локализации повреждения [7, 9].

Актуальность микробиологического мониторинга 
при хроническом остеомиелите связана с заметным рас-
ширением видового состава микрофлоры [1; 2]. Участие 
бактерий, ранее считавшихся не способными вызывать 
заболевания у здорового человека, в развитии остеомие-
литического процесса, открывает новые возможности 
для научно-обоснованного подхода к применению со-
временных методов диагностики [1].

Цель исследования – проанализировать микробный 

пейзаж ран у пациентов с хроническим остеомиелитом 
большеберцовой кости до и после реконструктивного 
лечения, при рецидиве инфекции.

Материал и методы. Проведено микробиологиче-
ское исследование патологического материала, взятого 
из ран, из свищей (в дооперационном периоде) и из очага 
воспаления (во время операции) у 49 пациентов с хрони-
ческим остеомиелитом большеберцовой кости, развив-
шегося на фоне лечения переломов пластиной. Пациен-
там выполняли секвестрнекрэктомию большеберцовой 
кости с последующим применением билокального по-
следовательного компрессионно-дистракционного осте-
осинтеза (БПКДО) или монолокального компрессион-
ного остеосинтеза (МКО). Средний возраст пациентов 
составил 41,6±13,1 года, 70% – мужчины. Сопутствую-
щая патология не выявлена лишь у одной трети боль-
ных, почти у половины имелись заболевания сердечно-
сосудистой системы, у каждого четвертого больного 
заболевания желудочно-кишечного тракта, у каждого 
седьмого – носительство вирусного гепатита В или С. 
Более двух трети пациентов прибыли на лечение уже ин-
валидами 2, 3 группы.

Идентификацию выделенных бактериальных куль-
тур проводили традиционным методом и с использо-
ванием панелей для грамположительных (РВСРС20) 
и грамотрицательных микроорганизмов (NBC44) для 
бактериологического анализатора WalkAway-40 Plus 
(«Siemens»). Определение антибиотикочувствительно-
сти проводили диско-диффузионным методом на среде 
Мюллера-Хинтон; ряд штаммов тестировались на пане-
лях РВСРС20, NBC44 (WalkAway-40 Plus, «Siemens»).

Результаты. При микробиологическом исследова-
нии мазков, взятых из свищей и ран пациентов, выделе-
но 60 изолятов, принадлежащих к 14 таксонам: Staphy-
lococcus aureus (n=33), Staphylococcus epidermidis (n=5), 
Staphylococcus haemolyticus (n=1), Staphylococcus hyicus 
(n=1), Staphylococcus intermedius (n=1), Enterococcus 
faecalis (n=4), Streptococcus sp. (n=3), Corynebacterium 
sp. (n=2), Serratia marcescens (n=2), Pseudomonas aerugi-
nosa (n=3), Klebsiella pneumoniae (n=2), Enterobacter clo-
acae (n=1), Proteus mirabilis (n=1), Candida sp. (n=1).

В монокультуре выделены 30 штаммов, остальные 
30 – в составе 14-и двух - или трёхкомпонентных ас-
социаций: S. aureus+S. hyicus (n=1), MRSA+P. aerugi-
nosa (n=2), S. aureus+E. faecalis (n=2), S. aureus+MRSE 
(n=1), S. epidermidis MRSE+E. faecalis (n=2), S. aureus+E. 
cloacae (n=1), S. aureus+S. haemolyticus MRSH+Serratia 
marcescens (n=1), S. aureus+S. epidermidis+Serratia marc-
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escens (n=1), S. aureus+K. pneumoniae (n=2), S. aureus+ 
P. mirabilis (n=1).

Ведущие позиции в спектре возбудителей посттрав-
матического хронического остеомиелита, развившегося 
после накостного остеосинтеза большеберцовой кости 
пластиной, занимают S. aureus – 55,3%, далее следуют 
коагулазонегативные стафилококки – 13,6% и предста-
вители семейства Enterobacteriacae – 10,2% (см.рису-
нок). Доля метициллинустойчивых штаммов S. aureus 
составила 11,8%, штаммов коагулазонегативных стафи-
лококков (MRCoNS) – 6,8%.

Отмечена высокая резистентность метициллинчув-
ствительных штаммов стафилококков (MSS) к пеницил-
лину (57,6%), эритромицину (75,7%), ко-тримоксазолу 
(83%). Наиболее эффективными в отношении MS – ста-
филококков являются ß-лактамные антибиотики (100%), 
клиндамицин (95,1%), фторхинолоны (95,2%).

Метициллинрезистентные стафилококки (MRS) 
устойчивы к цефокситину (100%), ципрофлоксацину 
(81,8%), эритромицину (63,6%), гентамицину (45,5%), 
тетрациклину (36,4%). Наиболее эффективными в от-
ношении MRS оказались фузидиевая кислота (100%), 
рифампицин (81,8%), ко-тримоксазол (81,8%), хлорам-
феникол (81,2%), клиндамицин (72,7%).

Частота обнаружения E. faecalis составила 6,8%. Все 
штаммы чувствительны к ампициллину, линезолиду, пе-
нициллину; 60% штаммов проявляли резистентность к 
стрептомицину и гентамицину; 40% - к левофлоксацину. 
Бактерии рода Enterococcus sp. выделены в ассоциации с 
S. epidermidis или S. aureus.

В отношении бактерий семейства Enterobacteriacae 
наиболее эффективными являлись имипенем (66,7%), 
ципрофлоксацин (66,7%). Высокую резистентность на-
блюдали по отношению к ампициллину (83,3%), амок-
сиклаву (83,3%), гентамицину (66,7%), цефтазидиму 
(66,7%). Доля ассоциаций бактерий, в которые входили 
энтеробактерии составила 40%.

Неферментирующие грамотрицательные бактерии 
представлены только штаммами P. aeruginosa, чувстви-
тельными к амикацину (66,7%), цефтазидиму (66,7%), 
ципрофлоксацину (66,7%). Все штаммы резистентны к 
цефотаксиму, цефтриаксону; 66,7% - к гентамицину и 
пиперациллин/тазобактаму.

У 7 пациентов наблюдали рецидив остеомиелита, из 
них, у 4-х микрофлора свищевого отделяемого представ-
лена монокультурами S. aureus (2 штамма MRSA), у 3-х 
– ассоциациями микроорганизмов: MRSA+E. faecalis, 
MRSA+E. cloacae, S. aureus+Streptococcus sp. При реци-

Видовой состав микрофлоры операционных ран и свищевого отделяемого

Количество 
человек

Микрофлора операционных ран и отделяемого из свищей до 
реконструктивного лечения

Микрофлора свищевого отделяемого при рецидиве инфек-
ции

n=1 S. aureus MRSA+E. faecalis
n=1 S. aureus+E. cloacae MRSA+E. cloacae
n=1 S. aureus+K. pneumoniae MRSA
n=1 S. aureus S. aureus+Streptococcus sp.
n=1 S. aureus MRSA
n=1 S. aureus MRSA
n=1 S. aureus S. aureus

Видовая структура возбудителей хронического остеомиелита большеберцовой кости, развившегося после накостного остео-
синтеза пластиной.
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диве инфекции изменился видовой состав микрофлоры: 
у 2-х пациентов в составе ассоциации микроорганизмов 
и у 3-х - в монокультурах штаммы S. aureus приобрели 
резистентность к ß-лактамным антибиотикам, появи-
лись новые ассоцианты, которых в первичных посевах 
до реконструктивного лечения не встречалось (см.та-
блицу).

Штаммы S. aureus устойчивы к пенициллину (100%), 
клиндамицину (85,7%), эритромицину (85,7%), цефокси-
тину (71,4%), ко-тримоксазолу (57,1%). Эффективными 
антибиотиками в отношении данных микроорганизмов 
являлись ципрофлоксацин, гентамицин. В отношении 
штаммов E. cloacae эффективными были все антибио-
тики, используемые для данной группы бактерий. Высо-
кую активность в отношении E. faecalis проявляли ам-
пициллин, ципрофлоксацин, гентамицин. В отношении 
штаммов Streptococcus sp. эффективными являлись эри-
тромицин, клиндамицин, хлорамфеникол, ванкомицин.

Пациенты с рецидивами гнойной инфекции и от-
сутствием сращения повторно прооперированы, у всех 
обследуемых достигнуто сращение и купирование гной-
ного процесса.

Обсуждение. Возбудителями хронического остео-
миелита, как правило, являются условно-патогенные 
микроорганизмы. Их патогенность может быть обуслов-
лена наличием микрокапсулы, строением клеточной 
стенки, выработкой ферментов, способностью синтези-
ровать целый ряд экзо- и эндотоксинов [8; 10]. Являясь 
представителями нормальной микрофлоры кожи и сли-
зистых оболочек человека, при определённых условиях 
они могут вызвать рецидив инфекции с формированием 
свищей и выделением гноя.

В структуре ведущих возбудителей остеомиелита за 
последние несколько лет выявлено значительное увели-
чение частоты выделения S. epidermidis и бактерий се-
мейства Enterobacteriaceae [1].

Осложнения при хроническом остеомиелите чаще 
всего связаны со способностью бактерий формировать 
в организме микробные биоплёнки на поверхности раз-
личных носителей [7,11]. Штаммы E. cloacae характе-
ризуются среднеадгезивными свойствами [12]. При их 
совместном культивировании со S. aureus уровень био-
плёнкообразования снижается. В случае с пациентом, 
у которого выделена ассоциация бактерий: MRSA+E. 
cloacae, мы наблюдали хорошую чувствительность 
штаммов E. cloacae к антибактериальным препаратам, 
что может быть связано с угнетением патогенного по-
тенциала за счёт совместного существования бактерий 
и потребностей ассоциантов.

В экспериментальных исследованиях показан низко-
адгезивный потенциал E. faecalis [7,13]. Вместе с тем, 
для данного микроорганизма достаточно поверхност-
ной колонизации, чтобы его клетки приобрели устойчи-
вость к противомикробным препаратам [10]. Согласно 
данным литературы бактерии рода Enterococcus могут 
инициировать воспалительную реакцию при синергид-
ных взаимодействиях с другими микроорганизмами, в 
дальнейшем не влияя на течение процесса [10, 13].

У всех пациентов с рецидивами инфекции в ране при-
сутствовал S. aureus. Наличие капсулы у стафилококков 
повышает их вирулентность, защищает от фагоцитоза, 
способствует адгезии и инвазии в ткани [2, 8]. Среди 
грамотрицательных микроорганизмов при хроническом 
остеомиелите выявлено значимое увеличение частоты 
выделения бактерий семейства Enterobacteriaceae, на 

фоне уменьшения доли Acinetobacter sp. и P. aeruginosa 
[1].

Выводы. Ведущим возбудителем хронического осте-
омиелита большеберцовой кости, развившегося на фоне 
лечения переломов пластиной, является S. aureus. Далее 
следуюи коагулазонегативные стафилококки и пред-
ставители семейства Enterobacteriacae. Персистентный 
потенциал коагулазонегативных стафилококков под-
тверждался высокой частотой выявления метициллин-
резистентных штаммов. Неферментирующие грамотри-
цательные бактерии представлены штаммами P. aerugi-
nosa.

Несмотря на высокий процент выделения моно-
культур микроорганизмов, возросла доля двух - и трёх-
компонентных ассоциаций, что осложняет применение 
стандартной антибиотикотерапии.

Отмечены различия в составе микробного пейзажа до 
реконструктивного лечения пациентов и при рецидиве 
инфекции. При рецидиве инфекции изменился видовой 
состав микрофлоры: у 2-х пациентов в составе ассоциа-
ции микроорганизмов и у 3-х - в монокультурах штаммы 
S. aureus приобрели резистентность к ß-лактамным ан-
тибиотикам, появились новые ассоциацианты, которые 
в первичных посевах до реконструктивного лечения от-
сутствовали.

Видовой спектр микроорганизмов при хроническом 
остеомиелите большеберцовой кости, развившемся по-
сле накостного остеосинтеза пластиной, разнообразен и 
может меняться, что диктует необходимость проведения 
микробиологического мониторинга для выявления этио-
логической структуры возбудителей, контроля антибио-
тикорезистентности выделенных штаммов и рациональ-
ного подхода к лечению пациентов.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ КОМПОНЕНТНОГО СОСТАВА БИОПЛЕНОК ГРАМПОЛОЖИТЕЛЬНЫХ 
БАКТЕРИЙ

ФГБОУ вО «Пермский государственный медицинский университет им. акад. Е.А. вагнера» Минздрава РФ, 614000, 
Пермь, Российская Федерация

Существующие методы визуализации биопленки не предусматривают дифференцированной оценки её компонентного 
состава, поскольку отсутствует возможность установить субстрат, окрашиваемый генцианвиолетом, так как кра-
ситель может формировать комплексы, как с внутриклеточными, так и внеклеточными структурами. Такой подход не 
позволяет адекватно оценивать антибиоплёночные эффекты препаратов, в отличие от модификации существующего 
метода для определения соотношения клеточной части и матрикса биоплёнок грамположительных микроорганизмов. 
Оценку компонентного состава биоплёнок осуществляли с помощью двухэтапного подхода, когда сформированные био-
плёнки грамположительных микроорганизмов окрашивали генцианвиолетом в течение 5 мин с последующей фиксацией 
красителя в бактериальных клетках раствором Люголя, затем растворяли окрашенные продукты 95% спиртом: ком-
поненты матрикса ‒ в течение 1 мин, совокупной биоплёнки ‒ в течение 15 мин, после чего оценивали состав биоплёнок 
по формуле: М=(ОПбв/ОП15)×100, Кб=100-М, где М – доля матрикса, %; Кб – доля клеточной составляющей, %; ОПбв 
– оптическая плотность проб, когда спирт для растворения окрашенного продукта выдерживают не более 1 мин; ОП15 
- оптическая плотность проб, когда спирт для растворения окрашенного продукта выдерживают 15 мин. Показано, 
что в составе биоплёнки, сформированной коллекционным штаммом, доля матрикса составляет 13,2%, на клеточный 
компонент приходится 86,8%. При культивировании того же штамма в присутствии антибиотика наблюдается уве-
личение матрикса биоплёнки, что вероятно обусловлено компенсаторным ответом микроорганизма на действие анти-
биотика.  Предлагаемый подход к изучению биоплёнок позволяет оценить её компонентный состав. Получение таким 
способом дополнительной информации может обеспечить повышение эффективности антимикробной терапии при со-
кращении времени исследования.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  биопленкообразующая активность; генцианвиолет; раствор Люголя; S. aureus.
Для цитирования: Годовалов А.П., Карпунина Т.И. Определение компонентного состава биопленок грамположитель-
ных бактерий. Клиническая лабораторная диагностика. 2019; 64 (10): 632-634. DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-
2084-2019-64-632-634.
Godovalov A.P., Karpunina T.I.
THE DETERMINATION OF BIOFILM COMPOSITION OF GRAM-POSITIVE BACTERIA
Perm State Medical university named after Academician e.A. Wagner, Russian Ministry of Health, 614990, Perm, Russian 
Federation
Current methods of biofilm imaging do not support a differentiated assessment of its composition, since it is not possible to establish 
a substrate stained with crystal violet, as this dye can form complexes with both intracellular and extracellular structures. This 
approach does not adequately assess the anti-biofilm effects of drugs, while the results of studying the interaction of drugs with 
biofilm components can ensure their most correct choice. The aim of investigation was to study the possibility of applying the 
original modification of the current method to determine the ratio of the cellular part and the matrix of biofilms of gram-positive 
microorganisms. The biofilm components were analyzed  using a two-step approach, when prepared biofilms of gram-positive 
microorganisms were stained with crystal violet for 5 minutes, followed by fixing the dye in bacterial cells with iodine solution, 
and then the colored products were dissolved with 95% alcohol: matrix components for 1 minute, total biofilm for 15 minutes, 
after which the composition of biofilms was estimated by the formula: M=(OP1/OP15)×100, Kb=100-M, where M is the proportion 
of the matrix,%; Kb - the proportion of the cellular component,%; OP1 – optical density of samples, when alcohol was allowed 
to dissolve the colored product for no more than 1 minute; OP15 – was the optical density of samples, when alcohol is allowed to 
dissolve the colored product for 15 minutes.  It was shown that in the composition of the biofilm formed by the collection strain, 
the proportion of the matrix was   13.2%, and the cellular component accounted for 86.8%. When the same strain cultivated in the 
presence of an antibiotic, an increase in the biofilm matrix was   observed, which is probably due to the compensatory response of 
the microorganism to the action of the antibiotic.  The proposed approach to the study of biofilms makes it possible to evaluate its 
component composition. Obtaining additional information in this way can provide, inter alia, an increase in the effectiveness of 
antimicrobial therapy while reducing the study time.

K e y w o r d s :  biofilm-forming activity; crystal violet; iodine solution; S. aureus.
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Введение. В развитии более 80% инфекционно-
воспалительных заболеваний человека прослеживается 
участие биоплёнок, образованных условно-патогенными 
микроорганизмами. Предполагается, что в основе хро-
низации воспалительного процесса лежит именно фор-
мирование биоплёнки, которая защищает микроорга-
низмы от факторов иммунной системы человека [1,2] и 
от антибактериальных препаратов [3]. По способности 
к биоплёнкообразованию микроорганизмы существенно 
различаются [4].

Для изучения биопленкообразующей активности 
микроорганизмов предложен широкий спектр методов, 
как в статических, так и в динамических условиях [5-7]. 
Наибольшее распространение получили исследования по 
культивированию биоплёнок в статических условиях в по-
листироловых плоскодонных планшетах для ИФА. Широ-
ко используется методика, предложенная  G.A.O’Toole [8]. 
Этот протокол интересен тем, что предусматривает изуче-
ние ранних стадий формирования биоплёнки, предполага-
ет возможность изучения действия различных соединений 
и факторов на биоплёнку, проведение генетических иссле-
дований. В предложенной методике используется окраска 
биоплёнки генцианвиолетом. Генцианвиолет хорошо себя 
зарекомендовал при окраске бактерий по методу Грама 
[9,10], т. к. известно о его способности связываться с пеп-
тидогликаном клеточной стенки бактерий [11]. В методе 
Грама используется дополнительно йодный раствор Люго-
ля для образования генцианвиолетом нерастворимых ком-
плексных соединений [10, 11]. Нет однозначного мнения 
о том, какие вещества в биоплёнке окрашиваются этим 
красителем. Генцианвиолет способен окрашивать белково-
полисахаридные комплексы, входящие в состав нуклеоида, 
клеточной стенки, межклеточного пространства [12,13], 
формируя «большие» комплексные молекулы. Биоплён-
ка фирмикутов представляет структуру, состоящую из 
клеточного компонента и соединений матрикса, среди 
которых значительную часть составляют полисахариды 
[14,15]. Используемый для её визуализации краситель дол-
жен соответствовать нескольким требованиям: он должен 
прокрашивать клетки и матрикс биоплёнок; его цвет дол-
жен соответствовать длине волны фильтра, используемого 
в фотоэлектроколориметре при учёте результатов; остатки 
красителя в лунках должны легко удаляться промывани-
ем, без повреждения биоплёнок [16]. При использовании 
генцианвиолета, который соответствует перечисленным 
требованиям, проблемы возникают с определением соот-
ношения клеточной части и матрикса в общей совокупно-
сти массы плёнки, между тем этот показатель может быть 
существенным в клинической лабораторной диагностике.

Цель исследования – изучить возможность примене-
ния оригинальной модификации существующего метода 
для определения соотношения клеточной части и матрик-
са биоплёнок грамположительных микроорганизмов.

Материал и методы. Исследования проведены 
на штаммах Staphylococcus aureus и S. epidermidis из 
коллекции АТСС. Культивирование микроорганизмов 
осуществляли в 96-луночных полистироловых план-

шетах в питательном бульоне в течение 24-48 ч при 37о 

С. Сформировавшиеся плёнки изучали по стандартной 
[8] и модифицированной методике [17]: планктонную 
культуру из лунок планшета удаляли и промывали их 
забуференным физиологическим раствором. Далее в 
планшет вносили 0,1%-водный раствор генцианвиолета 
на 5 мин, затем раствор Люголя на 2 мин. По окончании 
окраски планшеты промывали и высушивали на воздухе, 
предохраняя их от попадания солнечных лучей.

На первом этапе часть лунок (не менее 5) залива-
ли 95% спиртом и сразу же переносили элюат в новый 
планшет. На втором этапе другую часть лунок (не ме-
нее 5) так же заливали 70% спиртом и выдерживали 15 
мин, после чего собирали элюат в новый планшет. По-
лученные образцы анализировали на спектрофотометре 
PowerWave X при длине волны 560 нм.

Для вычисления доли матрикса и клеточной состав-
ляющей в биоплёнке использовали формулы:

М=(ОПбв/ОП15)×100,
Кб=100 – М, где
М – доля матрикса, %;
Кб – доля клеточной составляющей, %;
ОПбв – оптическая плотность проб, когда спирт для 

элюации выдерживали не более 1 мин.;
ОП15 - оптическая плотность проб, когда спирт для 

элюации выдерживали 15 мин [17].
Для подтверждения целесообразности дифферен-

цированного подхода при анализе плёнкообразующей 
способности дополнительно проводили эксперименты с 
воздействием бактериостатических концентраций анти-
бактериальных препаратов.

Результаты. При определении оптической плотности 
элюатов традиционным способом установлены показате-
ли, типичные для биоплёнок, сформированных штамма-
ми S. aureus 0,364±0,029 у.е. и S. epidermidis - 0,336±0,031 
у.е. По модифицированной методике для штамма S. 
aureus АТСС 28922 характерны следующие показатели: 
ОПбв=0,310; ОП15=2,356; М=13,2%; Кб=86,8%. В составе 
биоплёнки, сформированной коллекционным штаммом, 
доля матрикса составляла 13,2%, на клеточный компо-
нент приходилось 86,8%. Можно предположить, что такое 
соотношение компонентов соответствует оптимальному 
для стафилококков уровню, что обусловлено адекватны-
ми условиями культивирования штамма [18].

В случае культивирования штамма S. aureus АТСС 
28922 в присутствии цефазолина изучаемые показатели из-
менились: ОПбв=0,189; ОП15=0,453; М=41,7%; Кб=58,3%, 
т.е. удельный вес матрикса увеличивался, доля клеточно-
го компонента снизилась. Полученный результат пред-
положительно связан с действием антибиотика, который 
ингибирует синтез пептидогликана основного вещества 
клеточной стенки стафилококков. В результате этого число 
клеток в биоплёнке снижается. Оставшиеся жизнеспособ-
ными клетки стафилококка компенсаторно увеличивают 
продукцию веществ матрикса для защиты от антибиотика 
[4, 19]. При использовании цефазолина необходимо допол-
нять терапевтическую схему препаратами, действие кото-
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рых направлено на разрушение матрикса.
Обсуждение. При изучении морфологии клеток с ис-

пользованием метода Грама, окраска генцианвиолетом за-
висит от разного строения клеточной стенки у грамполо-
жительных и грамотрицательных бактерий, в частности, 
содержания пептидогликана, тейхоевых кислот, ионов маг-
ния и др. Неотъемлемой частью окраски грамположитель-
ных микроорганизмов является формирование сложных 
комплексных соединений между красителем и их специ-
фическими компонентами при участии раствора Люголя, 
что обеспечивает прочное удержание красителя в толще 
пептидогликана. Это легло в основу предложенной моди-
фикации традиционного метода. При непродолжительной 
экспозиции 95% этиловый спирт способен сужать поры 
клеточной стенки. Это послужило основанием для при-
менения двухэтапного подхода в реализации методики. На 
первом этапе краткосрочное (1 мин) воздействие спирта 
обеспечивает элюацию только компонентов окрашенного 
матрикса, а при 15-минутной экспозиции выход окрашен-
ного продукта увеличивается за счёт разрушения клеток, 
определение оптической плотности такого элюата даёт ин-
формацию о совокупной массе биоплёнки.

Заключение. Предложен двухэтапный подход, по-
зволяющий на первом этапе оценить долю матрикса в 
биоплёнке, на втором – совокупность клеточных и экс-
трацеллюлярных компонентов. Предлагаемая модифи-
кация позволяет дискриминировать компонентный со-
став биоплёнок грамположительных бактерий благодаря 
привлечению раствора Люголя и вариабельности сроков 
спиртовой экспозиции. Полученная таким способом до-
полнительная информация может обеспечить повышение 
эффективности антимикробной терапии за счёт комби-
нации лекарственных средств с различными мишенями 
действия при сокращении времени исследования.
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ВЫЯВЛЕНИЕ ВИРУСА ГЕПАТИТА В В ПЛАЗМЕ КРОВИ ПРИ НИЗКОЙ ВИРУСНОЙ 
НАГРУЗКЕ

1 ФБУН «Санкт-Петербургский НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера» Федеральной службы  
по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, 197191, Санкт-Петербург, Россия; 
2 ГБОУ вПО «Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика И. П. Павлова» 
Минздрава России, 197022, Санкт-Петербург, Россия; 
3 ГБОУ вПО «Северо-Западный государственный медицинский университет им. И. И. Мечникова» Минздрава России, 
191015, Санкт-Петербург, Россия

Проанализирован метод выявления ДНК ВГВ в периферической крови при низкой вирусной нагрузке и оценить его значи-
мости при идентификации HBsAg-негативного вирусного гепатита В.  В работе использованы образцы плазмы крови 
и биопсийного материала ткани печени 128 больных, проживающих в РФ и Республике Узбекистан, без ХВГВ и с ХВГВ 
подтвержденным выявлением кольцевой ковалентно-замкнутой ДНК ВГВ в гепатоцитах. Вирусную нагрузку в плазме 
крови измеряли с помощью набора «АмплиСенс® HBV-Монитор-FL» (ФБУН ЦНИИЭ, Москва). ВГВ при низкой вирусной 
нагрузке выявляли методом «гнездовой» ПЦР. Аналитическую чувствительность проверяли методом поэтапного раз-
ведения. Согласно разработанному нами методу, на первом этапе проводится асимметричная ПЦР с использованием 
протяженных олигонуклеотидных праймеров с разной температурой плавления, комплементарных области наиболь-
шего сходства геномов различных образцов вируса гепатита В. Для повышения чувствительности проводится вторая 
ПЦР с использованием продукта амплификации первой реакции и внутренних праймеров. Чувствительность метода 
при экстракции ДНК из 100 мкл плазмы составила 5 МЕ/мл, специфичность 100%. Поскольку, несмотря на характерное 
географическое распределение генотипов ВГВ, обнаружение «чуждых» для тех или иных территорий геновариантов 
становится все более частым, мы апробировали метод в географически удаленных, но имеющих активные международ-
ные отношения с Российской Федерацией регионах с высокой частотой встречаемости гепатотропных вирусов. Разра-
ботанный метод выявления ДНК ВГВ в плазме крови при низкой вирусной нагрузке на основе технологии ПЦР позволяет 
идентифицировать и генотипировать различные геноварианты ХВГВ как характерные, так и редко встречающиеся на 
территории РФ, циркулирующие в других регионах мира. Метод может быть использован для выявления ВГВ в группах 
риска, в популяции, а также при скринировании доноров крови в целях обеспечения безопасности гемотрансфузий.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  хронический вирусный гепатит В; скрытый гепатит В; низкая вирусная нагрузка; метод иден-
тификации.
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HEPATITIS B VIRUS IDENTIFICATION IN A BLOOD PLASMA AT A LOW VIRAL LOAD
1 Saint-Petersburg Pasteur Institute, 197191, Saint Petersburg, Russia;

2 Saint-Petersburg State Medical university n.a. acad. I. P. Pavlov, 197022, Saint Petersburg, Russia;

3 North-West State Medical university n.a. I. I. Mechnikov, 191015, Saint Petersburg, Russia
To analyze the method for detecting HBV DNA in peripheral blood at low viral load and evaluate its significance in identifying 
HBsAg-negative viral hepatitis B. In this work, samples of blood and liver tissue biopsy material were used from 128 patients living 
in the Russian Federation and the Republic of Uzbekistan without CHB and with CHB confirmed detection of circle covalently 
closed HBV DNA in hepatocytes. Plasma viral load was measured using the «AmpliSens® HBV-Monitor-FL» kit. HBV at low viral 
load was detected by nested PCR. Analytical sensitivity was checked by step dilution. According to our method, at the first stage, an 
asymmetric PCR is carried out using extended oligonucleotide primers with different melting points, complementary to the hepatitis B 
different genotypes genomes greatest similarity region. To increase the sensitivity, a second PCR is performed using the  first reaction 
amplification product and internal primers. The sensitivity of the method for DNA extraction from 100 μl of plasma was 5 IU / ml, 
specificity 100%. Since, in spite of the HBV genotypes characteristic geographical distribution, the detection of “alien” genovariants 
for certain territories  is becoming more frequent, we tested the method in geographically remote but active international relations 
with the Russian Federation regions with a high frequency of hepatotropic viruses. The developed method for detecting HBV DNA in 
blood plasma at low viral load based on PCR technology allows the various HBV gene variants identification and genotyping, both 
characteristic and rare in the Russian Federation, circulating in other world regions . The method can be used to detect HBV in risk 
groups, in a population, as well as when screening blood donors in order to ensure the blood transfusions safety.
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Введение. Одной из самых значимых проблем здра-
воохранения в мире остаются гепатотропные вирусы, 
способные вызывать как острые, так и хронические за-
болевания и являющиеся седьмой по значимости при-
чиной смертности [1]. Самым распространенным гепа-
тотропным вирусом является вирус гепатита В (ВГВ): 
по данным ВОЗ в 2015 г. в мире насчитывалось 257 млн 
человек, живущих с хронической инфекцией гепатита В 
[2]. Более 47% смертей, причиной которых являются ви-
русные гепатиты, связаны с ВГВ [3]. Среди инфициро-
ванных вирусом гепатита В более чем у 240 миллионов 
человек развивается хронический вирусный гепатит В 
(ХВГВ) – диффузно-воспалительное заболевание, свя-
занное с персистенцией вируса гепатита В.

Распространенность ХВГВ оценивается по частоте 
встречаемости HBsAg, в то время как одной из есте-
ственных форм течения заболевания является HBsAg-
негативный (скрытый) ХВГВ. Скрытый гепатит В (СкГВ) 
определяют как стадию заболевания, при которой в тка-
ни печени обнаруживают ДНК ВГВ при неопределяе-
мом уровне HBsAg в сыворотке периферической крови, 
вне зависимости от того, выявляется или нет ДНК ВГВ 
методом ПЦР в периферической крови [4]. За счет пода-
вления внутриядерной транскрипции субгеномных РНК 
ВГВ с матрицы кольцевой ковалентно-замкнутой ДНК 
ВГВ (ккзДНК) развивается СкГВ, так как ккз ДНК ВГВ 
является матрицей для субгеномных и прегеномных ко-
пий РНК, на основе которых синтезируются вирусный 
геном и вирусные белки [5]. В ядре гепатоцита ккзДНК 
находится в виде минихромосомы, где НК связана с ги-
стоновыми и гистоноподобными белками, а транскрип-
ционная активность регулируется по эукариотическому 
механизму и способна существовать долгое время [6]. В 
большинстве случаев, репликация вируса и экспрессия 
генов могут быть подавлены настолько, что вирусная 
нагрузка в периферической крови больного крайне низ-
ка, вплоть до невозможности выявить ДНК ВГВ стан-
дартными методами, но элиминации вируса при пода-
влении репликации не происходит. Ключевым фактором 
остается сохранение ккзДНК в виде минихромосомы, 
что становится причиной невозможности полной эли-
минации ВГВ и за рецидивы репликации вируса после 
прекращения противовирусной терапии [7].

Встречается как серопозитивный, так и серонегатив-
ный по другим маркерам инфицирования скрытый ВГВ 
[8, 9]. Развитие при серонегативном варианте может 
быть мгновенным, то есть при первичном инфицирова-
нии, и постепенным с потерей серологических маркеров 

по мере течения заболевания. При серопозитивном ва-
рианте СкГВ потеря HBsAg может являться итогом либо 
разрешения острого гепатита В, либо последовательной 
фазой естественного течения ХВГВ [10]. Несмотря на 
низкую вирусную нагрузку, СкГВ может играть суще-
ственную роль в развитии фиброза печени и гепатоцел-
люлярной карциномы [11].

Из-за относительно недавней идентификации этой 
группы ВГВ-инфицированных лиц, факторы риска, свя-
занные со скрытой инфекцией ВГВ все еще остаются 
не до конца изученными и понятными, хотя некоторые 
данные позволяют предположить, что при СкГВ сохра-
няется большая часть тех же факторов риска, что и при 
HBsAg-позитивной форме течения ХВГВ [12]. Так, на-
пример, показана возможность внутриутробного инфи-
цирования ребенка HBsAg и HBeAg-негативной мате-
рью [13]. При переливании крови минимальная инфек-
ционная доза приблизительно 16-100 копий [14]. Более 
того, несмотря на крайне низкую вирусную нагрузку 
при CкГВ, возможна передача ВГВ при тесном быто-
вом контакте от пациента со скрытой формой течения 
заболевания с дальнейшим проявлением у реципиента 
HBsAg-позитивной инфекции [15]. 

Распространенность HBsAg-негатиного ВГВ в мире 
варьирует и, вероятнее всего, коррелирует с распростра-
ненностью HBsAg-позитивной формы ВГВ в том или 
ином регионе. Хорошо известно, что некоторые группы 
пациентов подвергаются значительно более высокому 
риску заражения СкГВ вне зависимости от их геогра-
фического положения, например, лица с хроническим 
вирусным гепатитом С (ХВГС) и/или ВИЧ-инфекцией, 
подвергающиеся гемодиализу, трансплантации печени, 
потребители инъекционных наркотиков [16]. Однако 
различные данные о встречаемости СкГВ в одних и тех 
же географических регионах и/или сходных группах 
риска могут быть связаны не только с биологическими 
особенностями вируса и частотой встречаемости ВГВ 
на той или иной территории, но и с методом выявления 
вируса.

Поскольку уровень вирусной нагрузки в крови при 
HBsAg-негативном ВГВ крайне низок (<200 МЕ ДНК 
ВГВ/мл), вплоть до невозможности обнаружения стан-
дартными методами, выявление ДНК ВГВ в ткани пе-
чени остается не только «золотым стандартом», но 
и практически единственным достоверным методом 
лабораторной диагностики скрытого ВГВ. Идентифи-
кация и количественная оценка кольцевой ковалентно-
замкнутой ДНК ВГВ в ткани печени позволяет с высо-
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ВГВ при низкой вирусной нагрузке вы-
являли методом «гнездовой» ПЦР с исполь-
зованием на втором этапе нескольких пар 
праймеров, фланкирующих четыре регио-
на генома вируса. В том числе фрагменты, 
включающие рекомендованный для гено- и 
субгенотипирования ВГВ регион Pre-S1/Pre-
S2/S [18].

Для ПЦР в общем виде использова-
ли следующий состав амплификационной 
смеси: 3-30 пM каждого олигопраймера, 
0,6-1,0 мМ каждого дезоксинуклеотида, 6,7 
мМ MgCl2, 1 ед. рекомбинантной Taq ДНК-
полимеразы (Fermentas), буфер для Taq 
ДНК-полимеразы (750 мМ Трис-HCl, (рН 
8,8), 200 мМ (NH4)2SO4, 0,1% (v/v) твин 20), 
1 мкг матрицы, вода без нуклеаз до конечно-
го объема 30 мкл. 

Амплификацию в общем виде проводили 
при следующих условиях: после денатурации при 95оС 
в течение 5 мин устанавливали 30-40 циклов амплифи-
кации в режиме: 95оС – 20-40 сек, 55-65оС – 20-30 сек, 
72оС – 30-90 сек; затем финальная элонгация при 72оС 
– 5 мин. Качество ПЦР определяли визуально в 2% ага-
розном геле (120 В, 40 мин; 1xTBE), окрашенном бро-
мистым этидием.

На первом этапе проводили асимметричную ПЦР с 
использованием 3 пмоль/л прямого и 30 пмоль/л обрат-
ного праймеров HBV Long (табл. 1). На втором этапе для 
повышения чувствительности проводили вторую ПЦР с 
использованием продукта амплификации первой реак-
ции и одной из пар внутренних (вложенных, гнездовых) 
праймеров для четырех регионов ВГВ (см.табл. 1) – по 
15 пмоль/л каждого.

В качестве дополнительного контроля для исключе-
ния контаминации секвенировали полученные фрагмен-
ты амплификации анализируемых образцов при помо-
щи генетического анализатора ABI PRISM 3500 (Applied 
Biosystems, США), использовали набор реагентов ABI 
PRISM BigDye Terminator v3.1. (Applied Biosystems, 
США), согласно инструкции производителя.

Результаты и обсуждение. Для выявления ВГВ в 
плазме крови при низкой вирусной нагрузке был разра-
ботан способ обнаружения ДНК ВГВ на базе методики, 
предложенной в работе, посвященной передаче ВГВ от 
матери ребенку [19]. Недостаток метода, предложенно-
го D.Candotti и соавт. [4], заключается в необходимости 
большого объема плазмы крови для экстракции ДНК 
(500 мкл), а также в невозможности убедиться в полно-
ценности генома вируса за счет секвенирования как ми-
нимум двух из четырех участков генома ВГВ, как это 
было рекомендовано на совещании по скрытому ВГВ.

Согласно разработанному нами методу, на первом 
этапе проводится амплификация ДНК методом асимме-
тричной ПЦР с использованием протяженных олигону-
клеотидных праймеров с разной температурой плавле-
ния, комплементарных области наибольшего сходства 
геномов различных образцов вируса гепатита В. Для 
повышения чувствительности проводится вторая по-
лимеразная цепная реакция с использованием продукта 
амплификации первой реакции и внутренних праймеров 
(см.табл.1), соответствующих одному из четырех реко-
мендованных при диагностике СкГВ регионов генома 
ВГВ. В составе амплификационной смеси на каждом 
этапе предложено неравномерное соотношение дезок-

кой точностью обнаружить ВГВ в скрытой фазе течения 
заболевания, а также предварительно оценить уровень 
репликации вируса в гепатоцитах [17]. Однако необхо-
димость инвазивного вмешательства позволяет пред-
ложить метод только в качестве дополнительной диа-
гностики в случаях, когда пункционная биопсия печени 
осуществляется по клиническим показаниям, но не дает 
возможности использовать его для широкого скрининга 
популяций, доноров крови или отдельных групп паци-
ентов.

Целью нашей работы являлся анализ метода выявле-
ния ДНК ВГВ в периферической крови при низкой ви-
русной нагрузке и оценка его значимости при идентифи-
кации HBsAg-негативного вирусного гепатита В.

Материал и методы. В работе были использова-
ны плазма крови и образцы биопсийного материала 
ткани печени 128 больных, проживающих на терри-
тории Санкт-Петербурга, в различных регионах РФ, а 
также в Республике Узбекистан без ХВГВ и с ХВГВ 
ранее подтвержденным в том числе методом выявле-
ния кольцевой ковалентно-замкнутой ДНК ВГВ в тка-
нях печени [17].

Для определения специфичности разработанно-
го метода в соответствии с отработанными условиями 
проведения ПЦР были исследованы предварительно 
охарактеризованные с использованием коммерческих 
тест-систем серологически и молекулярно-генетически 
негативные по ВГВ образцы плазмы крови детей 4-11 
лет, подростков 12-18 лет, беременных женщин на раз-
личных сроках беременности, пациентов в возрасте 50-
70 лет, онкологических больных (немелкоклеточный рак 
легкого) вне терапии, онкологических больных проходя-
щих лечение, пациентов гемодиализного центра, паци-
ентов с коинфекций ВИЧ + ВГС.

Экстракцию ДНК проводили с помощью комплекта 
реагентов для выделения РНК/ДНК из клинического 
материала «РИБО-преп» (ФБУН ЦНИИЭ, Москва), со-
гласно инструкции.

Вирусную нагрузку в плазме крови предваритель-
но измеряли с помощью стандартизированного набора 
для количественного определения ДНК ВГВ в клини-
ческом материале методом полимеразной цепной ре-
акции (ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной де-
текцией в режиме «реального времени» «АмплиСенс® 
HBV-Монитор-FL» (ФБУН ЦНИИЭ, Москва), согласно 
инструкции.

Т а б л и ц а  1
Нуклеотидные последовательности праймеров, использованные  

для выявления ДНК ВГВ в плазме при низкой вирусной нагрузке на основе 
двухэтапной ПЦР

Праймер Нуклеотидная последовательность

HBV LongF1.1 5’- CTGCGCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC-3’

HBV LongR1.1 5’-CAGACCAATTTATGCCTACAGCCTCCTA-3’
SF2 5’-GGTCACCATATTCTTGGGAA-3’
SR2 5’-AATGGCACTAGTAAACTGAG-3’
CF2 5’-GCCTTAGAGTCTCCTGAGCA-3’
CR2 5’-GAGGGAGTTCTTCTTCTAGG-3’
XF2 5’- CCATACTGCGGAACTCCTAGC-3’
XR2 5’- CCCAAGGCACAGCTTGGAGG-3’
PF2 5’- TCTAGACTCGTGGTGGACTTCTCTC-3’
PR2 5’- AGTTCCGCAGTATGGATCGG-3’
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ЦНИИЭ, Москва), а также одна из наиболее чувстви-
тельных (аналитическая чувствительность 3,8 МЕ/мл) 
тест-систем HBV RG PCR Kit (Qiagen) с предваритель-
ной экстракцией анализируемой ДНК из различного 
объема биологического материала. В качестве анализи-
руемого биологического материала использовали образ-
цы и пулы образцов, приведенные в табл. 4.

Таким образом, чувствительность предложенного ме-
тода при использовании 100 мкл плазмы при стандарт-
ном методе экстракции НК с помощью коммерческого 
набора реагентов «АмплиПрайм Рибо-преп» (ФБУН 
ЦНИИЭ, Москва) составила 5 МЕ/мл. 

Оценку специфичности проводили в два этапа. На 
первом этапе последовательно проводили анализ оха-
рактеризованных образцов. На втором этапе проводили 
«слепой» анализ, для чего пробирки с анализируемыми 
негативными образцами объединяли с пробирками, со-
держащими ВГВ-позитивную плазму крови больных, 
пробирки маркировали сквозной нумерацией. Для 
контроля анализируемых образцов и исключения воз-
можной контаминации в качестве контрольных ВГВ-

синуклеотидтрифосфатов и высокая кон-
центрация MgCl2, на первом этапе в сме-
си присутствуют формамид и глицерин в 
количестве 4% и 6% от конечного объема 
соответственно, а на втором этапе фор-
мамид и DMSO в количестве 4% и 10% 
от конечного объема соответственно.

Аналитическую чувствительность 
метода проверяли методом поэтапного 
разведения. Были выбраны 10 образцов 
плазмы крови, содержащие различные 
концентрации ВГВ. Каждый образец 
поэтапно разводили предварительно 
проанализированной плазмой крови без 
ВГВ (чистой плазмой) следующим обра-
зом. Аликвоту образца объемом 100 мкл 
вносили в микропробирку Eppendorf 
объемом 1,5 мл, добавляли 100 мкл чи-
стой плазмы, тщательно пипетировали 
и переносили 100 мкл полученного пула 
в новую микропробирку, куда снова до-
бавляли 100 мкл чистой плазмы, пипе-
тировали и 100 мкл нового пула перено-
сили в третью пробирку итд. до десяти-
кратного последовательного разведения 
(табл. 2). После разведения осуществляли экстракцию 
ДНК из каждого пула разведения каждого образца. По-
лученные образцы ДНК амплифицировали, согласно 
предложенному методу. Результаты выявления вируса 
в пулах разведения представлены в табл. 3.

В качестве примера оценки чувствительности на 
гель-электрофорезе на рисунке представлен черно-
белый негатив фотографии электрофореза продуктов 
амплификации второго этапа (праймеры SF2/SR2) по-
следовательных разведений образца № 9, вирусная на-
грузка 5*103 МЕ/мл. Продукт амплификации последнего 
разведения предположительно около 9,7 МЕ/мл. Данной 
концентрации фрагмента было достаточно для проведе-
ния секвенирующей реакции. 

Для определения уровня диагностической чувстви-
тельности разработанного метода относительно «ре-
ференсных» коммерческих тест-систем был использо-
ван набор реагентов для качественного определения 
ДНК ВГВ в биологическом материале методом ПЦР с 
гибридизационно-флуоресцентной детекцией в режиме 
«реального времени» «АмплиСенс® HBV-FL» (ФБУН 

Т а б л и ц а  2
Вирусная нагрузка использованных в оценке аналитической чувствительности образцов в разведениях

Образец МЕ/мл 
образец

МЕ/мл 
пул 1

МЕ/мл 
пул 2

МЕ/мл 
пул 3

МЕ/мл 
пул 4

МЕ/мл 
пул 5

МЕ/мл 
пул 6

МЕ/мл 
пул 7

МЕ/мл 
пул 8

МЕ/мл 
пул 9

1 38*106 19*106 9,5*106 4,7*106 2,3*106 1,0*106 5,9*105 2,9*105 1,4*105 7,4*104

2 24*105 12*105 6*105 3,2*105 1,5*105 7,5*104 3,7*104 1,8*104 9,3*103 4,6*103

3 11*105 5,5*105 2,7*105 1,3*105 6,8*104 3,4*104 1,7*104 8,5*103 4,2*103 2,1*103

4 47*104 23,5*104 11,7*104 5,8*104 2,9*104 1,4*104 7,3*103 3,6*103 1,7*103 9,1*102

5 21*104 10,5*104 5,2*104 2,6*104 1,3*104 6,5*103 3,1*103 1,6*103 8,2*102 4,1*102

6 8*104 4*104 2*104 1*104 5*103 2,7*103 1,2*103 6,2*102 3,1*102 1,5*102

7 9*103 4,5*103 2,2*103 1,1*103 5,6*102 2,8*102 1,4*102 70 35 17
8 6*103 3*103 1,5*103 7,5*102 3,9*102 1,8*102 93 46 23 11
9 5*103 2,5*103 1,2*103 6,2*102 3,0*102 1,6*102 78 39 19 9,7
10 7*102 3,5*102 1,7*102 87 43 21 10 5 2,5 1,2

П р и м е ч а н и е . Вирусная нагрузка в пулах анализировалась выборочно (выделены полужирным шрифтом и подчеркиванием).

Т а б л и ц а  3
Выявление ВГВ в пулах разведения в соответствии с таблицей 2. 

Обра-
зец

Без раз-
ведения

пул 
1 пул 2 пул 

3
пул 
4

пул 
5

пул 
6

пул 
7

пул 
8 пул 9

1 + + + + + + + + + +

2 + + + + + + + + + +

3 + + + + + + + + + +

4 + + + + + + + + + +

5 + + + + + + + + + +

6 + + + + + + + + + +

7 + + + + + + + + + +

8 + + + + + + + + + +/-

9 + + + + + + + + + +/-

10 + + + + + + +/- +/- - -

П р и м е ч а н и е .  «+» – образец, визуализируемый при электрофорезе в агарозном 
геле, «-» – образец, визуализируемый при электрофорезе в агарозном геле, «+/-» – об-
разец, слабо визуализируемый при электрофорезе в агарозном геле, хорошо визуали-
зируемый в полиакриламидном геле. Для «+» и «+/-» образцов возможно дальнейшее 
секвенирование.
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позитивных образцов использовали плазму, содержа-
щую ВГВ субгенотипов A1, D4, E, выявление которых 
в используемых для тестирования специфичности груп-
пах маловероятно. Результаты тестирования специфич-
ности метода выявления ДНК ВГВ в крови при низкой 
вирусной нагрузке представлены в табл. 5.

Из представленных данных видно, что 98,82% об-
следованных образцов являлись отрицательными, со-
мнительных образцов не обнаружено, четыре образца 
(1,18%) положительны при использовании указанного 
метода выявления ВГВ при низкой вирусной нагрузке. 
Для позитивных образцов проводили секвенирование и 
субгенотипирование полученных фрагментов ДНК. Ни 
один из амплифицированных фрагментов не относился 
к ВГВ субгенотипов A1, D4, E.

Дополнительно для оценки специфичности был про-
веден анализ посредством добавления в реакцию ам-
плификации геномной ДНК/кДНК следующих вирусов: 
вирусы гепатитов А, С, D, E, G, вирус иммунодефицита 
человека, парвовирус В19, вирус Эпштейн-Барра, цито-
мегаловирус, вирус простого герпеса 1 и 2 типов, вирус 
клещевого энцефалита. При проведении тестирования 
образцов ДНК/кДНК вышеперечисленных вирусов по-
зитивной реакции на присутствие ДНК ВГВ и неспеци-
фических реакций выявлено не было.

Таким образом, полученные результаты свидетель-
ствуют о высокой специфичности разработанного мето-
да при исследовании биологического материала.

Вышеописанный метод был разработан с исполь-
зованием в качестве образцов ВГВ, циркулирующих 

Т а б л и ц а  4
Определение чувствительности разработанного метода в сравнении с «референсными» тест-системами

Наименование образцов и объем био-
логического материала экстракции

Концентрация (предполо-
жительная концентрация) 

образца МЕ/мл

АмплиСенс 
HBV-FL

HBV RG PCR 
Kit

Предложенный нами метод 
выявления ВГВ при низк. 

вирусной нагрузке 

1 без разведения 500 мкл
38*106 + + +

100 мкл + + +
1 пул 7 500 мкл

2,9*105 + + +
100 мкл + + +

4 пул 8 500 мкл
1,7*103 + + +

100 мкл + + +
6 пул 3 500 мкл

1*104 + + +
100 мкл + + +

6 пул 9 500 мкл
1,5*102 + + +

100 мкл + + +
7 пул 4 500 мкл

5,6*102 + + +
100 мкл + + +

7 пул 8 500 мкл
35

+ + +
100 мкл - + +

9 пул 5 500 мкл
1,6*102 + + +

100 мкл + + +
9 пул 9 500 мкл

9,7
+ + +

100 мкл - + +
10 пул 3 500 мкл

87
+ + +

100 мкл + + +
10 пул 7 500 мкл

5
- + +

100 мкл - + +
10 пул 8 500 мкл

2,5
- + +

100 мкл - - -

на территории РФ и Республики Узбекистан генова-
риантов (D1, D2, D3, A2). Метод позволили выявить и 
охарактеризовать HBsAg-негативный ВГВ среди ВИЧ-

Т а б л и ц а  5
Результаты тестирования специфичности метода выявления 

ДНК ВГВ в крови при низкой вирусной нагрузке

Наименование 
группы образцов

Коли-
чество 

образцов

Поло-
житель-

ные

Отри-
цатель-

ные

Сомни-
тельные

Плазма крови 
детей

28 0 28 0

Плазма крови под-
ростков

40 0 40 0

Плазма крови 
беременных

96 2 94 0

Плазма крови 
онкобольных вне 
терапии

46 0 46 0

Плазма крови 
онкобольных про-
ходящих лечение

27 0 27 0

Плазма крови па-
циентов 50-70 лет

30 0 30 0

Плазма крови па-
циентов гемодиа-
лизного центра

34 1 33 0

Плазма крови лиц 
с коинфекцией 
ВИЧ ВГС

36 1 35 0
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инфицированных лиц, больных хроническим вирусным 
гепатитом С, больных криптогенным гепатитом, до-
норов крови. Поскольку, несмотря на характерное гео-
графическое распределение генотипов и субгенотипов 
ВГВ, обнаружение «чуждых» для тех или иных терри-
торий геновариантов становится все более частым, мы 
сочли необходимым оценить возможность использова-
ния предложенного метода в географически удаленных, 
но имеющих активные международные отношения с 
Российской Федерацией регионах с высокой частотой 
встречаемости гепатотропных вирусов, в том числе ВГВ 
не встречающихся в нашей стране генотипов.

Метод был апробирован в Гвинейской Республике и 
в Социалистической Республике Вьетнам [20]. Было по-
казано, что предложенный метод позволяет выявлять и 
секвенировать различные геноварианты ВГВ как широ-
ко распространенные в РФ D1, D2, D3, A2, так и редко 
встречающиеся в России A1, B2, B4, C1, C2, E (полные 
геномы ВГВ, полученные из образцов с низкой вирус-
ной нагрузкой субгенотипов C2, B2, B4 депонированы 
в международную базу данных GeneBank под номерами 
MN535017-MN535019).

Заключение. Разработанный метод выявления ДНК 
ВГВ в плазме крови на основе технологии ПЦР при низ-
кой вирусной нагрузке позволяет идентифицировать и ге-
нотипировать различные геноварианты ХВГВ как харак-
терные, так и редко встречающиеся на территории РФ, 
циркулирующие в других регионах мира. Метод может 
быть использован для выявления ВГВ в группах риска, в 
популяции, а также при скринировании доноров крови в 
целях обеспечения безопасности гемотрансфузий.
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Негатив фотографии электрофореза продуктов амплифи-
кации второго этапа последовательных разведений образца 
№9, вирусная нагрузка 5*103 МЕ/мл. Продукт амплификации 
последнего разведения, предположительно около 9,7 МЕ/мл.


