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Савельева Е. И.1, Алюшина Т. И.1, Шачнева М. Д.1, Добронравов В. А.2

МЕТАБОЛИЧЕСКОЕ ПРОФИЛИРОВАНИЕ СЫВОРОТКИ КРОВИ ПАЦИЕНТОВ С 
ИММУНОГЛОБУЛИН А НЕФРОПАТИЕЙ МЕТОДОМ ВЫСОКОЭФФЕКТИВНОЙ 
ЖИДКОСТНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ – ТАНДЕМНОЙ МАСС-СПЕКТРОМЕТРИИ ВЫСОКОГО 
РАЗРЕШЕНИЯ

1Научно-исследовательский институт гигиены, профпатологии и экологии человека, 188663, Ленинградская область, м. 
р-н Всеволожский, г.п. Кузьмоловское, Россия; 
2Научно-исследовательский институт нефрологии при ФГБОУ ВО ПСПбГМУ им. И.П. Павлова, 197089 Санкт-Петербург, 
Россия 

Актуальность. Альтерации кишечного микробиома могут иметь значение для прогрессирования хронических болезней по-
чек. 
Цель - выявление биомаркеров, ассоциированных с микробиомом, для последующей оценки их клинического и диагностиче-
ского значения. 
Материал и методы. Объект анализа - 20 перекодированных (с исключением доступа к персональным данным) образцов 
сыворотки крови из коллекции НИИ нефрологии: 10 от добровольцев с отсутствием патологии почек и 10 от пациентов 
с клинико-морфологически подтверждённым диагнозом иммуноглобулин A нефропатия (IgAN). Для целевого метаболомно-
го анализа разработана методика определения 16 биомаркёров (9 уремических токсинов, холин, 6 аминокислот) методом 
жидкостной хроматографии с тандемным масс-спектрометрическим детектированием высокого разрешения (ВЭЖХ-МС/
МС ВР). Разделение компонентов проводили в режиме обращённофазовой градиентной ВЭЖХ. Детектирование при целевом 
анализе проводили в режиме регистрация полного ионного тока (FTMS) в сочетании с регистрацией селективных реакций 
(SRM), при нецелевом анализе использовали режим FTMS. 
Результаты. Представлены результаты целевого и нецелевого метаболомных исследований образцов сыворотки крови здо-
ровых добровольцев и пациентов с морфологически и клинически подтверждённым диагнозом первичной иммуноглобулин А 
нефропатии (IgAN). С учётом данных ранее проведённых исследований сформирован перечень потенциальных биомаркёров, 
ассоциированных с изменениями кишечного микробиома в условиях дисфункции почек и оценена перспективность их дальней-
шего исследования и применения в клинической практике. Установлены достоверные различия в содержании фенилсульфата, 
индолуксусной кислоты, пролина, тирозина, триптофана в образцах сыворотки крови представителей двух обследованных 
групп. В рамках нецелевого подхода методом дискриминантного анализа с проекцией на латентные структуры (PLS-DA) 
выявлены достоверные различия в метаболомном профиле сыворотки крови пациентов с установленным диагнозом IgAN и 
добровольцев с отсутствием данного диагноза. 
Заключение. Полученные данные указывают на перспективность исследований фенилсульфата, индолуксусной кислоты, 
пролина, тирозина, триптофана в сыворотке крови для разработки подходов к диагностике нарушений метаболома у па-
циентов с IgAN.
Ключевые слова: болезни почек; иммуноглобулин A нефропатия; сыворотка крови; уремические токсины; высокоэффектив-
ная жидкостная хроматография тандемная масс-спектрометрия; метаболомное исследование
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Background. Alterations in the gut microbiome may be important for the progression of chronic kidney disease. 
Objective - identification of biomarkers associated with the microbiome for subsequent assessment of their clinical and diagnostic 
significance. 
Material and methods. The object of the analysis is 20 recoded (with no access to personal data) blood serum samples from the 
collection of the Research Institute of Nephrology: 10 from volunteers with no kidney pathology and 10 from patients with a clinical 
and morphologically confirmed diagnosis of immunoglobulin A nephropathy (IgAN). For targeted metabolomics analysis, a method 
was developed for the determination of 16 biomarkers (9 uremic toxins, choline, 6 amino acids) using liquid chromatography with 
high-resolution tandem mass-spectrometry (HPLC-MS/MS HR). The separation of components was carried out in reverse-phase 
gradient HPLC mode. Detection for targeted analysis was carried out in the total ion current mode Fourier transform-based mass 
spectrometry (FTMS) in combination with selective reaction monitoring (SRM); for non-targeted analysis, the FTMS mode was used. 
Results. The paper presents the results of targeted and untargeted metabolomic studies of blood serum samples from healthy volunteers 
and patients with a morphologically and clinically confirmed diagnosis of primary immunoglobulin A nephropathy (IgAN). Taking into 
account data from previous studies, a list of potential biomarkers associated with changes in the intestinal microbiome in conditions 
of kidney dysfunction was compiled and the prospects for their further research and use in clinical practice were assessed. Significant 
differences were established in the content of phenyl sulfate, indoleacetic acid, proline, tyrosine and tryptophan in blood serum samples 
from representatives of the two examined groups. Within the framework of a non-targeted approach, the method of discriminant 
analysis with projection onto latent structures (PLS-DA) revealed significant differences in the metabolomic profile of the blood serum 
of patients with an established diagnosis of IgAN and volunteers without this diagnosis. 
Conclusion. The data obtained indicate the promise of studies of phenyl sulfate, indoleacetic acid, proline, tyrosine and tryptophan in 
blood serum for the development of approaches to the diagnosis of metabolome disorders in patients with IgAN.
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Введение. В настоящее время не вызывает сомнений 
то, что патологические изменения микробиома кишеч-
ника могут влиять на развитие и прогрессирование раз-
личных болезней, включая патологию почек . Механиз-
мы системных эффектов, вероятно, опосредованы аль-
терациями интестинального метаболома, изменениями 
концентраций отдельных метаболитов в циркуляции и 
их эффектами в отношении почечных и экстрареналь-
ных клеточных популяций [1,2] .

Связи между микробиотой кишечника и составом 
метаболитов циркулирующей крови остаются в значи-
тельной степени неопределёнными . Иммуноглобулин 
А нефропатия (IgAN) - наиболее распространённая 
форма гломерулонефрита и одна из основных при-
чин терминальной почечной недостаточности в мире 
[3] . Особенностью патогенеза болезни является зави-
симость поражения почек от активации мукозального 
иммунитета, который в значительной степени опосре-
дован особенностями их микробиома [4,5] . В этом кон-
тексте критичным является определение биомаркёров, 
которые могут отражать изменения состава кишечной 
микрофлоры и метаболизма, ассоциированные с тяже-
стью почечного патологического процесса . Сведения 

о биомаркёрах хронических заболеваний почек, ассо-
циированных с альтерацией кишечного микробиома, 
остаются противоречивыми, несмотря на ежегодно 
возрастающее количество проводимых в этой обла-
сти исследований . Поиски биомаркёров продолжают-
ся преимущественно в трёх биоматрицах: в фекалиях, 
крови, моче [6, 7] . Эффективное применение метабо-
ломики в диагностических целях может быть основано 
на анализе больших наборов данных с использованием 
расширяющихся возможностей различных метаболо-
мических платформ [8], нуждающихся в дополнитель-
ных валидизирующих исследованиях [9,10] . Ненаправ-
ленные (или нецелевые) методы метаболомных иссле-
дований позволяют одновременно обнаруживать сотни 
известных соединений, вовлеченных в различные ме-
таболические пути, связанные с патологией почек во-
обще и с IgAN, в частности [11-14] .

Цель исследования - определение потенциальных 
биомаркёров состояния интестинального метаболома у 
пациентов с IgAN . Для достижения поставленной цели 
необходимо решить следующие частные задачи:

- разработка методики определения в сыворотке 
крови 16-ти потенциальных биомаркёров почечной 
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дисфункции;
- проведение пилотного эксперимента для предва-

рительной оценки перспективности этих биомаркёров 
для диагностики альтераций кишечного метаболома 
при IgAN;

- оценка эффективности выбранного протокола ана-
лиза сыворотки крови методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии с масс-спектрометрическим 
детектированием высокого разрешения (ВЭЖХ-МС/МС 
ВР) при проведении диагностики .

Материал и методы. В качестве объектов иссле-
дования использованы образцы сыворотки крови из 
коллекции НИИ Нефрологии . Всего для анализа ис-
пользованы 20 образцов сыворотки крови: 10 из них 
от добровольцев с отсутствием патологии почек, под-
тверждённым исследованиями мочи и сонографией по-
чек, с нормальными значениями скорости клубочковой 
фильтрации (группа HC - healthy control) и 10 образцов 
от пациентов с клинико-морфологически подтвержден-
ным диагнозом IgAN (группа IgAN) . Кровь отбирали 
утром натощак после 12 часов голодания . При анали-
зе в группе IgAN учитывали проводимую фармакоте-
рапию, которая могла включать: лозартан, амлодипин, 
периндоприл, преднизолон, эналаприл, эзомепразол, 
омакор, рамиприл, аторвастатин; симвастатин, мето-
клопрамид, этамзилат, транексамовую кислоту . Лица 
в группе сравнения лекарственные препараты не при-
нимали . Образцы сыворотки крови взяты из банка дли-
тельного хранения и перекодированы, что исключало 
доступ к персональным данным пациентов . Все проце-
дуры, выполненные в исследованиях с участием лиц, 
соответствуют этическим стандартам национального 
комитета по исследовательской этике и Хельсинкской 
декларации 1964 года и её последующим изменениям 
или сопоставимым нормам этики .

Выбор аналитов для целевого метаболомного ана-
лиза сыворотки крови производили с учётом результа-
тов предыдущих исследований [15-18] . Отобрано 16 
потенциальных биомаркёров альтерации кишечного 
микробиома и оценена перспективность их дальней-
шего исследования применительно к IgAN .

Исследовано 16 соединений: 9 из них относились 
к группе так называемых «уремических токсинов», 
включая: индолуксусную кислоту, индоксилглюкуро-
нид, индоксилсульфат, триметиламиноксид (ТМАО), 
биопредшественник ТМАО - холин, фенилацетилглута-
мин, 3-карбокси-4-метил-5-пропил-2-фуранпропионат 
(CMPF), фенилсульфат, фенилглюкуронид, гиппуро-
вую кислоту .

В сыворотке крови определяли содержание холина и 
6 аминокислот - тирозина, фенилаланина, валина, про-
лина, метионина, триптофана, являющихся биопред-
шественниками известных биомаркёров альтераций 
микробиома при дисфункции почек . Все исследован-
ные кандидатные биомаркёры так или иначе ассоции-
рованы с альтерацией кишечного микробиома [8-14] .

Не существует единого мнения о диагностической 
ценности свободных и связанных с белком индольных 
токсинов . Обычно связывание с белком снижает опас-
ность эндогенных токсинов . Установлено, что фактора-
ми риска являются свободные (не связанные с белком) 
индольные токсины [19], в других работах в качестве 
информативного показателя рассматривается их общее 

содержание в сыворотке или плазме крови [20] . В на-
стоящей работе с использованием метода ультрамикро-
фильтрации проведено раздельное определение сво-
бодных и связанных с белком индолуксусной кислоты 
и индоксилсульфата .

В работе использованы следующие реактивы и мате-
риалы: метанол (J .T .Baker, Нидерланды); ацетонитрил 
(Panreac, Испания); муравьиная кислота, ЧДА (Экос-1, 
Россия); аналитические стандарты уремических ток-
синов - индолуксусная кислота, индолглюкоронид, 
индоксил сульфат, триметиламиноксид (ТМАО), фе-
нилацетил глутамин, 3-карбокси-4-метил-5-пропил-2-
фуранпропионат (CMPF), фенил сульфат, фенил глю-
коронид, гиппуровая кислота (Sigma Aldrich, США); 
холин (Sigma Aldrich, США); аналитические стандарты 
аминокислот - тирозин, фенилаланин, валин, пролин, 
метионин, триптофан (Sigma Aldrich, США); центро-
бежный фильтр Amicon Ultra-0 .5 с мембраной Ultracel-
3k (Sigma Aldrich, США) .

Для подготовки проб к анализу использованы: цен-
трифуга MiniSpin plus (Eppendorf, Германия), микро-
центрифуга с охлаждением Microfuge 22R (Beckman 
Coulter, США), шейкер для пробирок Multi Reax (Hei-
dolph, Германия) .

Определение уремических токсинов, холина и ами-
нокислот в сыворотке крови проводили на жидкостном 
хроматографе UltiMate 3000 с масс-селективным детек-
тором Q-Exactive с электрораспылительной ионизацией 
при атмосферном давлении (Thermo Scientific, США) и 
программным обеспечением для управления и обработ-
ки данных «Xcalibur» . Хроматографическое разделение 
компонентов осуществляли на колонке Zorbax SB-C8 
длиной 15 cм, внутренним диаметром 4 .6 мм, с разме-
ром частиц 1 .8 мкм (Agilent Technologies, США) .

Условия хроматографического разделения: скорость 
потока элюента - 0 .4 мл/мин; температура термостата 
колонки – 35 °С; температура термостата для проб – 5  
°С; объем вводимой пробы - 5 мкл; время анализа при 
определении уремических токсинов, холина и амино-
кислот - 14 минут; время анализа при нецелевом мета-
боломном исследовании - 20 минут .

Подвижная фаза:
– компонент А - 0 .1% раствор муравьиной кислоты 

в воде для ВЭЖХ;
– компонент В - ацетонитрил для градиентной ВЭЖХ .
Режим элюирования – градиентный (табл . 1) .
Условия масс-спектрометрического детектирова-

ния: режим источника ионизации - электростатическое 
распыление при атмосферном давлении; температура 
капилляра электроспрея – 380 °С; температура прово-
дящего капилляра – 300 °С; скорость потока защит-
ного газа - 50 psi; скорость потока вспомогательного 
газа - 17 у .ед .; напряжение на капилляре - 3500 В; масс-
спектральное разрешение – 30 000; режим сканирова-
ния в диапазоне масс от 70 до 1000 m/z . Режим детек-
тирования при целевом анализе: регистрация полного 
ионного тока в режиме высокого разрешения (FTMS) 
в сочетании с регистрацией селективных реакций 
(SRM) . Полярность детектируемых ионов: детектиро-
вание положительных и отрицательных ионов . Пара-
метры идентификации уремических токсинов, холина 
и аминокислот в сыворотке крови методом ВЭЖХ-МС/
МС ВР представлены в табл . 2 .
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Т а б л и ц а  1

Соотношение компонентов подвижной фазы в режиме ВЭЖХ анализа

Целевой анализ Нецелевой анализ
Время, мин А, % В, % Время, мин А, % В, %

0,0 90 10 0,0 90 10
0,5 90 10 0,5 90 10
8 10 90 10 10 90
10 10 90 15 10 90

10,1 90 10 15,1 90 10

14 90 10 20 90 10

Режим детектирования при нецелевом анализе: ре-
гистрация полного ионного тока в режиме высокого 
разрешения . Остальные условия те же, что и в прото-
коле целевого анализа .

Определение свободных и связанных с белками 
сыворотки крови соединений проводили согласно 
процедуре [21] с незначительными модификациями . 
Для определения свободных аналитов 100 мкл сыво-
ротки переносили в устройство для ультрафильтра-

ции (центробежный фильтр Amicon Ultra-0 .5 с мем-
браной Ultracel-3k) и центрифугировали 15 минут со 
скоростью 14 тыс об/мин . Для определения общего 
количества соединений (свободных и связных с бел-
ками крови) к 100 мкл сыворотки крови добавляли 
300 мкл метанола, тщательно перемешивали и цен-
трифугировали 15 минут со скоростью14 тыс . об/
мин и анализировали экстракт методом ВЭЖХ-МС/
МС ВР .

Т а б л и ц а  2

Параметры идентификации уремических токсинов, холина и аминокислот

Аналит Условия детектирования Полярность RT, мин
Индолуксусная кислота 176,0706→130,0649 (SRM) (+) 6,5
Индолглюкоронид 308,0770→113,0230 (SRM) (–) 7,8
Индоксил сульфат 212,0023→79,9558 (SRM) (–) 7,2
ТМАО 76,0757→58,0652 (SRM) (+) 3,9
Фенилацетил глутамин 265,1180→130,0496 (SRM) (+) 8,0
CMPF 239,0925→195,1016 (SRM) (–) 10,4
Фенил сульфат 172,9914 (FTMS) (–) 7,8
Фенил глюкоронид 269,0668 (FTMS) (–) 7,8
Гиппуровая кислота 178,0510 (FTMS) (–) 8,3
Холин 162,1125 (FTMS) (–) 3,7
Тирозин 182,0812 (FTMS) (+) 4,9
Фенилаланин 166,0862 (FTMS) (+) 7,1
Валин 118,0863 (FTMS) (+) 4,0
Пролин 116,0706 (FTMS) (+) 4,0
Метионин 150,05833 (FTMS) (+) 4,6
Триптофан 205,0971 (FTMS) (+) 7,6

Примечание . (+) - регистрация положительных ионов; (–) - регистрация отрицательных ионов .

Для приготовления градуировочных растворов уре-
мических токсинов и холина использована модельная 
смесь раствора альбумина в фосфатном буфере, имити-
рующая сыворотку крови . Для этого приготовлен рас-
твор альбумина в фосфатном буфере с концентрацией 
45 мг/мл, в который введена стандартная добавка смеси 
анализируемых компонентов в соответствующих кон-
центрациях . Пробы проводили по процедуре пробо-
подготовки и анализировали методом ВЭЖХ-МС/МС 
ВР . При определении аминокислот для приготовления 
градуировочных растворов использована деионизи-
рованная вода, в которую вносили стандартные рас-
творы различной концентрации . Пробы проводили по 
процедуре пробоподготовки и анализировали методом 

ВЭЖХ-МС/МС ВР .
Нецелевое метаболомное исследование проведено по 

протоколу [22] с небольшими модификациями . Для этого 
к аликвоте каждого образца сыворотки объемом 50 мкл 
добавляли 200 мкл метанола, встряхивали на устройстве 
Вортекс в течение 10 мин, центрифугировали образцы в 
течение 10 мин при 14 тыс . об/мин (при 4  °С) и анализи-
ровали экстракт методом ВЭЖХ-МС/МС ВР .

Статистическая обработка результатов анализа прове-
дена с использованием программного обеспечения Graph 
Pad Prism 9 и Exсel, электронного ресурса MetaboAnalyst 
5 .0 . Нормальность распределения определена по методу 
Колмогорова-Смирнова, статистически значимые разли-
чия между двумя группами определены по методу Манна-
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Уитни и методом дискриминантного анализа частичных 
наименьших квадратов (Partial Least Squares Discriminant 

Analysis, PLS-DA) . Статистически значимыми считали 
различия при уровне значимости p<0,05 .

Т а б л и ц а  3

Характеристики разработанной методики определения уремических токсинов, холина и аминокислот в сыворотке крови

Аналит ЛД, мкг/мл R2 (n=5) ПО, мкг/мл КВ, % (n=5)

Холин 0,10-10 0,9998 0,005 3

Триметиаминоксид (TMAO) 0,10-10 0,9994 0,005 12

Индоксилсульфат 0,01-10 0,9993 0,005 4

Фенилацетилглутамин 0,01-10 0,9975 0,005 8

Гиппуровая кислота 0,10-10 0,9995 0,005 8

Индолуксусная кислота 0,10-10 0,9994 0,005 3
3-карбокси-4-метил-5-пропил-2-
фуранпропионат (CMPF) 0,10-10 0,9981 0,005 2

Индолглюкоронид 0,01-10 0,9999 0,001 8

Фенилглюкоронид 0,01-10 0,9967 0,001 10

Фенил сульфат 0,01-10 0,9999 0,005 9

Тирозин 0,10-10 0,9998 0,01 4

Фенилаланин 0,10-20 0,9999 0,01 4

Валин 0,10-30 0,9999 0,01 8

Пролин 0,10-20 0,9991 0,01 3

Метионин 0,10-10 0,9999 0,01 4

Триптофан 0,10-20 0,9999 0,01 5

Т а б л и ц а  4

Уремические токсины, холин, аминокислоты в образцах сыворотки крови в экспериментальной (IgAN) и контрольной (HC) группах

Аналит
Концентрация, мкг/мл Ме [Q1; Q3] p

Группа HC Группа IgAN
CMPF 2,21 [0,89;2,80] 1,19 [0,74; 2,46] 0,24
TМАО 0,73 [0,44; 1,07] 0,72 [0,43; 1,91] 0,46
Валин 23,53 [19,08; 27,23] 20,59 [17,67; 22,98] 0,10
Гиппуровая кислота 1,08 [0,60; 1,64] 1,32 [0,66; 2,62] 0,28
Индоксил сульфат  
(общее количество) 3,63 [2,15; 4,90] 3,13 [1,74; 4,98] 0,45

Индоксил сульфат (свободный) 0,40 [0,25; 0,63] 0,59 [0,33; 1,07] 0,11
Индолуксусная кислота  
(общее количество) 0,47 [0,35; 0,56] 0,30 [0,24; 0,39] 0,02

Индолуксусная кислота (свободная] 0,12 [0,10; 0,20] 0,15 [0,12; 0,19] 0,31

Карнитин 4,81 [3,88; 5,25] 4,61 [3,95; 5,48] 0,46

Метионин 1,88 [1,39; 2,23] 2,06 [1,87; 2,39] 0,11

Пролин 16,20 [13,65; 17,62] 13,04 [10,80; 15,43] 0,04

Тирозин 6,24 [5,77; 6,96] 5,17 [4,48; 6,61] 0,01

Триптофан 7,88 [7,16; 8,24] 5,90 [5,10; 6,89] <0,01

Фенилаланин 10,69 [8,69; 12,53] 9,26 [8,08; 10,82] 0,09

Фенилацетил глутамин 0,64 [0,34; 1,06] 1,02 [0,46; 1,55] 0,14

Фенилсульфат 0,26 [0,22; 0,61] 0,66 [0,38; 1,50] 0,01

Холин 2,09 [1,60; 2,49] 1,69 [1,54; 2,10] 0,19

Примечание . Жирным шрифтом выделены значения уровня значимости p < 0,05 .
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Результаты. На первом этапе исследования оцене-
ны воспроизводимость и правильность результатов из-
мерений, получаемых при использовании разработанной 
методики . Оценку воспроизводимости количественного 
определения целевых компонентов осуществляли с помо-
щью образца сыворотки для контроля (QC), который раз-
деляли на 5 аликвот и определяли фоновые концентрации 
целевых компонентов . Затем в объединённый образец сы-
воротки крови добавляли аналитические стандарты с из-
вестной концентрацией и анализировали . Линейные диа-
пазоны концентраций (ЛД), пределы обнаружения (ПО), 
и коэффициенты вариации (КВ) представлены в табл . 3 . 
Пределы количественного определения соответствуют 
нижним границам линейных диапазонов .

Как следует из табл . 3, разработанная методика об-
ладает удовлетворительными метрологическими ха-
рактеристиками и может быть применена для выполне-
ния измерений концентраций выбранной группы ана-
литов в целевом метаболомном исследовании .

Результаты определения уремических токсинов, хо-

лина и аминокислот в образцах сыворотки крови здо-
ровых добровольцев и пациентов с подтвержденным 
диагнозом IgAN представлены в табл . 4 . Результаты 
представлены как медианное значение (Me) и интерк-
вартильный размах в 25 и 75 персентилей .

По сравнению с группой контроля в образцах сы-
воротки крови пациентов с диагнозом IgAN (группа 
IgAN) наблюдали статистически значимое увеличе-
ние концентрации фенилсульфата на 60% (p=0,01), 
снижение концентраций пролина на 20% (p=0,04), 
тирозина на 17% (p=0,01), триптофана на 25% 
(p=0,01), общего количества индолуксусной кислоты 
на 36% (p=0,02) .

Оценка информативности ВЭЖХ-МС/МС ВР 
анализа сыворотки крови для диагностики IgAN. 
Для оценки потенциальной информативности выбран-
ного протокола анализа масс-хроматограммы, получен-
ные после анализа образцов сыворотки крови методом 
ВЭЖХ-МС/МС ВР, обработаны методом дробных наи-
меньших квадратов (PLS-DA) (см . рисунок) .

Различие в метаболомном профиле сыворотки крови добровольцев контрольной (HC) и основной (IgAN) групп .

Как видно из рисунка, методом PLS-DA выявлены 
достоверные (модель прошла перекрёстную проверку 
(cross validation) со значениями Q2=0 .66 и R2=0 .79) раз-
личия в метаболомном профиле сыворотки крови здо-
ровых добровольцев и пациентов с подтверждённым 
диагнозом IgAN . Можно сделать вывод, что сыворотка 
крови является информативной биоматрицей для прове-
дения метаболомных исследований в целях диагностики 

IgAN . Как следует из рисунка, группа IgAN является бо-
лее однородной в сравнении с группой контроля .

Обсуждение . У пациентов с почечной недостаточ-
ностью логично было бы ожидать повышения концен-
траций всех уремических токсинов в крови . То, что 
концентрации уремических токсинов в циркулирую-
щей крови напрямую связаны с нарушением функции 
почек, является консенсусным мнением [23] . В ряду 
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исследованных в работе уремических токсинов кон-
центрация фенилсульфата значимо (на 60%) повыше-
на у пациентов с диагнозом IgAN . Установлено, что 
уровни фенилсульфата в циркулирующей крови крыс 
значительно коррелируют с прогрессированием альбу-
минурии [24] . В нашем исследовании это подтвержде-
но применительно к пациентам с IgAN . Фенилсульфат 
может быть не только биомаркёром для ранней диагно-
стики, но и модифицируемой причиной и, следователь-
но, мишенью для лечения патологии почек .

Концентрации триптофана и продуцируемого ми-
кробиомом его метаболита индолуксусной кислоты в 
сыворотке крови пациентов с диагнозом IgAN практи-
чески синхронно (на 25-30%) понижены . Концентра-
ции свободной индолуксусной кислоты в сыворотке 
крови представителей обеих групп практически одина-
ковы, в то время как общее содержание за счёт связан-
ной с белком формы в группе IgAN понижено . Такой 
результат представляется неожиданным . Тем не менее, 
он подтверждается данными масштабного исследова-
ния [12], нацеленного на поиск биомаркёров плазмы 
крови для диагностики IgAN . Наиболее высокие кон-
центрации индолуксусной кислоты зафиксированы не 
только при IgAN в терминальных стадиях, но и, как это 
ни парадоксально, у здоровых добровольцев . В стадиях 
I-II содержание индолуксусной кислоты в крови пони-
жено . Индолуксусная кислота должна быть повышена 
в сыворотке крови при наличии воспалительных про-
цессов, кардиоваскулярных рисков, при неблагоприят-
ном прогнозе хронических болезней почек [25] . Если 
эти неблагоприятные эффекты скомпенсированы, уро-
вень индолуксусной кислоты в крови падает [26] . Воз-
можно, более низкий уровень индолуксусной кислоты 
в сыворотке крови группы IgAN обусловлен приемом 
фармацевтических препаратов, понижающих содер-
жание липополисахаридов в крови [27] . Определение 
диагностических биомаркёров IgAN в большинстве 
случаев будет происходить на фоне сопутствующих 
заболеваний и фармакотерапии, поэтому биомаркёры, 
сохраняющие диагностический потенциал независимо 
от этих обстоятельств, будут иметь особую ценность .

Термин «уремические токсины» является историче-
ски сложившимся, но с учётом современных представ-
лений далеко не все соединения, охватываемые этой 
группой, следует оценивать именно как токсины . Индо-
луксусная кислота в последние годы рассматривается с 
позиций её терапевтического потенциала в отношении 
различных проявлений дисбиоза кишечника [28] . В этой 
связи можно предполагать защитные функции индолук-
сусной кислоты при развитии IgAN, чем может быть 
обусловлено её пониженное содержание в сыворотке 
крови группы IgAN в сравнении с контрольной группой . 
Полученный результат интересен с позиций оценки не 
только диагностического, но и терапевтического потен-
циала индолуксусной кислоты . В этой связи важен ре-
зультат, установивший безусловную связь между индо-
луксусной кислотой и фактором роста стволовых клеток 
(SCF), необходимым для выживания, пролиферации и 
дифференцировки кроветворных стволовых клеток [29] .

В ряду исследованных биомаркёров для трёх ами-
нокислот - пролина, тирозина, триптофана, установле-
но значимое снижение их концентраций в сыворотке 
крови пациентов с IgAN в сравнении с контролем, что 

полностью совпадает с результатами исследования, в 
котором показано снижение концентраций этих трёх 
аминокислот при почечной дисфункции [30] . Эти три 
аминокислоты обнаруживали отрицательную корре-
ляцию с креатинином и мочевиной сыворотки крови . 
Снижение уровня пролина в сыворотке крови пациен-
тов с почечной дисфункцией установлено впервые, что 
может быть объяснено снижением реабсорбции проли-
на в почках . Снижение уровня тирозина в крови при по-
чечной дисфункции отмечалось и ранее, и объяснялось 
нарушением синтеза тирозина из фенилаланина в поч-
ках [31] . Снижение концентрации триптофана в цирку-
лирующей крови пациентов с почечной дисфункцией 
описано ранее [32], при этом выявлена отрицательная 
корреляция (r=–0,6) между концентрацией триптофана 
и тяжестью заболевания .

Хотя перечисленные различия между исследуемы-
ми в работе группами являются статистически значи-
мыми, они, все же с учётом малого объёма выборки, 
остаются сугубо ориентировочными . При переходе от 
пилотного эксперимента к когортному исследованию 
такие различия могут и не подтвердиться . В свете по-
лученной информации важно задаться вопросом, на-
сколько выбранный протокол ВЭЖХ-МС/МС ВР ана-
лиза сыворотки крови перспективен для диагностики и, 
возможно, стратегии терапевтического лечения IgАN . 
Как следует из рисунка, при анализе сыворотки крови 
методом ВЭЖХ-МС/МС ВР метаболом сыворотки па-
циентов с IgAN значительно отличается от контроля . 
Молекулярная верификация этих различий является 
сложной задачей .

Идентификация и поиск наиболее значимых и ха-
рактеристичных биомаркёров данного заболевания, 
определённых по полученным методом PLS-DA дан-
ным, будет проводиться на следующем этапе исследо-
вания . В рамках пилотного эксперимента задача диф-
ференциальной диагностики этиологии нефропатии 
не ставилась . Различия в этиологии заболеваний почек 
основываются на происхождении и точной анатомиче-
ской позиции процесса заболевания . Ввиду того, что в 
исследовании использована сыворотка крови пациен-
тов с клинически установленным диагнозом IgAN, мы 
не сочли возможным распространить полученные ре-
зультаты на другие формы болезней почек .

Заключение. Разработанная в рамках проведённого 
исследования методика определения 16 потенциальных 
биомаркёров IgAN в циркулирующей крови успешна 
валидирована и применена для целевого метаболомно-
го анализа . Результаты ВЭЖХ-МС/МС ВР анализа под-
твердили данные литературы о снижении концентраций 
трёх аминокислот: фенилаланина, тирозина, триптофа-
на у пациентов с IgAN . Из исследованных уремических 
токсинов индолуксусная кислота и фенилсульфат уста-
новлены в качестве биомаркёров-кандидатов, показав-
ших значимые различия в концентрациях в сыворотке 
крови пациентов с IgAN и контрольной группы . Неце-
левой метаболомный ВЖЖХ-МС/МС ВР анализ пока-
зал, что сыворотка крови является перспективной био-
матрицей для диагностики заболевания и, возможно, 
оценки тяжести его течения . Первоочередной задачей 
в этом направлении является подтверждение установ-
ленных и поиск новых биомаркёров-кандидатов, их ва-
лидация в дальнейших экспериментах .
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ОЦЕНКА ВЛИЯНИЯ МИКРОПЛАСТИКА НА ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ 
МОНОЯДЕРНЫХ ЛЕЙКОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ПРИ 
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.
Введение. Известно, что микропластик способен вызывать воспалительные реакции, однако имеющиеся данные о воздей-
ствии частиц микропластика на иммунные клетки человека и о поглощении клетками частиц микропластика довольно 
ограничены, что обусловлено  рядом недостатков существующих методов оценки эффектов микропластика. 
Цель - исследовать влияние частиц полистирольного микропластика на жизнеспособность мононуклеарных лейкоцитов 
периферической крови человека с использованием технологии проточной цитометрии с визуализацией Amnis Flowsight. 
Материал и методы. Исследование носило пилотный характер. Мононуклеары периферической крови здоровых доноров 
(n=6) подвергались in vitro воздействию полистирольного флуоресцентного микропластика диаметром 1,7-2,2 мкм в концен-
трации 25 мкг/мл в течение 1, 2 и 4 часов, параллельно проводилась серия контроля.  Далее оценивалась жизнеспособность 
клеток и степень их контакта с микропластиком при помощи проточного цитометра с визуализацией Amnis Flowsight и 
программного обеспечения INSPIRE. 
Результаты. Удалось установить, что микропластик снижает общую жизнеспособность мононуклеаров после 2 часов 
in vitro инкубации, при этом снижается жизнеспособность  моноядерных лейкоцитов крови,  имевших прямой контакт с 
частицами микропластика  на протяжении всего периода in vitro инкубации. На 4-ом часу инкубации наблюдается падение 
жизнеспособности мононуклеаров периферической крови при контакте с двумя и более частицами микропластика, что по-
казывает зависимость его неблагоприятного эффекта от числа частиц, контактирующих с клеткой.
Выводы. Воздействие полистирольного микропластика в концентрации 25 мкг/мл приводит к значимому снижению общей 
жизнеспособности моноядерных лейкоцитов крови человека уже после 2 часов in vitro инкубации. Наиболее выраженное 
снижение жизнеспособности мононуклеаров периферической крови наблюдается при контакте с двумя и более частицами 
микропластика. Проточная цитометрия с визуализацией является современным методом для оценки негативного влияния 
микропластика на клеточном уровне.
Ключевые слова: микропластик, мононуклеарные лейкоциты, проточная цитометрия с визуализацией
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Introduction. It is known that microplastic can induce inflammatory reactions, but the available data on the effects of microplastic 
particles on human immune cells and on cellular uptake of microplastic particles are rather limited due to a number of shortcomings 
of existing methods for assessing microplastic effects. 
Aim. To investigate the effect of polystyrene microplastic particles on the viability of human peripheral blood mononuclear leukocytes 
using Amnis Flowsight imaging flow cytometry technology.
Material and methods. This was a pilot study. Peripheral blood mononuclear cells from healthy donors (n=6) were exposed in vitro 
to polystyrene fluorescent microplastic 1.7-2.2 μm in diameter at a concentration of 25 μg/ml for 1, 2 and 4 hours; a series of controls 
were performed in parallel. Cell viability and the extent of cell contact with the microplastic were then assessed using an Amnis Flow-
sight imaging flow cytometer and INSPIRE software. It was found that microplastic reduces the total viability of mononuclear cells 
after 2 hours of in vitro incubation and reduces the viability of mononuclear blood leukocytes that had direct contact with microplastic 
particles throughout the whole in vitro incubation period. At the 4th hour of incubation, a drop in the viability of peripheral blood 
mononuclear leukocytes in contact with two or more particles of microplastic is observed, which shows the dependence of its adverse 
effect on the number of particles in contact with the cell.
Conclusion. Exposure to polystyrene microplastic at a concentration of 25 μg/mL leads to a significant decrease in the total viability of 
human blood mononuclear leukocytes after 2 hours of in vitro incubation. The most pronounced decrease in the viability of peripheral 
blood mononuclear leukocytes is observed in contact with two or more microplastic particles. Flow cytometry with visualization is a 
modern method to assess the negative effect of microplastic at the cellular level. 
Key words: microplastic, mononuclear leukocytes, imaging flow cytometry 
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              Введение. На сегодняшний день проблема 
загрязнения микропластиком является одной из самых 
обсуждаемых экологических угроз . Согласно данным 
ООН, в мире было произведено более 9 млрд тонн 
пластика [1, 2], а в пандемию COVID-19 человечество 
ежемесячно выбрасывало миллиарды производимых 
из полимеров перчаток и масок для лица [3] . В ходе 
биодеградации, термоокислительной деструкции, ме-
ханической фрагментации пластика образуются части-
цы, которые принято классифицировать в зависимости 
от их размера: нанопластик ≤0,1 мкм (НП), 0,1 мкм < 
микропластик <5 мм (МП), 0,5< мезопластик <5 см, 5< 
макропластик <50 см и мегапластик >50 см [4,5] . Наи-
более часто встречаются частицы МП из полиэтилена, 
полипропилена, поливинилхлорида и полистирола, 
при этом около 4 % от веса пластмасс приходится на 
добавки органического и неорганического происхож-
дения, обладающие токсическими свойствами [6] .

Установлено, что микропластик может попадать в 
организм человека через желудочно-кишечный тракт, 
кожу и дыхательные пути [7,8] . Ежегодно человек упо-
требляет с пищей от 39 000 до 52 000 частиц МП [9] . 
В 2022 году впервые опубликованы результаты работы, 
продемонстрировавшие наличие микропластика в кро-
ви человека [4] . 

Судьба частиц микропластика в организме человека 
и последствия их действия все еще остаются спорными 
и малоизученными . Эффекты частиц МП могут быть 
обусловлены их физическими свойствами (размером, 
формой, длиной), химическими свойствами (наличием 
добавок и типом полимера), концентрацией или слоем 
микробной биопленки [10,11] . Считается, что эпителий 
ЖКТ млекопитающих способны  пересекать частицы 
размером менее 150 мкм [10], а в дыхательные пути че-
ловека могут проникать частицы размером менее 135 
мкм, раздражая альвеолы [8] . Установлено, что части-
цы МП размером около 10 мкм пересекают гематоэнце-
фалический барьер, клеточные мембраны и плаценту 
[10] . Считается, что накопление и распределение МП 
в органах обратно пропорционально размеру частиц, а 
депонирование частиц МП размером менее 20 мкм про-
исходит в кишечнике, печени, почках [12] . Несмотря 
на отсутствие в мире единой (унифицированной) ут-
вержденной методики обнаружения и количественного 
подсчета частиц МП в образцах [13], ряд исследований 
указывает на присутствие пластика в человеческом ка-
ле [14], плаценте [15], легких [16], печени [17], кишеч-
нике [18] . В крови человека среднее значение суммар-
ной концентрации частиц МП размером ≥700 нм соста-
вило 1,6 мкг/мл, при этом обнаруженный пластик был 
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представлен в большинстве полиэтилентерефталатом, 
полиэтиленом и полистиролом [19] .

В ряде исследований подчеркивалась способность 
частиц МП и НП оказывать токсическое действие, вы-
зывать хроническое воспаление и повышать риск раз-
вития новообразований [20 - 22] . Среди негативных 
эффектов МП выделяют также влияние на энергети-
ческий и липидный обмен, окислительный стресс и 
нейротоксические реакции [11] . Способность полисти-
рольных частиц индуцировать продукцию АФК была 
обнаружена на клеточной линии Hs27 [23] и BEAS-2B 
[24] . Y . He   и соавторы  [25] показали цитотоксическое 
действие НП полистирола на клеточной линии HepG2, 
а на мононуклеарах периферической крови человека 
было показано, что микропластик индуцирует выра-
ботку цитокинов и хемокинов [11, 26 - 28] . 

Для изучения биологических эффектов МП на им-
мунные клетки крови в настоящее время использу-
ются различные методы и подходы . Известен подход 
в изучении эффектов МП на лимфоциты крови с ис-
пользованием показателей, характеризующих нару-
шение стабильности клеточного ядра и коэффициен-
та клеточного цитостаза, характеризующего процент 
снижения жизнеспособности клеток по результатам 
микроскопии окрашенных и фиксированных клеток 
[26] . J . Hwang  и соавт . [27] оценивали биологические 
эффекты микропластика на клеточных линиях тучных 
клеток и фибробластов, а также мононуклеарах крови 
с использованием конфокальной микроскопии . Данные 
подходы имеют значимые ограничения, обусловленные 
особенностями подготовки к исследованию: необходи-
мость фиксации клеток параформальдегидом, а так-
же обработка тритоном Х-100 непосредственно перед 
конфокальной визуализацией, что способно значимо 
искажать показатели жизнеспособности клеток . Также 
ограничением микроскопических методов анализа яв-
ляется невозможность исследовать популяции с боль-
шими выборками, содержащими тысячи событий, и ис-
пользование не более 3-4 флуоресцентных меток [29] .

Более точным представляется метод проточной ци-
тометрии, основным преимуществом которого являют-
ся: 1) способность за короткий срок обрабатывать мил-
лионы событий; 2) возможность единовременно ис-
пользовать несколько флуоресцентных маркёров [29] . 
Так, Kinga Kik и соавт . [30] продемонстрировали, что 
полистериновые наночастицы различного диаметра 
способны оказывать токсическое влияние на монону-
клеары человеческой крови, а  S . Ballesteros  и соавторы 
[28] выявили генотоксические эффекты МП по отно-
шению к мононуклеарам и полиморфноядерным лей-
коцитам . Ограничением конвенциональной проточной 
цитометрии является невозможность проследить био-
логические эффекты частиц МП при их прямом кон-
такте в отдельных клетках, а для выявления интернали-
зации частиц необходимо дополнительно использовать 
микроскопические методы исследования . 

Проточная цитометрия с визуализацией (ПЦВ) — 
это гибридная технология, объединяющая преиму-
щества цитометрии и микроскопии . ПЦВ позволяет 
значительно расширить объем выборки без привязки 
значений флуоресцентных параметров к их простран-
ственным распределениям и морфологическим осо-
бенностям клетки [29] . Метод ПЦВ позволяет получать 

качественные изображения анализируемых единичных 
клеток, что активно используется для исследования им-
мунопатогенеза ряда заболеваний [31] . Впервые метод 
ПЦВ для оценки влияния частиц МП на фагоцитоз и 
жизнеспособность был проведен на иммунных клетках 
атлантического лосося (Salmo salar) [32] . 

Мы предлагаем впервые использовать технологию 
Amnis Flowsight для оценки биологических эффектов 
МП на моноядерные лейкоциты (МЯЛ) перифериче-
ской крови человека, которые наиболее доступны в ру-
тинной клинической практике [33,34] . Таким образом, 
целью нашего исследования явилось изучение влияния 
частиц полистирольного микропластика диаметром 
1,7-2,2 мкм на жизнеспособность МЯЛ перифериче-
ской крови при помощи проточной цитофлуориметрии 
с визуализацией .

Материал и методы. Проведённое исследование 
одобрено Локальным этическим комитетом ФГБОУ ВО 
РязГМУ Минздрава России (протокол № 3 от 10 .10 .2022 
г .) и соответствует требованиям Надлежащей Клини-
ческой Практики (GCP) и Хельсинской декларации 
Всемирной Медицинской Ассоциации «Этические 
принципы проведения медицинских исследований с 
участием людей в качестве субъектов исследования» . 
В пилотное исследование были включены 6 здоровых 
доноров (3 мужчины, 3 женщины), давшие доброволь-
ное информированное согласие на участие в исследо-
вании, возраст участников составил 34,5 [31,75;35,5] 
года, 95% CI (31,00-37) . Критериями исключения яви-
лись злоупотребление алкоголем и наркотическими 
веществами, острые воспалительные и хронические 
заболевания в фазе обострения и неполной ремиссии, 
сахарный диабет 1-го и 2-го типа, онкологические за-
болевания и болезни крови, беременность и период 
лактации . Взятие крови осуществляли однократно на-
тощак путём венепункции с помощью вакуумных си-
стем для забора крови из кубитального доступа с ис-
пользованием пробирок Vacutainer® CPT™ - BD с раз-
делительным гелем, гепарином и фиколлом, от каждого 
донора исследовался один образец крови . Центрифу-
гировали пробирки Vacutainer® CPT™ - BD при 3000 
об/мин в течение 30 минут . Аккуратно забирали слой 
с мононуклеарами автоматической пипеткой и дважды 
отмывали в среде теплого PBS путем центрифугиро-
вания при 1600 об/мин в течение 10 минут . После вы-
деления мононуклеарных лейкоцитов полученную су-
спензию ресуспендировали в 1 мл среды RPMI-1640, 
содержащей L-глутамин и 10% эмбриональную бычью 
сыворотку . Далее измеряли концентрацию мононукле-
арных лейкоцитов, доводили её до 500 тысяч клеток в 
1 мл . Полученную суспензию делили на контрольный 
(без добавления частиц микропластика) и опытный об-
разцы (с добавлением частиц полистирольного микро-
пластика Polystyrene Fluorescent Particles 1,7-2,2 мкм, 
Light Yellow, High Intensity (Spherotech, USA) в конеч-
ной концентрации 25 мкг/мл), которые инкубировали 
в термостате при 37 ℃ . Взятие биоматериала на ана-
лиз жизнеспособности происходил через 1, 2 и 4 часа 
инкубации . За 15 минут до конца инкубации добавля-
ли CD-45 PE (Cloud-Clone Corp .), за 5 минут до конца 
инкубации добавляли 7-AAD (Biolegend) в количестве, 
соответствующем рекомендациям производителя . Ин-
кубация происходила в темноте . Цитометрические ис-
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следования проводились на проточном цитометре с ви-
зуализацией AmnisFlowsight (Cytek Biosciences, USA) 
при помощи голубого лазера (488 нм, 60 мВт), на сред-
ней скорости потока с использованием программного 
обеспечения INSPIRE® . Анализировали 10000 собы-

тий при помощи программного обеспечения IDEAS® . 
На рис . 1 представлена стратегия гейтирова-

ния при анализе жизнеспособности CD-45 поло-
жительных клеток, контактирующих с частицами 
микропластика .

Рис . 1 . Жизнеспособность МЯЛ крови при контакте с частицами микропластика .
А - выделение области единичных клеток (Single cells) по таким признакам как Area (площадь) и Aspect Ratio (сферичность), соответствующим морфо-
логии МЯЛ;
В - выделение клеток в фокусе с использованием функции IDEAS ® gradient RMS, которая помогает выбирать высококачественные изображения со 
среднеквадратичными значениями выше 50;
С - выделение CD-45- положительных клеток, их разделение на живые/мертвые при помощи витального красителя 7-AAD; 
D - выделение CD-45-положительных клеток, контактирующих с частицами микропластика с использованием функции IDEAS ® Internalization Wizard;
E - гистограмма, показывающая количество CD-45- положительных клеток, контактирующих с 1-ой частицей МП (R1) и 2-мя и более частицами МП 
(R2), полученная при помощи IDEAS ® Spot Wizard;
F - разделение CD-45- положительных клеток, контактирующих с 1 частицей МП (R1) на живые/мертвые при помощи витального красителя 7-AAD; 
G - разделение CD-45- положительных клеток, контактирующих с 2-мя и более частицами (R2) на живые/мертвые при помощи витального красителя 
7-AAD; 
H - Разделение CD-45- положительных клеток, контактирующих с частицами МП на живые/мертвые при помощи витального красителя 7-AAD . 

Для контрольных образцов стратегия гейтирования 
включает только графики А, B, C (см . рис .1) . 

Статистическую обработку проводили с исполь-
зованием программы GraphPad Software, США . При 
помощи критерия Шапиро-Уилка проверяли соот-
ветствие выборок нормальному распределению . 
Поскольку распределение было отличным от нор-
мального, для оценки статистической значимости 
использовали непараметрический критерий Краскел-
ла-Уоллиса, для поправки на множественное сравне-
ние использовали двухэтапный метод Бенджамини-
Кригера-Иекутелли, отличия считали статистически 
значимыми при p<0,05 .

Результаты. Жизнеспособность CD45+ МЯЛ, вы-
деленных с помощью BD CPT, за периоды инкубации 
1, 2 и 4 часа отражена в табл . 1 . Результаты представле-
ны в виде Me (95% CI)

Период от 1 до 4-х часов инкубации сопровождался 

сопоставимым уровнем жизнеспособности исследуе-
мых клеток с незначительным снижением показателя 
на 4-ом часу инкубации . Таким образом, относительно 
небольшое снижение жизнеспособности клеток позво-
лило предположить возможность оценки воздействия 
микропластика на показатель жизнеспособности при 
четырехчасовом воздействии .

Жизнеспособность клеток, подвергшихся экспо-
зиции микропластиком также статистически значимо 
снижалась спустя 4 часа инкубации по сравнению с 
1-м и 2-м часом .

Сравнение показателей жизнеспособности в общем 
пуле клеток контрольной и опытных образцов выяви-
ло статистически значимое падение жизнеспособности 
только на 2-м часу инкубации, однако наблюдалось 
достоверное снижение доли жизнеспособных МЯЛ, 
имевших контакт с микропластиком на всех временных 
промежутках in vitro инкубации (pис . 2) .
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   Т а б л и ц а  1
Уровень жизнеспособных CD45+ МЯЛ в течение 1, 2 и 4 часов (ч) в контрольных образцах (контроль, А)  

и в образцах с микропластиком 25 мкг/мл (МП, в)

Показатель
Время инкубации, ч

1 час 2 часа 4 часа

Доля жизнеспособных CD45+ 
МЯЛ в контрольных образцах, %

94,55[94,0;95,6]
95% CI (93,7-95,6)

95,65 [94,90;96,53]
95% CI (94,3-96,6)

88,55 [88,25;89,95]
95% CI (87,8-91,6)

p1-4=0,0455
p2-4=0,0031

Доля жизнеспособных CD45+ 
МЯЛ в образцах с МП 25 мкг/
мл, %

93,75[92,98;94,85]
95% CI (92 .9-95 .6)

93,0 [91 .43;93,78]
95% CI (91 .2-94 .3)#

88,6 [85,7;89,18]
95% CI (85,4-90,0)

p1-4=0,0041
p2-4=0,0110

Рис . 2 . Процент жизнеспособных CD45+лейкоцитов в течение 1, 2 и 4-х часов инкубации с микропластиком . 

Результаты на графиках представлены в виде Me (95% 
CI) .  Точное значение p отражено над столбцами в графи-
ках . Контроль МЯЛ - доля жизнеспособных CD45+ МЯЛ 
в контрольных образцах, МЯЛ МП - доля жизнеспособ-
ных CD45+ МЯЛ в образцах с МП 25 мкг/мл, МЯЛ связ 
МП- доля жизнеспособных клеток, проконтактировав-
ших с частицами МП от общего числа CD45+ МЯЛ .

Далее была проведена оценка количества клеток, 
проконтактировавших с частицами МП . Мы выявили 
тенденцию к снижению процентного содержания CD45+ 
клеток, связанных с частицами МП после 1-го часа ин-
кубации, что отражено в табл . 2 . Вместе с тем наблю-
далась тенденция к падению жизнеспособности клеток, 
имеющих контакт с МП, на 4-м часу инкубации .

                                                                                                                                   
Т а б л и ц а  2

Доля от общего числа CD45+ МЯЛ проконтактировавших с частицами микропластика и относительное количество  
жизнеспособных клеток среди МЯЛ, проконтактировавших с частицами микропластика 

Показатель
Время инкубации, ч

1 час 2 часа 4 часа
Доля клеток от общего числа CD45+ МЯЛ, про-
контактировавших с частицами МП , %

5,8 [3,55;7,1]
95% CI (3,4-8,9)

4,15 [3,33;4,73]
95% CI (2,8-5,7)

4,4 [3,88;5,88]
95% CI (3,2-7,6)

Доля жизнеспособных клеток, проконтакти-
ровавших с частицами МП от общего числа 
CD45+ МЯЛ, %

64,30 [69,30;74,78]
95% CI (56,2-82,8)

63,60 [72,75;78,98]
95% CI (62,1-83,1)

58,60 [52,10;60,93]
95% CI (45,8-61,3)

В этой связи было сделано предположение, что нали-
чие тенденции могло быть обусловлено различным коли-
чеством частиц, которое может быть связано с клеткой . 
Неоспоримым преимуществом проточной цитометрии с 

визуализацией является получение графических изображе-
ний, позволяющих отличить клетки без контакта с микро-
пластиком (рис .3, А), контактирующие с 1 частицей (рис .3, 
B), c 2-мя (рис .3, С), 3-мя и более частицами (рис .3, D) .
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Рис . 3 . Мононуклеарные лейкоциты без контакта с микропластиком (А), контактирующие с 1 частицей (В), c 2-мя частицами (С), c 3-мя частицами (D) .
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Мы проанализировали, менялось ли количество 
клеток, связанных с 1 частицей и 2-мя и более частица-
ми в течение 1,2 и 4-х часов инкубации, что отражено в 
табл . 3 . Оказалось, что относительное содержание кле-

ток, связанных с 1-й частицей статистически значимо 
выше на протяжении всего времени инкубации, чем 
связанных с 2-мя и более частицами . Результаты пред-
ставлены в виде Me (95% CI) . 

                                                  Т а б л и ц а 3                                                                         
Относительное количество CD45+ МЯЛ, проконтактировавших с частицами микропластика в зависимости от количества  

частиц и времени инкубации и динамика их жизнеспособности

Число проконтактировавших 
частиц

Время инкубации, ч
1 час 2 часа 4 часа

Относительное количество CD45+ МЯЛ, проконтактировавших с частицами МП

1 частица
4,72 [2,89;5,96]

95% CI (2,52-6,51)
3,66 [2,85;3,99]

95% CI (2,58-4,87)
3,50 [3,33;4,23]

95% CI (2,93-5,77)

2+ частицы
0,89 [0,78;1,79]

95% CI (0,64-2,71)
p1-2+=0,0043

0,53 [0,36;0,79]
95% CI (0,19-0,89)

p1-2+=0,0022

0,96
[0,56;1,733]

95% CI (0,3-2,0)
p1-2+=0,0022

Относительное количество живых CD45+ МЯЛ, проконтактировавших с частицами МП

1 частица 67,55 [58,35;77,08]
95% CI (56,7-87,2)

66,15 [51,13;75,73]
95% CI (38,90-77,90)

58,0 [52,53;62,05]
95% CI (40,6-67,0)

2+ частицы 45,24 [28,01;70,0]
95% CI (26,32-72,31)

40,63 [26,98;72,76]
95% CI (22,22-83,33)

27,88
[22,6; 36,76]

95% CI (22,22-37,93)
p1-2+=0,0022

При сравнении показателей жизнеспособности в за-
висимости от количества связанных частиц было уста-
новлено, что на 4-м часу инкубации достоверно сни-
жалась жизнеспособность клеток, имеющих контакт с 
2-мя и более частицами по сравнению с клетками, про-
контактировавшими с 1-й частицей .

Обсуждение. Мононуклеарные лейкоциты крови 
представляют собой смешанную популяцию миело-
идных и лимфоидных клеток . Миелоидные клетки 
включают моноциты, дендритные клетки и макрофаги . 
Лимфоидные клетки включают В-клетки, Т-клетки и 
NK-киллеры . Большинство МЯЛ (70-90%) - это лим-
фоциты, не обладающие способностью к фагоцитозу . 
В исследовании S . Ballesteros и соавторов [28] при дей-
ствии полистирольных частиц нано- и микропластика 
повреждение ДНК наблюдалось в моноцитах и поли-
морфноядерных клетках, но в лимфоцитах поврежде-
ний обнаружено не было . В то время как моноциты 
демонстрировали самое высокое поглощение поли-
стирольных частиц, лимфоциты демонстрировали не-
значительную интернализацию [28] . В связи с этим в 
данном пилотном исследовании мы не ставили цель 
оценить фагоцитирующую активность МЯЛ крови по 
отношению к частицам микропластика . Наряду с этим, 
предложенный нами метод может использоваться в 
дальнейших исследованиях для выявления негативно-
го действия частиц МП в отдельных субпопуляциях 
клеток крови, в том числе для оценки фагоцитоза и 
влияния МП на субклеточные структуры . Установлен-
ное нами значимое снижение жизнеспособности МЯЛ, 
имевших контакт с МП (см . табл . 1), могло быть объяс-
нено, в том числе физическим взаимодействием между 
микросферами МП и клеточной мембраной, приводя-
щим к её повреждению . Так, известно, что непосред-
ственный контакт клеточной мембраны с МП связан 
с продукцией активных форм кислорода (АФК) из-за 

нарушения равновесия химических реакций в клетках 
[27, 35] . Полученные нами результаты, демонстрируют, 
что наиболее неблагоприятное действие на жизнеспо-
собность проявляется при контакте клетки более чем 
с одной частицей (см . табл . 3) . Эти данные позволяют 
дополнить представления о влиянии МП на жизнеспо-
собность клеток, имеющиеся на сегодняшний день . 

Ограничением проведенного исследования является 
короткий промежуток времени инкубации, недостаточ-
ный для выделения из пластика токсичных веществ, 
таких как пластификаторы и мономеры . Тем не менее, 
в исследовании V . Paget и соавт . [36] был выявлен ге-
нотоксический эффект полистирольных наночастиц 
на линии легочных эпителиальных клеток (Calu-3) и в 
макрофагах (THP-1) уже через 1,2 и 4 часа .  A . Salimi 
и соавт . [35] обнаружили цитотоксичность МП из по-
ливинилхлорида ПВХ на лимфоцитах крови человека 
в течение 3-х часового воздействия, которая была свя-
зана с образованием внутриклеточных активных форм 
кислорода, повреждением лизосомальных мембран, 
падением митохондриального мембранного потенциа-
ла . Хотя мы и выявили небольшое снижение жизнеспо-
собности в общей суспензии мононуклеаров крови по-
сле 2-х часового воздействия частиц МП, длительное 
воздействие потенциально может вызвать более выра-
женный эффект . Кроме того, используемый в исследо-
вании МП был сферической формы и не подвергался 
непосредственному воздействию окружающей среды, 
механической деструкции и характеризовался отсут-
ствием микроорганизмов и загрязняющих веществ . Ак-
туальным представляется исследование эффектов МП, 
подвергшихся механическому воздействию, поскольку 
острые края частиц при контакте с клеткой вызывают 
механические повреждения мембраны и скорый биохи-
мический ответ [11] .

Кроме того, в дальнейших исследованиях следует 
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оценить влияние различных концентраций МП . Так,  
S . Ballesteros и соавт . [28] исследовали влияние пла-
стика на лейкоциты периферической крови человека в 
концентрации пластика 1,10,25,50,100 мкг /мл, причем 
наибольшая экспрессия провоспалительных цитокинов 
наблюдалась в концентрации 25 мкг /мл . H . Çobanoglu 
и соавт . [37] оценивали эффекты частиц полистироль-
ного МП крупного диаметра 10-45 мкм с концентраци-
ей 25, 50, 100, 250 и 500 мг/мл, генотоксическое дей-
ствие по отношению к МЯЛ периферической крови 
были зафиксировано в высоких концентрациях-250 и 
500 мкг/мл . Y . Park и соавт . [32] работали с низкой кон-
центрацией МП 0 .05 мкг/мл, средней- 5 мкг/мл и высо-
кой– 50 мкг/ мл . Мы исследовали концентрацию поли-
стирольного МП 25 мкг/мл, несколько превосходящую 
ту, что обнаружена в крови человека (1,6 мкг /мл) [19] . 
Полученные результаты помогли выявить некоторые 
первичные сдвиги, наблюдаемые в жизнеспособности 
МЯЛ периферической крови . 

Заключение. В ходе проведенного исследования 
было обнаружено, что воздействие полистирольного 
микропластика (1,7-2,2 мкм, Light Yellow, High Intensity 
(Spherotech) в концентрации 25 мкг/мл приводит к зна-
чимому снижению общей жизнеспособности моно-
ядерных лейкоцитов крови человека после 2-х часов in 
vitro инкубации, при этом снижается жизнеспособность 
моноядерных лейкоцитов крови, имевших прямой кон-
такт с частицами МП  на протяжении всего периода in 
vitro инкубации . На 4-м часу инкубации наблюдается 
падение жизнеспособности мононуклеаров перифери-
ческой крови при контакте с двумя и более частицами 
МП, что указывает на зависимость показателя жизне-
способности от числа проконтактировавших с клеткой 
частиц МП . Проточная цитометрия с визуализацией яв-
ляется современным методом для оценки негативного 
влияния МП на клеточном уровне .
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ИНТЕГРАЛЬНЫЕ ГЕМАТОЛОГИЧЕСКИЕ ИНДЕКСЫ ПРИ ОСТРОМ КАЛЬКУЛЕЗНОМ 
ХОЛЕЦИСТИТЕ

Азербайджанский медицинский университет, 1022, Баку, Азербайджан

Цель исследования - изучение значения интегральных гематологических индексов (ИГИ) в ранней диагностике деструктив-
ных форм острого калькулезного холецистита. Приведены результаты исследования 116 больных острым калькулезным 
холециститом. Больные разделены на 3 группы: I группа - 53 больных с катаральной, II группа - 38 больных с флегмоноз-
ной, III группа - 25 больных с гангренозной формой заболевания. У всех больных при поступлении брали кровь для изучения 
гематологических индексов. Изучены следующие показатели: лимфоцитарный индекс (ЛИ), индекс соотношения лимфоци-
тов и моноцитов (ИСЛМ), индекс соотношения нейтрофилов и лимфоцитов (ИСНЛ), индекс соотношения нейтрофилов 
и моноцитов (ИСНМ), индекс соотношения лимфоцитов и эозинофилов (ИСЛЭ), индекс соотношения лимфоцитов и СОЭ 
(ИЛСОЭ), лимфоцитарно-гранулоцитарный индекс (ИЛГ), общий индекс (ОИ), индекс иммунореактивности (ИРИ), лейко-
цитарный индекс интоксикации по В.К. Островскому (ЛИИ), индекс сдвига лейкоцитов крови (ИСЛК). Анализ интеграль-
ных гематологических показателей периферической крови служит ранним ориентиром в диагностике деструктивных форм 
калькулезного холецистита.
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INTEGRAL HEMATOLOGICAL INDEXES IN ACUTE CALCULUS CHOLECYSTITIS

Azerbaijan Medical University, 1022, Baku, Azerbaijan

The aim of the research was to study the importance of integral hematological indexes (IHI) in the early diagnosis of destructive forms 
of acute calculus cholecystitis. The results of the research of 116 patients with acute calculus cholecystitis are presented. The patients 
were divided into 3 groups: group 1 - 53 patients with catarrh, group 2 - 38 patients with phlegmon and group 3 - 25 patients with 
gangrene. The blood samples were taken from all patients at their admission to study hematological indexes. The following indicators 
were studied: lymphocyte index (LI), lymphocyte-to-monocyte ratio index (LMRI), neutrophil-to-lymphocyte ratio index (NLRI), 
neutrophil-to-monocyte ratio index (NMRI), neutrophil-to-eosinophil ratio index (NERI), lymphocyte-to-ESR ratio index (LESRRI), 
lymphocyte-granulocyte index (LGI), general index (GI), immunoreactive index (IRI), leukocyte index of intoxication according to V.K. 
Ostrovsky (LII), blood leukocyte shift index (BLSI). Integrated analysis of hematological parameters of peripheral blood serves as an 
early guide in the diagnosis of destructive forms of calculus cholecystitis.
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Введение. С каждым годом совершенствуются диа-
гностические возможности, однако не всем лечебным 
учреждениям доступны современные высокотехноло-
гичные методы диагностики и исследования, что опре-
деляется оснащением и возможностями лабораторных 
служб лечебного учреждения . Общеклинический ана-
лиз периферической крови всегда остается доступным 
и распространенным методом обследования . К боль-
шому сожалению, и в наши дни на фоне дорогостоя-
щих обследований диагностическая информативность 
«рутинных» показателей клинического анализа крови 
остается в «тени» и требует пересмотра .

Не следует забывать, что именно кровь служит вну-
тренней интегральной средой, играющей главную роль 
в неспецифических и специфических реакциях защиты 
организма и тем самым влияющей на его реактивность и 
резистентность . Кровь является транспортной системой 
для химических веществ и газов, благодаря чему беспре-
рывно происходят обменные процессы в организме .

Форменными элементами крови являются эритро-
циты, лейкоциты (гранулоциты: нейтрофилы, эозино-
филы, базофилы и агранулоциты: лимфоциты, моноци-
ты), тромбоциты . Основной функцией нейтрофильных 
гранулоцитов является фагоцитоз; клетки выполняют 
защитную роль . Эозинофилы участвуют в основном в 
аллергических реакциях, хотя и способны к фагоцитозу . 
Лимфоциты являются центральным звеном специфиче-
ских иммунологических реакций и носителями имму-
нологической памяти . Моноцитам – наиболее крупным 
клеткам - свойственен фагоцитоз, особенно в отноше-
нии фрагментов клеток, чужеродных мелких тел и т . п .

На развитие воспалительного процесса в организме 
кровь отвечает соответствующими изменениями кле-
точного состава . В хирургической практике убедитель-
ным доказательством воспаления обычно считается 
лейкоцитоз с нейтрофилезом .

Учитывая физиологические функции и специфиче-
ские свойства лейкоцитов и их субпопуляций, с учетом 
значений интегральных гематологических индексов 
(ИГИ), в том числе лейкоцитарных, можно судить о со-
стоянии организма и его изменениях при патологиче-
ских процессах . Работами ряда авторов [1-8] доказана 
информативность ИГИ периферической крови в диа-
гностике острых гнойно-воспалительных заболеваний 
различной локализации и ряда других патологий, мо-
ниторинге их течения и прогнозировании исходов .

Острое воспаление желчного пузыря как наиболее 
распространенное осложнение желчнокаменной бо-
лезни у 35% пациентов имеет стертую клиническую 
симптоматику, что приводит к запоздалой диагностике, 
развитию деструктивных форм холецистита и желчно-
го перитонита и, тем самым, к запоздалому оператив-
ному вмешательству, что значительно повышает риск 
развития гнойно-воспалительных осложнений и про-
цент летальности в послеоперационном периоде .

Цель работы: оценка значения интегральных гема-
тологических индексов (ИГИ) в ранней диагностике де-
структивных форм острого калькулезного холецистита .

Материал и методы. Под нашим наблюдени-
ем находились 116 больных (19 мужчин, 97 женщин) 
в возрасте от 19 до 87 лет, поступивших в клинику с 
диагнозом «острый калькулезный холецистит» (ОКХ) . 
105 больным (90,5%) впоследствии проведена лапаро-

скопическая, 11 (19,5%) - открытая холецистэктомия . 
В зависимости от клинической формы ОКХ пациентов 
разделили на группы: I группа - 53 больных с катараль-
ной, II группа - 38 больных с флегмонозной, III группа 
- 25 больных с гангренозной формой заболевания . У 
всех больных при поступлении брали кровь из пери-
ферической вены в пробирки с EDTA-K2, выполняли 
клинический анализ крови на гематологическом анали-
заторе MINDRAY BC-6200 (Китай), определяли гема-
тологические индексы . Ежедневно проводили внутрен-
ний контроль качества исследований, внешняя оценка 
качества осуществлялась в системе KBUDEK (External 
Quality Control Program) . Рассчитывали следующие ге-
матологические индексы:

1 . ЛИ (лимфоцитарный индекс) - абсолютное (#) и 
процентное (%) соотношение лимфоцитов и ней-
трофилов: ЛИ # = (лимф . #) / (нейтр . #) и ЛИ % 
(лимф . %) / (нейтр . %);

2 . ИСЛМ (индекс соотношения лимфоцитов и мо-
ноцитов) - абсолютное (#) и процентное (%) зна-
чение: ИСЛМ # = (лимф . #)/(мон . #) и ИСЛМ = 
(лимф . %) / (мон . %);

3 . ИСНЛ (индекс соотношения нейтрофилов и лим-
фоцитов) - абсолютное (#) и процентное (%) зна-
чение: ИСНЛ# = (нейтр . #) / (лимф . #) и ИСНЛ % 
= (нейтр . %) / (лимф . %);

4 . ИСНМ (индекс соотношения нейтрофилов и мо-
ноцитов) - абсолютное (#) и процентное (%) зна-
чение: ИСНМ # = (нейтр . #) / (мон . #) и ИСНМ % 
= (нейтр  .%) / (мон . %);

5 . ИСЛЭ (индекс соотношения лимфоцитов и эо-
зинофилов) - абсолютное (#) и процентное (%): 
ИСЛЭ # = (лимф . #) / (эоз . #) и ИСЛЭ % = (лимф . 
%) / (эоз . %);

6 . ИЛСОЭ (индекс соотношения лимфоцитов и 
СОЭ): ИЛСОЭ = (лимф . % х СОЭ) / 100;

7 . ИЛГ (лимфоцитарно-гранулоцитарный индекс): 
ИГЛ = (лимф . % х 10) / (эоз . % + нейтр . %);

8 . ОИ (общий индекс) = ИЛСОЭ + ИЛГ;
9 . ИРИ (индекс иммунореактивности) = (лимф . % + 

эоз . %) / (мон . %);
10 . ЛИИ (О) - лейкоцитарный индекс интоксикации 

по В .К . Островскому: ЛИИ (О) = (нейтр . %) / 
(баз . % + эоз . % + мон . %) [9];

11 . ИСЛК (индекс сдвига лейкоцитов крови) ИСЛК 
= (нейтр . # + эоз . # + баз . #) / (лимф . # + мон . #) .

За норму принимали изученные показатели у 20 
практически здоровых лиц . Полученные в ходе прове-
денных исследований числовые данные статистически 
обработаны с использованием с вычислением M±m и 
критерия Уилкоксона-Манна-Уитни, порогом досто-
верности различий было принято значение p<0,05 .

Результаты проведенных лабораторных исследо-
ваний в трёх группах больных представлены в таблице .

Как следует из представленных данных, у больных 
с ОКХ наблюдались изменения ИГИ, глубина которых 
зависела от клинической формы ОКХ . Лимфоцитар-
ный индекс (ЛИ), отражающий взаимоотношение гу-
морального и клеточного звена иммунитета и сбалан-
сированность иммунного ответа в целом [10], у боль-
ных при поступлении в абсолютном (#) и в процентном 
(%) отношении снижен (р<0,001) по сравнению с по-
казателями у здоровых лиц . У больных с катаральной 
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ИГИ у больных в зависимости от клинической формы острого калькулезного холецистита

Показатели Форма ОКХ Число обследованных M ± m min max PU PU1 PU2

ЛИ #

Норма 20 0,494 0,033 0,354 0,935
Катаральная 53 0,313 0,010 0,137 0,455 <0,001*
Флегмонозная 38 0,168 0,009 0,078 0,304 <0,001* <0,001*
Гангренозная 25 0,113 0,007 0,070 0,211 <0,001* <0,001* <0,001*

ЛИ %

Норма 20 0,546 0,026 0,371 0,717
Катаральная 53 0,330 0,009 0,142 0,494 <0,001*
Флегмонозная 38 0,188 0,008 0,081 0,354 <0,001* <0,001*
Гангренозная 25 0,156 0,007 0,082 0,229 <0,001* <0,001* 0,005*

ИСЛМ #

Норма 20 3,98 0,17 2,67 5,60
Катаральная 53 2,32 0,09 0,84 4,00 <0,001*
Флегмонозная 38 1,40 0,06 0,59 2,06 <0,001* <0,001*
Гангренозная 25 1,09 0,06 0,60 1,75 <0,001* <0,001* 0,001*

ИСЛМ %

Норма 20 4,17 0,20 2,56 5,83
Катаральная 53 2,37 0,07 1,27 3,61 <0,001*
Флегмонозная 38 1,29 0,06 0,79 2,56 <0,001* <0,001*
Гангренозная 25 1,16 0,06 0,61 1,66 <0,001* <0,001* 0,574

ИСНЛ #

Норма 20 2,16 0,11 1,07 2,83
Катаральная 53 3,43 0,14 2,20 7,27 <0,001*
Флегмонозная 38 6,84 0,44 3,29 12,81 <0,001* <0,001*
Гангренозная 25 9,65 0,54 4,75 14,32 <0,001* <0,001* <0,001*

ИСНЛ %

Норма 20 1,92 0,10 1,40 2,70
Катаральная 53 3,18 0,11 2,02 7,02 <0,001*
Флегмонозная 38 5,73 0,29 2,83 12,33 <0,001* <0,001*
Гангренозная 25 6,81 0,39 4,36 12,16 <0,001* <0,001* 0,005*

ИСНМ #

Норма 20 8,39 0,40 4,43 11,33
Катаральная 53 7,75 0,37 3,31 15,12 0,038*
Флегмонозная 38 8,88 0,46 5,21 19,29 0,954 0,032*
Гангренозная 25 10,09 0,59 6,22 15,89 0,105 0,001* 0,074

ИСНМ %

Норма 20 7,79 0,37 5,43 10,34
Катаральная 53 7,28 0,20 5,02 14,55 0,182
Флегмонозная 38 6,96 0,18 5,19 10,20 0,095 0,201
Гангренозная 25 7,57 0,36 5,81 15,13 0,568 0,524 0,055

ИСЛЭ #

Норма 20 15,5 0,7 10,95 21,63
Катаральная 53 13,6 0,9 3,19 33,33 0,109
Флегмонозная 38 12,4 1,2 3,30 29,80 0,084 0,233
Гангренозная 25 7,5 0,9 1,67 19,83 <0,001 <0,001 <0,01

ИСЛЭ %

Норма 20 21,0 2,3 11,92 45,88
Катаральная 53 20,0 2,2 4,94 77,33 0,113
Флегмонозная 38 18,7 2,9 2,49 66,00 0,021* 0,157
Гангренозная 25 10,0 1,4 1,31 31,00 <0,001 <0,001 0,039*

ИЛСОЭ

Норма 20 3,29 0,44 0,74 7,46
Катаральная 53 2,70 0,19 0,40 7,20 0,266
Флегмонозная 38 2,82 0,22 0,22 5,85 0,589 0,445
Гангренозная 25 4,12 0,39 1,36 9,72 0,110 <0,001 <0,05

ИГЛ

Норма 20 5,30 0,25 3,64 6,77
Катаральная 53 3,21 0,09 1,42 4,81 <0,001
Флегмонозная 38 1,84 0,08 0,79 3,38 <0,001 <0,001
Гангренозная 25 1,52 0,07 0,82 2,20 <0,001 <0,001 <0,01

ОИ

Норма 20 8,58 0,54 5,13 11,95
Катаральная 53 5,92 0,22 3,42 11,16 <0,001
Флегмонозная 38 4,66 0,25 1,77 8,15 <0,001 <0,001
Гангренозная 25 5,65 0,40 2,76 11,64 <0,001 0,268 0,070

ИРИ

Норма 20 4,39 0,21 2,74 5,95
Катаральная 53 2,55 0,08 1,31 3,98 <0,001
Флегмонозная 38 1,43 0,07 0,85 2,89 <0,001 <0,001
Гангренозная 25 1,35 0,07 0,66 2,09 <0,001 <0,001 0,911

ЛИИ (О)

Норма 20 1,46 0,07 1,05 2,05
Катаральная 53 2,06 0,06 1,48 3,83 <0,001
Флегмонозная 38 2,89 0,10 1,86 5,02 <0,001 <0,001
Гангренозная 25 3,23 0,15 2,02 5,54 <0,001 <0,001 <0,05

ИСЛК

Норма 20 1,77 0,08 0,93 2,26
Катаральная 53 2,41 0,09 1,50 4,97 <0,001
Флегмонозная 38 3,83 0,19 2,07 7,56 <0,001 <0,001
Гангренозная 25 4,93 0,23 2,81 7,38 <0,001 <0,001 <0,001

Примечание . Статистическая значимая разница по U-критерию Mann-Whitney: 
PU – с показателями контрольной группы; PU1 - с показателями группы с катаральной формой; PU2 - с показателями группы с флегмонозной 
формой; * - «нулевая» гипотеза отвергается .
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формой воспаления при поступлении ЛИ (#) и ЛИ (%) 
ниже по сравнению с нормой соответственно на 36,7% 
(р<0,001) и 39,6% (р<0,001), с флегмонозной - на 66,1% 
(р<0,001) и 65,6% (р<0,001), с гангренозной - на 77,1% 
(р<0,001) и 71,3% (р<0,001) . Понижение ЛИ при нали-
чии воспаления в желчном пузыре можно расценить 
как связанное с тенденцией к незавершенности иммун-
ных реакций . Изменения ЛИ указывают на недоста-
точный ресурс адаптационных механизмов организма, 
особенно при деструктивных формах ОКХ, поскольку 
лимфоциты, как одно из ведущих звеньев иммунитета, 
отражают реакции адаптации . У больных с ОКХ, осо-
бенно с деструктивными формами заболевания, уро-

вень ЛИ показывает несбалансированность иммунного 
ответа клеток крови .

Индекс соотношения лимфоцитов и моноцитов 
(ИСЛМ), свидетельствующий о взаимоотношениях аф-
фекторной и эффекторной цепи иммунного ответа, в 
целом по группе и в зависимости от клинической фор-
мы воспаления желчного пузыря существенно снижен . 
Наиболее низкий показатель отмечен у больных с флег-
монозной и гангренозной формой (см . таблицу, рис . 1) . 
Анализ абсолютного количества и процентного содер-
жания лимфоцитов в периферической крови больных 
выявил их достоверное прогрессирующее уменьшение 
у больных с деструктивными формами ОКХ .

Рис . 1 . Сравнительная оценка уровня ИСЛМ в зависимости от формы воспаления желчного пузыря .

ИСНЛ - индекс соотношения нейтрофилов и лим-
фоцитов, характеризующий реакции врождённого и 
адаптивного иммунитета при воспалении [11], при по-
ступлении в целом у больных повышен в абсолютном 
выражении в 2,7 раза (p<0,001) и в процентном – в 2,5 
раза (p<0,001) по отношению к норме . У больных с 
катаральной формой ОКХ ИСНЛ (#) и ИСНЛ (%) по 
сравнению с показателями у здоровых людей больше 
соответственно на 58,7% (p<0,001) и 65,9% (p<0,001), 
с флегмонозной формой - в 3,2 (p<0,001) и в 3,0 раза 
(p<0,001), с гангренозной формой - в 4,5 (p<0,001) и в 
3,5 раза (p<0,001) . Повышение показателя ИСНЛ сви-
детельствует об интенсификации воспалительных про-
цессов в организме и связано с повышением основной 
популяции лейкоцитов периферической крови - сег-
ментоядерных нейтрофилов .

Индекс соотношения нейтрофилов и моноцитов 
(ИСНМ) отражает состояние компонентов микрофа-
гальной и макрофагальной системы, т . е . клеточно-фа-
гоцитарной защиты, и свидетельствует о фагоцитарной 
активности в очаге воспаления [12] . В целом, у боль-
ных при поступлении значения ИСНМ (#) и ИСНМ (%) 
соответственно на 2,8% больше и на 7,1% меньше, при 

катаральной форме - на 7,6% (p<0,05) и на 6,5% мень-
ше, при флегмонозной форме - на 5,8% больше и 10,7% 
меньше, при гангренозной форме - на 20,3% больше и 
на 2,8% меньше по сравнению с показателями у здо-
ровых лиц . У больных при всех формах воспаления 
желчного пузыря наблюдалось повышение абсолютно-
го и процентного содержания нейтрофилов и моноци-
тов . Вероятно, это обусловлено тем, что в реализации 
воспалительного процесса при данной патологии веду-
щую роль играют нейтрофилы, а при утилизации раз-
рушенных клеток на первый план выходят моноциты .

ИСЛЭ - индекс соотношения лимфоцитов к эози-
нофилам, косвенно отражающий процессы гиперчув-
ствительности немедленного и замедленного типа [12], 
в целом у больных снижен по сравнению со здоровыми 
людьми . Значения ИСЛЭ (#) и ИСЛЭ (%) при деструк-
тивных формах ОКХ снижались, особенно значитель-
но при гангренозной форме - на 39,7% и 46,4% соответ-
ственно по сравнению с аналогичными показателями у 
больных с флегмонозной формой (см . таблицу) .

ИЛСОЭ - индекс соотношения лейкоцитов и СОЭ 
- при поступлении у больных недостоверно (на 7,3%) 
ниже, чем у здоровых лиц, в том числе при катараль-
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ной форме - на 17,7%, при флегмонозной - на 14,3% 
меньше по сравнению с нормой, но при гангренозной 
- на 46,5% (p2<0,001) больше, чем при флегмонозной . 
Повышение ИЛСОЭ при гангренозной форме ОКХ 
указывает на наличие интоксикации, что, вероятно, 
свидетельствует об инфекционном характере воспали-
тельного процесса в желчном пузыре .

Лимфоцитарно-гранулоцитарный индекс (ИЛГ), 
отражающий активность воспаления и позволяющий 
дифференцировать аутоинтоксикацию от инфекцион-
ной интоксикации [13], в целом у больных статисти-
чески достоверно снижен (на 54,7%), при катаральной 
форме - на 39,3%, при флегмонозной - на 65,3%, при 
гангренозной форме - на 71,3% относительно значения 
у здоровых лиц .

ИСЛК - индекс сдвига лейкоцитов крови - в целом 
у больных увеличен на 93,5% (p<0,001) по сравнению 
с нормой, что свидетельствует об активности воспали-
тельного процесса и нарушении иммунологической ре-
активности организма [13] . Сравнительная оценка по-
казателя ИСЛК в зависимости от клинической формы 
ОКХ выявила, что данный показатель в наибольшей 
степени повышается при деструктивных формах (рис . 
2) и отражает адекватность и своевременность иммун-
ного ответа клеток периферической крови . У больных 
со всеми формами ОКХ в лейкоцитарной формуле пе-
риферической крови выявлено увеличение абсолютно-
го количества нейтрофилов, эозинофилов, базофилов, 
моноцитов на фоне снижения относительного количе-
ства лимфоцитов .

Рис . 2 . Сравнительная оценка уровня ИСЛК в зависимости от клинической формы ОКХ .

Рис . 3 . Связь уровня показателей ЛИИ (О), ОИ и ИРИ с формой воспаления желчного пузыря .
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Повышение уровня ЛИИ (О) как показателя про-
цессов тканевой деградации и уровня эндогенной ин-
токсикации [14] в зависимости от клинической формы 
воспаления в желчном пузыре у больных наблюдалось 
на фоне снижения показателей ОИ и ИРИ (рис . 3) .

Можно констатировать, что воспалительные про-
цессы в желчном пузыре при ОКХ отражаются на со-
ставе периферической крови, сопровождаясь сдвигами 
интегральных гематологических индексов . Их измене-
ния позволяют судить о состоянии иммунной системы, 
выраженности и тяжести воспалительного процесса и 
глубине эндогенной интоксикации . Классические био-
маркеры воспаления - количество лейкоцитов и ней-
трофилов - не всегда отражают активность воспаления 
и порой не повышаются . Для объективизации количе-
ственных показателей лейкоцитов крови при оценке 
течения и выраженности воспалительных процессов в 
настоящее время с успехом применяют ряд ИГИ, по-
скольку их определение является простым, экономи-
чески выгодным и всегда доступным в диагностике 
острых воспалительных процессов .

Современные биомаркеры воспаления 
(С-реактивный протеин, прокальцитонин, пресеп-
син, ИЛ-6 и др .) являются более информативными 
и чувствительными, однако их определение не всег-
да доступно для широкого круга больных, особенно 
в острых случаях . В этой ситуации, в том числе при 
поступлении в лечебные учреждения, ИГИ могут слу-
жить дополнительными показателями, позволяющими 
оценить иммунные сдвиги в организме при гнойно-
воспалительных процессах, в том числе при ОКХ .

Заключение. Интегральные гематологические ин-
дексы периферической крови позволяют оценить рабо-
ту эффекторных механизмов иммунной защиты, врож-
дённого иммунитета, интенсивность воспалительного 
процесса, глубину эндогенной интоксикации . Анализ 
интегральных гематологических показателей перифе-
рической крови представляет собой доступный, ран-
ний, простой и дешевый ориентир для диагностики 
деструктивных форм калькулезного холецистита . В 
диагностике острого холецистита, наряду с клинико-
инструментальными исследованиями, можно рекомен-
довать использовать интегральные гематологические 
показатели, особенно у больных старшего возраста и 
при стертом клиническом течении .
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ОПЫТ ПРИМЕНЕНИЯ АВТОМАТИЧЕСКОГО БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОГО АНАЛИЗАТОРА 
КУЛЬТУР КРОВИ  ЮНОНА® LABSTAR  В РУТИННОЙ ПРАКТИКЕ МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЙ 
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Результат гемокультивирования предоставляет важную клинически значимую информацию, способствующую лечению па-
циента и сокращению пребывания пациента в стационаре. 
Материал и методы. Проанализирован опыт использования анализатора культур крови ЮНОНА®Labstar в рутинной прак-
тике микробиологической лаборатории многопрофильного стационара г. Москвы. 
Результаты. В видовом спектре микроорганизмов, вызывавших инфекции кровотока, превалировал вид E. coli (31,0%), да-
лее следовали коагулазаотрицательные стафилококки (КОС) - 23,2%, K. pneumoniae - 17,4%, S. aureus – 9,0%. Прочие ви-
ды микроорганизмов встречались менее чем в 5,0% случаев. Анализ среднего времени культивирования микроорганизмов 
показал, что 68,9% положительных проб крови подали сигнал тревоги в первые сутки культивирования, 37,5% проб - в 
интервале времени от 12 до 24 часов. За период до 6 часов просигнализировали положительными 8,6%. Две трети от всех 
положительных проб крови приходились на пациентов ОРИТ (29,5%) и онкогематологии (39,3%), далее следовали отделение 
хирургии - 7,1% и отделение реабилитации ЦНС - 5,5%. Доля встречаемости бактериемий в других отделениях стационара 
не превышала 2%.
Обсуждение. Формы кривых роста микроорганизмов при использовании флаконов, предназначенных для гемокультиваторов 
других марок, в отличие от оригинальных флаконов производителя, различаются по точке начала логарифмической фазы, 
а также по высоте подъёма кривой в данной фазе. Применение медицинских изделий не в соответствии с их регистрацией 
запрещено Федеральным законом от 21.11.2011 № 323-ФЗ «Об основах охраны здоровья граждан в Российской Федерации», 
и соответствующими постановлениями Правительства, и приказами Минздрава Российской Федерации. Нарушение влечёт 
за собой применение статьи 238.1 Уголовного кодекса Российской Федерации от 13.06.1996 № 63-ФЗ. 
Заключение. Гарантией достоверности получаемых результатов при диагностике бактериемии является использование 
стандартизированных коммерческих флаконов от производителя анализатора. 
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EXPERIENCE OF USING THE AUTOMATIC BACTERIOLOGICAL ANALYZER OF BLOOD CULTURES 
YUNON®  LABSTAR IN THE ROUTINE PRACTICE OF THE MICROBIOLOGICAL LABORATORY OF 
MOSCOW

G. N. Gabrichevsky Moscow Research Institute for Epidemiology and Microbiology of Rospotrebnadzor, 125212, Moscow, Russia

The result of hemocultivation provides important clinically relevant information that helps to treat the patient and reduce the 
patient's stay in the hospital. 
Material and methods. The experience of using the JUNO® Labstar blood culture analyzer in the routine practice of the 
microbiological laboratory of a multidisciplinary hospital in Moscow is analyzed. 
Results. In the species spectrum of microorganisms that caused bloodstream infections, E. coli prevailed (31.0%), followed by 
coagulase-negative staphylococci (CBS) - 23.2%, K. pneumoniae - 17.4%, S. aureus – 9.0%. Other types of microorganisms were 
found in less than 5.0% of cases. Analysis of the average time of cultivation of microorganisms showed that 68.9% of positive 
blood samples gave an alarm signal on the first day of cultivation, 37.5% of samples - in the time interval from 12.1 to 24 hours. 
For the period up to 6 hours, 8.6% were signaled positive. Two thirds of all positive blood samples were in ICU patients (29.5%) 
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and hematology patients (39.3%), followed by the Department of Surgery - 7.1% and the Department of Central Nervous System 
Rehabilitation - 5.5%. The incidence of bacteremia in other departments of the hospital did not exceed 2%. 
Discussion. The shapes of the growth curves of microorganisms when using vials intended for hemocultivators of other brands, 
unlike the original vials of the manufacturer, differ in the starting point of the logarithmic phase, as well as in the height of the 
curve rise in this phase. The use of medical devices not in accordance with their registration is prohibited by Federal Law No. 
323-FZ dated 11/21/2011 "On the Basics of Protecting the Health of Citizens in the Russian Federation", and relevant Government 
resolutions and orders of the Ministry of Health of the Russian Federation. Violation entails the application of Article 238.1 of the 
Criminal Code of the Russian Federation dated 06/13/1996 No. 63-FZ. 
Conclusion. The use of standardized commercial vials from the analyzer manufacturer is a guarantee of the reliability of the results 
obtained in the diagnosis of bacteremia .
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Введение . Одной из основных задач микробиоло-
гической лаборатории является исследование крови 
на стерильность [1] . Результат гемокультивирования 
предоставляет важную, клинически значимую инфор-
мацию, способствующую лечению пациента и сокра-
щению пребывания пациента в стационаре [2] . Сво-
евременная диагностика инфекций кровотока может 
предотвратить развитие сепсиса и септикопиемии, 
состояний, связанных с высокой летальностью [3] . В 
настоящее время оптимальным решением для работы 
с гемокультурами являются системы непрерывного мо-
ниторинга культур крови . Сроки инкубирования проб 
крови варьируют от 5 до 7 суток, чаще 5 суток [4] . Вы-

явление клинически значимых патогенов в 98% всех 
положительных образцов крови происходит в течение 
первых 3-х суток [5] . Проведено исследование на 35,5 
тыс . посевах крови, среди которых 2609 микроорга-
низмов являлись клинически значимыми патогенами и 
сигнализировали о положительной пробе в 74% случа-
ев в первые сутки и 20% во вторые сутки, а 1097 - пред-
ставляли собой возможные контаминирующие микро-
организмы (Staphylococcus spр ., Streptococcus viridans, 
Propionibacterium spр ., Neisseria spр., Aerococcus spр ., 
Lactobacillus spр., Bacillus spр. и др.), среди которых 
41% подали сигнал тревоги в первые сутки культиви-
рования, а 49% - на вторые сутки [5] (рис . 1) .

Рис . 1 . Количество клинически значимых микроорганизмов и возможных контаминирующих микроорганизмов (в %) по суткам инкубирования .
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Другое исследование продемонстрировало, что при 
использовании автоматического анализатора культур 
крови, 99,5% не связанных с эндокардитом инфекций 
кровотока и 100% эпизодов эндокардита выявлены в 
течение 5 суток инкубирования [6] . Эти данные позво-
ляют сделать вывод, что продление сроков инкубиро-
вания, рекомендовавшееся ранее для выявления при-
хотливых микроорганизмов, включающих виды родов 
Brucella, Capnocytophaga, Campylobacter spp ., а также 
группу HACEK (Haemophilus (исключая H. influenzae) 
species, Aggregatibacter (ранее Actinobacillus) species, 
Cardiobacterium hominis, Eikenella corrodens, Kingella 
species) [7], которые иногда вызывают эндокардит, 
обычно уже не требуется [8] .

Применение современных автоматических гемо-
культиваторов открывает широкие возможности для 
анализа микробиологических исследований крови на 
стерильность, таких как фиксация времени культиви-
рования и анализ кривых роста микроорганизмов . В на-
стоящее время на отечественный рынок медицинской 
техники выходит всё больше качественных современ-
ных гемокультиваторов, в том числе из дружественных 
стран, включающих российские разработки . Проблема 
импортозамещения медицинских изделий находится в 
центре внимания законодателей ряд последних лет [9] .

Проанализирован опыт применения современно-
го бактериологического анализатора культур крови 
ЮНОНА® Labstar (Китай) в рутинной практике ми-
кробиологической лаборатории многопрофильного 
стационара г . Москвы . Исследован спектр выделенных 
микроорганизмов из отделений, из которых чаще по-
ступали положительные пробы крови, определено вре-
мя культивирования положительных проб крови, про-
ведён анализ кривых роста микроорганизмов .

Цель исследования - оценка возможностей, предо-
ставляемых гемокультиватором ЮНОНА® Labstar: ана-
лиз кривых роста микроорганизмов и фиксация времени 
культивирования проб крови, а также проведение этио-
логического анализа структуры инфекций кровотока .

Материал и методы . Проанализированы данные 
лабораторной информационной системы (ЛИС) микро-
биологической лаборатории за 2023 год, среди которых 

таксономический состав выделенных микроорганизмов 
из отделений, из которых чаще поступали положитель-
ные пробы крови . С помощью базы данных гемокуль-
тиватора ЮНОНА® Labstar определено время культиви-
рования положительных проб крови за весь период экс-
плуатации гемокультиватора с мая 2022 года по май 2024 
года и проведён анализ кривых роста микроорганизмов .

Исследовано 183 штамма микроорганизмов, выде-
ленных из крови взрослых пациентов многопрофиль-
ного стационара . Пробы крови, направленные на ана-
лиз повторно от одного и того же пациента и с выяв-
ленным тем же штаммом, из исследования исключены .

Образцы крови пациентов инокулировали в ориги-
нальные коммерческие флаконы для гемокультивиро-
вания и инкубировали в анализаторе ЮНОНА® Labstar 
до момента регистрации роста микроорганизмов . На 
дне каждого оригинального коммерческого флакона 
расположен датчик, реагирующий на повышение со-
держания углекислого газа, выделяющегося при на-
личии и размножении микроорганизмов вследствие их 
метаболизма . Для детекции сигнала с датчиков ориги-
нальных коммерческих флаконов в анализаторе ЮНО-
НА® Labstar используется колориметрический метод, 
основанный на оценке изменения цвета датчика . Ана-
лиз изменения цвета датчика оригинального коммерче-
ского флакона проводится каждые 10 мин [10-12], что 
позволяет оперативно получать информацию о поло-
жительной пробе с прибора .

Из полученной гемокультуры готовили мазки и про-
водили микроскопическое исследование, делали посев 
на плотные питательные среды для выделения чистой 
культуры возбудителя . Идентифицировали клиниче-
ские изоляты до вида и определяли их антибиотикочув-
ствительность .

Результаты. При ранжировании положительных 
проб крови по отделениям стационара, отмечено, что 
29,5% всех положительных высевов крови за 2023 год 
приходились на отделение реанимации и интенсивной 
терапии (ОРИТ), 39,3% - на отделение онкогематологии, 
7,1% - на отделение хирургии, 5,5% - на отделение ре-
абилитации ЦНС . Доля встречаемости бактериемий в 
других отделениях стационара не превышала 2% (рис . 2) .

Рис . 2 . Процент положительных проб крови с ранжированием по отделениям за 2023 год .
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При анализе таксономического состава микроорга-
низмов выявлено, что вид Escherichia coli (31,0%) пре-
валировал среди патогенов, выделенных из крови, да-
лее следовали коагулазаотрицательные стафилококки 

(КОС) – 23,2%, доля Klebsiella pneumoniae составила 
17,4%, Staphylococcus aureus выделялся в 9,0% случа-
ев . Прочие виды микроорганизмов встречались в менее 
чем 5,0% случаев (рис . 3) .

Рис . 3 . Таксономический состав микроорганизмов, выделенных из крови за 2023 год .

За два года эксплуатации анализатора гемо-
культур ЮНОНА® Labstar среднее время культи-
вирования микроорганизмов составило 21,5 часов 
(рассчитано на 510 положительных проб крови) . 
68,9% всех положительных проб крови подали 
сигнал тревоги в первые сутки культивирования, 

37,5% - просигнализировали в интервале времени 
от 12,1 до 24,0 часов, 8,6% - определены за период 
до 6 часов (самое малое за 2,7 часов) . Интервалы 
времени культивирования проб крови и частота 
встречаемости положительных проб крови в эти 
интервалы представлены на рис . 4 .

Рис . 4 . Среднее время культивирования микроорганизмов на анализаторе гемокультур ЮНОНА® Labstar .
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Автоматический бактериологический анализатор 
гемокультур ЮНОНА® Labstar имеет наглядный ин-
терфейс с возможностью анализа кривых роста ми-
кроорганизмов, которая определяется как функция 
количества микроорганизмов (или его логарифма) от 
времени . Оптическая плотность или колониеобразу-
ющие единицы (КОЕ) на мл обычно используются в 
качестве показателей количества клеток . Типичная 
форма кривой – сигмовидная, на которой можно вы-
делить четыре основные фазы роста: лаг-фазу, фазу 
логарифмического роста, стационарную фазу и фазу 
замедления роста [1] .

Типичная кривая роста микроорганизмов с выде-
ленными четырьмя фазами и кривая роста Escherichia 
coli, выделенной из крови пациента отделения онко-
гематологии, полученная с анализатора гемокультур 
ЮНОНА® Labstar с применением питательных сред с 
нейтрализаторами антимикробных препаратов (АМП) 
для культивирования аэробных и анаэробных микроор-
ганизмов в оригинальных коммерческих флаконах про-
изводства ЮНОНА®, представлена на рис . 5 . Красной 
точкой на графике справа показано начало логариф-
мической фазы, которая обозначена анализатором как 
точка подачи сигнала тревоги (положительная проба) .

Рис . 5 . Кривые роста аэробных и анаэробных микроорганизмов на питательных средах с нейтрализаторами АМП в оригинальных коммерческих фла-
конах, производства ЮНОНА® .

В качестве сравнения поставлены идентичные 
пробы крови в оригинальные коммерческие флаконы, 
предназначенные для использования совместно с 
анализатором гемокультур ЮНОНА® Labstar и во 
флаконы стороннего производителя . Кривые роста 
Staphylococcus aureus, выделенные из крови пациента 
ОРИТ, представлены на рис . 6 . В левой части рисунка 
показана кривая роста микроорганизма из крови, взятой 
в оригинальные коммерческие флаконы для ЮНО-
НА® Labstar, в правой части рисунка – во флаконы, 
предназначенные для использования совместно с гемо-
культиватором другого производителя .

На рис . 6 отчётливо видно, что точка подачи сигнала 
тревоги (положительная проба) при применении 
оригинальных коммерческих флаконов находится в 
интервале 8-12 часов, а при использовании флаконов 
стороннего производителя – в интервале 12-16 
часов . Формы кривых роста Staphylococcus aureus 
различаются по логарифму числа жизнеспособных 
клеток или оптической плотности в зависимости от 
использованных  флаконов . В данном случае различия 
существенно не повлияли на результат, но мы можем 
ожидать возможного влияния на воспроизводимость 
результатов микробиологических исследований крови 

Рис . 6 . Кривые роста S. aureus, выделенные из крови, при культивировании в оригинальных коммерческих флаконах ЮНОНА® Labstar (слева) и во 
флаконах, предназначенных для гемокультиватора другой фирмы (справа) .
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в случае выделения прихотливых к условиям культи-
вирования видов микроорганизмов, обладающих слож-
ными пищевыми потребностями . Гарантией достовер-
ности получаемых результатов при диагностике бакте-
риемии является использование стандартизированных 
оригинальных коммерческих флаконов от производи-
теля анализатора .

Обсуждение. Выявление бактериемии и фунгемии 
остается одной из важных задач клинической микро-
биологической лаборатории . Положительная гемо-
культура устанавливает или подтверждает наличие 
инфекционной этиологии заболевания . Более того, в 
результате мы получаем данные о патогене, вызвавшем 
инфекцию кровотока, и его антибиотикочувствитель-
ности для оптимизации терапии .

При анализе ключевых отделений крупного много-
профильного стационара, для которых наиболее акту-
альна тема развития инфекций кровотока, выявлено, что 
2/3 всех положительных проб крови приходятся на от-
деления ОРИТ и онкогематологии . Это обусловлено, в 
первую очередь, иммунокомпрометированностью паци-
ентов данных отделений, а также рядом иных факторов, 
обусловливающих тяжесть состояния данных больных .

Основными характеристиками экологической си-
стемы в ОРИТ, обусловливающими высокий процент 
встречаемости бактериемий, являются: искусственно 
созданная среда в относительно изолированном про-
странстве, высокая плотность микробных популяций, 
участвующих в эпидемическом процессе, пассаж воз-
будителя инфекции через иммунокомпрометирован-
ный организм, ослабленный основным заболеванием 
[14,15] . Относительно отделений гематологии стоит от-
метить, что применение современных методов лечения 
больных гемобластозами сопряжено с возникновением 
побочных эффектов, в частности, гранулоцитопении, 
нарушением клеточного и гуморального иммунитета и 
поражением барьерных тканей, что практически всег-
да связано с повышенным риском развития инфекци-
онных осложнений, важнейшими из которых являются 
инфекции кровотока, приводящие к развитию сепсиса 
и септикопиемии [16] .

Поскольку для пациентов ОРИТ и отделения он-
когематологии инфекции кровотока являются одной 
из основных причин летальности [17], очень важно 
проводить постоянный мониторинг таксономической 
структуры возбудителей данных инфекций в целях на-
значения адекватной и своевременной терапии .

Анализ таксономического состава микроорганиз-
мов, выделенных из крови, показал, что приоритет-
ными патогенами крови в 2023 году являлись E. coli 
(31,0%), Staphylococcus species (23,2%), K. pneumonia 
(17,4%), S. aureus (9,0%) .

Возможности современного анализатора гемокуль-
тур ЮНОНА® Labstar позволяют визуализировать 
кривые роста микроорганизмов: в качестве примеров, 
приведены кривые роста  E.coli и S.aureus, в которых 
можно выделить четыре основные фазы роста микро-
организмов: лаг-фазу, во время которой бактерии при-
спосабливаются к новой среде; фазу логарифмиче-
ского роста, во время которой размножение бактерий 
происходит с нарастающей скоростью; стационарную 
фазу, показывающую, что число образующихся клеток 
микроорганизмов соответствует числу отмерших; фазу 

замедления скорости роста, во время которой бактерии 
теряют жизнеспособность и погибают [1] .

Сравнение флаконов с питательными средами пока-
зало наличие возможного влияния на результат иссле-
дования (характер кривых роста и время культивиро-
вания пробы) таких факторов, как тип нейтрализатора 
АМП в питательной среде для культивирования крови; 
объём исследуемой крови или другого биологическо-
го материала, рекомендуемого для конкретного типа 
флаконов; состав питательной среды и её объёма во 
флаконе; технические характеристики флаконов (тол-
щина стенки флакона, тип пластика, тип датчика и 
др .); тип системы гемокультиватора [18-20] . Примене-
ние неоригинальных коммерческих флаконов сторон-
них производителей, не предназначенных для работы 
с конкретным гемокультиватором, может повлиять на 
воспроизводимость результатов микробиологических 
исследований крови . Более того, применение медицин-
ских изделий не в соответствии с их регистрацией за-
прещено Федеральным законом от 21 .11 .2011 № 323-
ФЗ (ред . от 25 .12 .2023 г .) «Об основах охраны здоро-
вья граждан в Российской Федерации» (с изм . и доп ., 
вступил в силу с 01 .04 .2024 г .), а также соответству-
ющими постановлениями Правительства и приказами 
Минздрава Российской Федерации . Нарушение влечёт 
за собой применение статьи 238 .1 Уголовного кодекса 
Российской Федерации от 13 .06 .1996 № 63-ФЗ (ред . от 
06 .04 .2024 г .) [21,22] .

Возвращаясь к оценке применения в рутинной 
практике современного гемокультиватора ЮНОНА® 
Labstar, отметим возможность составления статисти-
ческих отчётов, включающих время загрузки образца, 
время подачи сигнала тревоги и время изъятия пробы 
из анализатора, позволяющих повысить качество ми-
кробиологического исследования крови .

Современные инкубаторы гемокультур за счёт при-
менения обогащённых питательных сред, содержащих 
сорбенты для АМП, в большинстве случаев позволяют 
определить рост гемокультуры в пределах первых су-
ток проведения исследования [5, 23-27] .

За два года эксплуатации анализатора гемокультур 
ЮНОНА® Labstar среднее время культивирования 
микроорганизмов составило 21,5 часа . 68,9% всех по-
ложительных проб крови подавали сигнал тревоги в 
первые сутки культивирования, 8,6% проб крови были 
определены за период до 6 часов (самое малое за 2,7 ча-
са), что особенно важно для пациентов с септическим 
шоком, у которых каждый час задержки адекватной ан-
тибиотикотерапии приводит к увеличению смертности 
на 7,6% [28] . Пробы, подающие сигнал тревоги о на-
личии роста, после 30 часов культивирования должны 
быть всесторонне проанализированы врачом-бактери-
ологом для принятия решения о наличии проблемного 
патогена или возможной контаминации образца крови, 
в том числе с учётом анализа кривой роста микроорга-
низма [5, 29,30] .

Заключение . Импортозамещению в России уделя-
ют особое внимание, чем и обусловлена актуальность 
обзора гемокультиватора ЮНОНА® Labstar из дру-
жественной страны, включающего российские науч-
но-технические разработки [13] . Опыт применения в 
рутинной практике микробиологической лаборатории 
анализатора гемокультур ЮНОНА® Labstar показал 
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возможность культивирования широкого видового 
спектра микроорганизмов . База данных прибора позво-
ляет провести анализ кривых роста всех проб крови, 
загруженных когда-либо в анализатор, что повышает 
уровень достоверности результатов . Возможность со-
ставления статистических отчётов, включающих время 
загрузки образца, время подачи сигнала тревоги и вре-
мя изъятия пробы из анализатора позволяют повысить 
качество микробиологического исследования крови .

Применение неоригинальных коммерческих флако-
нов сторонних производителей влияет на построение 
кривой роста микроорганизмов и удлиняет время пода-
чи сигнала тревоги о положительной пробе, что может 
повлиять на воспроизводимость результатов микробио-
логических исследований крови . Следует помнить, что 
применение медицинских изделий не в соответствии 
с их регистрацией напрямую запрещено Федераль-
ным законом ФЗ от 21 .11 .2011 № 323-ФЗ (редакция от 
25 .12 .2023 г .) «Об основах охраны здоровья граждан в 
Российской Федерации» (с изменениями и дополнени-
ями, вступившими в силу с 01 .04 .2024 г .), соответству-
ющими постановлениями Правительства Российской 
Федерации и приказами Минздрава  Российской Феде-
рации, нарушение которых влечёт за собой уголовную 
ответственность в соответствии со статьёй 238 .1 Уго-
ловного кодекса Российской Федерации от 13 .06 .1996 
№ 63-ФЗ (ред . от 06 .04 .2024 г .) .

Л И Т Е Р А Т У Р А  ( П П .  2 ,  4 - 8 ,  1 0 - 1 2  С М . 
R E F E R E N С E S )

1 .   Миронов А . Ю . Основы клинической микробиологии и иммуноло-
гии . М .: Сеченовский Университет; 1997 . 

3 .    Медицинская микробиология, вирусология и иммунология .  Воро-
бьёв А .А ., Быков А .С ., Бойченко М .Н ., ред .  2-е изд .  М .: Медицин-
ское информационное агентство; 2015 .     ISBN 978-5-89481-895-5 .

9 .    Дятлов И . А ., Миронов А . Ю ., Шепелин А . П ., Алёшкин В . А . Со-
стояние и тенденции развития клинической и санитарной микро-
биологии в Российской Федерации и проблема импортозамеще-
ния . Клиническая лабораторная диагностика . 2015; 60(8): 61-5 .

13 . Виленский А .В ., Хрусталев А .В ., Деханова А .И . Локализация 
производства медицинских изделий в России: что предстоит? 
Ремедиум. 2014 . 7-8: 10-5 . URL: https://cyberleninka .ru/article/n/
lokalizatsiya-proizvodstva-meditsinskih-izdeliy-v-rossii-chto-
predstoit (дата обращения: 13 .06 .2024) . 

14 . Каргальцева Н . М ., Борисова О . Ю ., Миронов А . Ю ., Кочеровец 
В .И ., Пименова А .С ., Гадуа Н .Т . Инфекция кровотока у госпиталь-
ных терапевтических больных . Клиническая лабораторная диа-
гностика . 2022; 67(6): 355-61 .    DOI: 10 .51620/0869-2084-2022-
67-6-355-361 .

15 .  Митрофанова Н .Н ., Мельников В .Л ., Бабаев С .Ю ., Журавлев Р .В . 
Анализ различных проявлений возбудителей нозокомиальных 
заболеваний в многопрофильной больнице ОРИТ . Пензы . Акту-
альные проблемы гуманитарных и медицинских наук. 2015; 4-2: 
210-2 URL: https://cyberleninka .ru/article/n/analiz-ekologicheskih-
osobennostey-vozbuditeley-nozokomialnyh-infektsiy-v-orit-
mnogoprofilnogo-statsionara-g-penzy (дата обращения: 03 .06 .2024) .

16 . Чеботкевич В .Н ., Бессмельцев С .С ., Киселева Е .Е ., Стижак Н .П ., 
Кайтанджан Е .И ., Бурылев В .В . Клинико-микробиологическая 
характеристика изменения течения у онкогематологических боль-
ных . Онкогематология . 2016; 11(3): 58-67 .   DOI: 10 .17650/1818-
8346-2016-11-3-58-67 .17 . 

17 . Попов Д .А ., Надточей Е .А . Алгоритм диагностики бактериемии 
у кардиохирургических больных в ОРИТ . Анестезиология и реа-
ниматология . 2017; 5: 382-7 . URL: https://cyberleninka .ru/article/n/
algoritm-diagnostiki-bakteriemii-u-kardiohirurgicheskih-bolnyh-v-

orit (дата обращения: 06 .02 .2024) .
18 . Куцевалова О .Ю ., Козел Ю .Ю ., Алавердян А .И ., Гусак Д .А . Ана-

лиз этиологии структуры инфекций кровотока с использованием 
автоматического бактериологического анализатора ЮНОНА® 
Labstar . Клиническая лабораторная диагностика. 2020; 67(2): 101-
5 .   DOI: 10 .51620/0869-2084-2022-67-2-101-105 . (in Russian)

19 . Боронина Л .Г ., Саматова Е .В ., Кукушкина М .П ., Панова С .А ., Устю-
гова С .С . Лабораторный контроль качества питательных веществ 
для автоматического бактериологического анализатора ЮНОНА® 
Labstar . Клиническая лабораторная диагностика . 2021; 66(2): 110-
4 .    DOI: 10 .51620/0869-2084-2021-66-2-110-114 .

20 . Каргальцева Н .М ., Кочеровец В .И ., Миронов А .Ю ., Борисова О .Ю . 
Метод получения гемокультуры при диагностике инфекции кро-
вотока . Клиническая лабораторная диагностика . 2020; 65 (3): 
185-90 . DOI:  10 .18821/0869-2084-2020-65-3-185-190 .

21 . Шепелин А .П . На какие документы опираться при процедуре посе-
ва крови, пока не вышел новый приказ .  Справочник заведующего 
КДЛ . 2014; 6: 76 .

22 . Шепелин А .П ., Каторгин Д .Ю ., Мицевич М .Е . Современные под-
ходы к государственным закупкам питательных сред . Справочник 
заведующего КДЛ . 2021; 5: 25-33 .

23 . Каргальцева Н .М ., Борисова О . Ю ., Миронов А .Ю ., Алешкин В .А ., 
Кочеровец В .И ., Пастушенков В .Л . и др . Клинические маркеры 
заражения вирусом у амбулаторных пациентов Клиническая ла-
бораторная диагностика . 2016 . 61(8): 494-7 . DOI: 10 .18821/0869-
2084-2016-61-8-494-497 . 

24 . Леонов В .В ., Миронов А .Ю . Железозависимость биологических 
свойств Сandida albicans .  Альманах клинической медицины . 2017; 
45(2): 133-7 .   DOI: 10 .18786/2072-0505-2017-45-2-133-137 .

25 . Каргальцева Н . М ., Миронов А . Ю ., Борисова О . Ю ., Кочеровец 
В .И ., Карпова Е .И ., Данищук О .И . и др . Микробиом крови клини-
чески здорового человека - миф или реальность?  Клиническая ла-
бораторная диагностика . 2024; 69(4): 142-9 .  DOI: 10 .51620/0869-
2084-2024-69-4-142-149 .

26 . Каргальцева Н . М ., Борисова О . Ю ., Кочеровец В . И ., Миронов 
А .Ю ., Карпова Е .И ., Данищук О .И . и др . Лабораторная диагности-
ка внегоспитальной инфекции кровотока при терапевтической па-
тологии .  Клиническая лабораторная диагностика . 2022; 67(10): 
581-7 .   DOI: 10 .51620/0869-2084-2022-67-10-581-587 .

27 . Каргальцева Н . М ., Кочеровец В . И ., Миронов А . Ю ., Борисова О . 
Ю . Сердечно-мозговые среды для гемокультур .  Клиническая лабо-
раторная диагностика . 2020; 65(6): 375-81 .     DOI: 10 .18821/0869-
2084-2020-65-6-375-381 .

29 . Пашков Е .П ., Миронов А .Ю ., Култаев М .С ., Плотица Ю .М . Пита-
тельная среда для культивирования неспорообразующих анаэроб-
ных бактерий . Лабораторное дело . 1988; 6: 47-9 .

30 . Леонов В .В ., Булатов И .А ., Миронов А .Ю . Рост и экспрессия фак-
торов вирулентности условно-патогенных микроорганизмов в 
сыворотке крови при разных вариантах гомеостаза железа . Кли-
ническая лабораторная диагностика . 2016; 61(8): 498-501 .   DOI: 
10 .18821/0869-2084-2016-61-8-498-501 .

R E F E R E N C E S

1 . Mironov A .Yu . Fundamentals of clinical microbiology and 
immunology . Moscow: Sechenovskiy Universitet; 1997 . (in Russian)

2 . WHO guidelines on drawing blood: best practices in Phlebotomy . 
World Health Organization 2010 . http://whqlibdoc .who .int/
publications/ 2010/9789241599221_eng .pdf .

3 . Medical Microbiology, virology and immunology .  Vorob'yev A .A ., 
Bykov A .S ., Boychenko M .N ., eds . 2nd ed .  Moscow: Meditsinskoe 
informatsionnoe agentstvo; 2015 . ISBN 978-5-89481-895-5 . (in 
Russian)

4 . Riley J .A ., Heiter B .J ., Bourbeau P .P . Comparison of recovery of 
blood culture isolates from two BacT/ALERT FAN aerobic blood cul-
ture bottles with recovery from one FAN aerobic bottle and one FAN 
anaerobic bottle . J. Clin. Microbiol . 2003; 41:213-7 .

5 . Bourbeau P .P ., Foltzer M . Routine incubation of BacT/ALERT 
FA and FN blood culture bottles for more than 3 days may not be 
necessary . J. Clin. Microbiol . 2005; 43(5): 2506-9 .    DOI: 10 .1128/
JCM .43 .5 .2506-2509 .2005 .

6 . Cockerill F .R ., Wilson J .W ., Vetter E .A ., Goodman K .M ., Torgerson 
C .A .,  Harmsen W .S . et al . Optimal testing parameters for blood cul-

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2024; 69(8)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2024-69-8-394-401

MICROBIOLOGY



401

tures . Clin. Infect. Dis . 2004; 38: 1724-30 .
7 . Clinical Infectious Disease . David Schlossberg, ed . Cambridge Uni-

versity Press; 2015 .
8 . Baron E .J ., Weinstein M .P ., Dunne W .M ., Yagupsky Jr .P, Welch D .F ., 

Wilson D .M . Blood Cultures IV . Baron E .J ., ed .  Washington: ASM 
Press; 2005 .

9 . Dyatlov I .A ., Mironov A .Yu ., Shepelin A .P ., Aleshkin V .A . The state 
and trends in the development of clinical and sanitary microbiology in 
the Russian Federation and the problem of import substitution . Klin-
icheskaya Laboratornaya Diagnostika . 2015; 60(8):  61-5 . (in Russian)

10 . Jashari R ., Vanzeebroeck S ., Petit P ., Rodriguez-Villalobos H ., Zahra 
S ., Ben Said N . et al . The BD BACTEC FX blood culture system with 
the gentlemacs dissociator is suitable for sterility testing of heart valve 
and vascular allografts-A validation study . Cell and tissue banking . 
2021; 22(3): 453-66 .  

11 . Udayan U ., Dias M . Evaluation of BACTEC™ blood culture system 
for culture of normally sterile body fluids . Indian journal of critical 
care medicine: peer-reviewed, official publication of Indian . Society 
of Critical Care Medicine . 2014; 18(12): 829-30 . DOI: 10 .4103/0972-
5229 .146331 .

12 . Mazzulli T ., Ratkov D ., Guglielmin K ., Gandhi B ., Remington R . et 
al . Impact of implementation of BacT/Alert Virtuo on Blood Culture 
Time to Positivity in Sepsis Patients. Microbiology spectrum . 2023; 
11(2): e0500322 . Advance online publication . DOI: 10 .1128/spec-
trum .05003-22 .

13 . Vilenskiy A .V ., Khrustalev A .V ., Dekhanova A .I . Localization of 
medical device production in Russia: What's ahead? Remedium. 2014 . 
7-8: 10-5 . URL: https://cyberleninka .ru/article/n/lokalizatsiya-proiz-
vodstva-meditsinskih-izdeliy-v-rossii-chto-predstoit (дата обраще-
ния: 13 .06 .2024) .   (in Russian)

14 . Kargal'tseva N . M ., Borisova O . Yu ., Mironov A . Yu ., Kocherovets 
V .I ., Pimenova A .S ., Gadua N .T . Infection of the bloodstream in hos-
pital therapeutic patients . Klinicheskaya Laboratornaya Diagnostika .  
2022; 67(6): 355-61 .  DOI: 10 .51620/0869-2084-2022-67-6-355-36 . 
(in Russian)

15 . Mitrofanova N .N ., Mel'nikov V .L ., Babaev S .J ., Zhuravlev R .V . 
Analysis of various manifestations of pathogens of nosocomial 
diseases in the intensive care unit of a multidisciplinary hospital . 
Penza. Aktual'nye problemy gumanitarnykh i meditsinskikh nauk. 
2015; 4-2: 210-2 . URL: https://cyberleninka .ru/article/n/analiz-
ekologicheskih-osobennostey-vozbuditeley-nozokomialnyh-
infektsiy-v-orit-mnogoprofilnogo-statsionara-g-penzy (date of 
application: 03 .06 .2024) . (in Russian)

16 . Chebotkevich V .N ., Bessmel'tsev S .S ., Kiseleva E .E ., Stizhak 
N .P ., Kaytandzhan E .I ., Burylev V .V . Clinical and microbiological 
characteristics of changes in the course of oncohematological patients . 
Onkogematologiya. 2016; 11(3): 58-67 .   DOI: 10 .17650/1818-8346-
2016-11-3-58-67 . (in Russian)

17 . Popov D .A ., Nadtochey E .A . Algorithm for diagnosing bacteremia 
in cardiac surgery patients in intensive care . Anesteziologiya i 
reanimatologiya.  2017; 5: 382-7 . URL: https://cyberleninka .ru/
article/n/ Algorithm for diagnosing bacteremia in cardiac surgery 
patients in intensive care (date of application: 06 .02 .2024) .  (in 
Russian)

18 . Kutsevalova O .Y ., Kozel Y .Y ., Alaverdyan A .I ., Gusak D .A . Аnalysis 
of the etiology of bloodstream infection structures using the automatic 
bacteriological analyzer Junon® Labstar .  Klinicheskaya Laborator-
naya Diagnostika . 2020; 67(2): 101-5 . DOI: 10 .51620/0869-2084-
2022-67-2-101-105 . (in Russian)

19 . Boronina L .G ., Samatova E .V ., Kukushkina M .P ., Panova S .A ., Ust-
yugova S .S . Laboratory quality control of nutrients for the automatic 
bacteriological analyzer JUNON®Labstar . Klinicheskaya Laborator-
naya Diagnostika . 2021; 66(2): 110-4 . DOI: 10 .51620/0869-2084-
2021-66-2-110-114 . (in Russian)

20 . Kargal'tseva N .M ., Kocherovets V .I ., Mironov A .Yu ., Borisova O .Yu . 
A method for obtaining hemocultures in the diagnosis of bloodstream 
infection . Klinicheskaya Laboratornaya Diagnostika . 2020; 65 (3): 
185-90 .   DOI: 10 .18821/0869-2084-2020-65-3-185-190 . (in Russian)

21 . Shepelin A .P . Which documents should be used for the procedure of 
blood seeding, until a new order is issued . Spravochnik zaveduyush-
chego KDL . 2014; 6: 76 .  (in Russian)

22 . Shepelin A .P ., Katorgin D .Yu ., Mitsevich M .E . Modern approach to 
public procurement of nutrient media . Spravochnik zaveduyushchego 
KDL . 2021; 5: 25-33 . (in Russian)

23 . Kargal'tseva N .M ., Borisova O .Yu ., Mironov A .Yu ., Aleshkin V .A ., 
Kocherovets V .I ., Pastushenkov V .L . et al . Clinical markers of blood-
stream infection in outpatient patients Klinicheskaya Laboratornaya 
Diagnostika . 2016 . 61(8): 494-7 .   DOI: 10 .18821/0869-2084-2016-
61-8-494-497 . (in Russian)

24 . Leonov V .V ., Mironov A .Yu . Iron dependence of biological properties 
of Сandida albiсans. Al'manakh klinicheskoy meditsiny . 2017; 45(2): 
133-7 .  DOI: 10 .18786/2072-0505-2017-45-2-133-137 . (in Russian)

25 . Kargal'tseva N .M ., Mironov A .Yu ., Borisova O .Yu ., Kocherovets 
V .I ., Karpova E .I ., Danishchuk O .I . et al.  Is the blood microbiome 
of a clinically healthy person a myth or reality? Klinicheskaya 
Laboratornaya Diagnostika . 2024; 69(4): 142-9 .  DOI 10 .51620/0869-
2084-2024-69-4-142-49 .  (in Russian)

26 . Kargal'tseva N .M ., Borisova O .Yu ., Kocherovets V .I ., Mironov A .Yu ., 
Karpova E .I ., Danishchuk O .I . et al . Laboratory diagnostics of out-
of-hospital infection of the bloodstream in therapeutic pathology. 
Klinicheskaya laboratornaya diagnostika . 2022; 67(10): 581-7 .   
DOI: 10 .51620/0869-2084-2022-67-10-581-87 . (in Russian)

27 . Kargal'tseva N .M ., Kocherovets V .I ., Mironov A .Yu ., Borisova 
O .Yu . Cardio-cerebral media for hemocultures .  Klinicheskaya 
Laboratornaya Diagnostika . 2020; 65(6): 375-81 . DOI: 
10 .18821/0869-2084-2020-65-6-375-381 . (in Russian)

28 . Kumar A ., Roberts D ., Wood K ., Light B ., Parrillo J ., Sharma S . et al . 
Duration of hypotension before initiation of effective antimicrobial 
therapy is the critical determinant of survival in human septic shock . 
Crit. Care Med . 2006 . 34(6): 1589-96 .

29 . Pashkov E . P ., Mironov A . Yu ., Kultaev M . S ., Plotitsa Yu . M . A nutri-
ent medium for the cultivation of non-spore-forming anaerobic bacte-
ria . Laboratornoe delo . 1988; 6: 47-9 . (in Russian)

30 . Leonov V .V ., Bulatov I .A ., Mironov A .Yu . Growth and expression 
of virulence factors of conditionally pathogenic microorganisms in 
the blood serum with different variants of iron homeostasis . Klin-
icheskaya Laboratornaya Diagnostika . 2016; 61(8): 498-501 .  DOI: 
10 .18821/0869-2084-2016-61-8-498-501 . (in Russian)

КЛИНИЧЕСКАЯ ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА. 2024; 69(8)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2024-69-8-394-401

МИКРОБИОЛОГИЯ



402

КЛИНИЧЕСКИЕ МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2024

Давыденко В.С.1, Останкова Ю.В.1, Щемелев А.Н.1, Тотолян А.А.1,2

ПРОГНОСТИЧЕСКАЯ ОЦЕНКА РАЗВИТИЯ ГЕПАТОТОКСИЧНОСТИ У ВИЧ-
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Для прогностической оценки развития гепатотоксичности у ВИЧ-инфицированных лиц при антиретровирусной терапии 
(АРТ), был разработан способ выявления делеционных «нулевых» гомо- и гетерозиготных полиморфных вариантов генов 
GSTM1, GSTT1, CYP2D6 методом ПЦР в режиме реального времени. В работе были использованы образцы цельной крови, 
полученные от 176 ВИЧ-инфицированных пациентов с вирусологической неэффективностью АРТ, 112 лиц с впервые выяв-
ленной ВИЧ-инфекцией, 400 ВИЧ-инфицированных лиц с низкой приверженностью терапии, 297 ВИЧ-инфицированных лиц 
на АРТ с гепатотоксическими проявлениями различной степени тяжести. В качестве контрольной группы обследовали 123 
волонтера без ВИЧ, вирусных гепатитов и клинических проявлений хронических и/или острых заболеваний, включая гепато-
токсические проявления. В ходе работы получали ДНК и проводили мультиплексную ПЦР с гибридизационно-флуоресцент-
ной детекцией в режиме «реального времени» фрагментов целевых генов GSTM1, GSTT1, CYP2D6 и эталонного гена RPP30. 
Относительное число копий целевых генов определяли с использованием метода ΔΔCT в сравнении с охарактеризованным 
образцом-калибратором, имеющим две копии каждой из целевых последовательностей, на основании чего делали выводы о 
наличии аллеля «дикого» типа или делеционного полиморфизма в гетеро- или гомозиготном состоянии для каждого анали-
зируемого гена и потенциальной функциональной состоятельности соответствующих ферментов. Разработанный метод 
расширяет арсенал способов, предназначенных для оценки на доклиническом этапе генетической предрасположенности че-
ловека к развитию гепатотоксических побочных эффектов при лечении с использованием антиретровирусных препаратов 
и может быть использован для фундаментальных исследований, посвященных оценке значимости полиморфных вариантов 
генов хозяина для развития гепатотоксичности, прогрессирования ВИЧ-инфекции и ее осложнений.
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For prognostic assessment of hepatotoxicity development in HIV-infected individuals on antiretroviral therapy (ART), we developed 
a method to detect deletion ‘null’ homo- and heterozygous polymorphic variants of GSTM1, GSTT1, and CYP2D6 genes by real-time 
PCR. Whole blood samples obtained from 176 HIV-infected patients with virological ineffectiveness of ART, 112 persons with newly 
diagnosed HIV infection, 400 HIV-infected persons with low adherence to therapy, 297 HIV-infected persons on ART with hepatotoxic 
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manifestations of different severity were used. As a control group, 123 volunteers without HIV, viral hepatitis and clinical manifesta-
tions of chronic and/or acute diseases, including hepatotoxic manifestations, were examined. In the course of work, DNA was obtained 
and multiplex PCR with real-time hybridisation-fluorescence detection of fragments of target genes GSTM1, GSTT1, CYP2D6 and 
reference gene RPP30 was performed. The relative number of copies of the target genes was determined using the ΔΔCT method in 
comparison with the characterised calibrator sample having two copies of each of the target sequences, on the basis of which con-
clusions were drawn about the presence of a wild-type allele or deletion polymorphism in the hetero- or homozygous state for each 
analysed gene and the potential functional status of the corresponding enzymes. The developed method expands the arsenal of methods 
designed to assess at the preclinical stage the human genetic predisposition to the development of hepatotoxic side effects during treat-
ment with antiretroviral drugs and can be used for basic research to assess the significance of polymorphic variants of host genes for 
the development of hepatotoxicity, progression of HIV infection and its complications.
Key words: HIV infection; antiretroviral therapy; hepatotoxicity; polymorphism; xenobiotic biotransformation genes; GSTT1; 
GSTM1; CYP2D6; prognostic analysis; personalised medicine
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Введение. Вирус иммунодефицита человека (ВИЧ), 
как и вызываемая им инфекция, остается важнейшей 
проблемой современного человечества . По данным на 
2022 год в мире насчитывалось от 33,1 миллиона до 45,7 
миллионов человек с диагнозом ВИЧ-инфекция, среди 
которых число новых случаев заражения составило око-
ло 1,3 миллиона [1] . В Российской Федерации за период 
2022 года показатель заболеваемости ВИЧ-инфекции 
составил 43,29 случаев на 100 тысяч населения, однако 
в некоторых регионах заболеваемость гораздо выше [2] . 
Без лечения ВИЧ-инфекция постепенно ослабляет им-
мунную систему, делая людей очень восприимчивыми к 
развитию оппортунистических инфекций, что приводит 
к быстрой гибели [3] . Единственным способом лечения 
ВИЧ-инфекции на сегодняшний день является антире-
тровирусная терапия (АРТ), в рамках которой приме-
няют различные схемы, включающие в себя комплекс 
антиретровирусных препаратов (АРП), действующих на 
разных стадиях жизненного цикла ВИЧ [4], что позво-
ляет достичь уровня вирусной нагрузки ВИЧ в плазме 
ниже предела обнаружения (<20 копий/мл в зависимо-
сти от используемого анализа) [5] . Такое снижение явля-
ется главной целью лечения, так как известно, что люди, 
которые придерживаются АРТ и достигают неопреде-
ляемой вирусной нагрузки, не передают вирус дальше 
[6] . Самым главным недостатком АРТ является возмож-
ность развития мутаций лекарственной устойчивости, 
приводящих к фармакорезистентности к тем или иным 
препаратам [7 - 9] . Это, в свою очередь, может приво-
дить к инфицированию новых больных устойчивыми 
к лечению штаммами [10 - 12] . Для достижения виру-
сологической эффективности и устойчивого вирусоло-

гического ответа требуется высокая приверженность 
пациента к лечению [13, 14], так как при снижении 
концентрации препарата быстро появляются варианты 
вируса, обладающие мутациями фармакорезистентно-
сти . Недостаточное подавление вируса при длительном 
лечении почти наверняка приводит к развитию полной 
резистентности не только к используемому препарату, 
но и ко всей группе в целом . Таким образом, стратегии 
повышения приверженности к лечению являются неотъ-
емлемыми компонентами достижения 90% сокращения 
числа новых случаев ВИЧ-инфицирования к 2030 году 
и, в перспективе, прекращению эпидемии ВИЧ [15] .

Низкая приверженность АРТ зависит от многих фак-
торов, в том числе, клинических: токсичность использу-
емых лекарств, приводящая к побочным реакциям при 
приеме препаратов и, соответственно, плохой переноси-
мости лечения из-за проявлений гепатотоксичности [16] . 
Гепатотоксичность представляет собой повреждение пе-
чени, вызванное чужеродными веществами (ксенобиоти-
ками), в том числе лекарственными препаратами . Гепато-
токсичность и ее выраженность зависят от токсического 
потенциала лекарственных препаратов, модифицируе-
мых факторов риска и генетических особенностей паци-
ента . Диагноз заболевания печени часто основывается на 
повышенных уровнях ферментов сыворотки, особенно 
аланинаминотрансферазы (АЛТ), аспартатаминотранс-
феразы (АСТ) и щелочной фосфатазы (ЩФ) . Эти фер-
менты, участвующие в расщеплении аминокислот, слу-
жат индикаторами повреждения клеток печени, когда их 
уровень становится аномально высоким [17, 18] . В сред-
нем, только у 25-30% ВИЧ-инфицированных лиц гепато-
токсичность сопровождается клинически выраженными 
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симптомами, однако значимое поражение печени может 
привести к тяжелым последствиям и летальному исходу 
[19] . Это также является основной причиной изменения 
или прекращения АРТ, а также несоблюдения режима ле-
чения, что, в конечном итоге, может привести к неудаче 
терапии [20] . Следует отметить, что понимание значимо-
сти гепатотоксичности при АРТ увеличивается с каждым 
годом по двум причинам . Во-первых, в связи с высокой 
распространенностью среди ВИЧ-инфицированных лиц 
хронических вирусных гепатитов В (ХГВ) и С (ХГС) [21, 
22], так как у таких больных на фоне терапии чаще раз-
виваются гепатотоксические эффекты [23] . Во-вторых, 
поскольку популяция ВИЧ-инфицированных пациентов 
стареет, а больные продолжают принимать АРТ, гепато-
токсичность, вызванная ВИЧ, и метаболические наруше-
ния, связанные с АРТ, все чаще встречаются в практике 
лечащих врачей и становятся серьезной проблемой обще-
ственного здравоохранения [24] .

Белки семейства цитохромов (CYP) и семейства 
глутатион-S-трансфераз (GST) участвуют, соответ-
ственно, в первой и второй фазах двухэтапного про-
цесса детоксикации ксенобиотиков, то есть широкого 
спектра токсинов окружающей среды, в том числе пре-
паратов АРТ [25, 26] . При этом GST представляют со-
бой ферменты фазы II метаболизма, предназначенные 
для детоксикации лекарств посредством специфичной 
конъюгации с глутатионом, наиболее известные из них, 
GSTM1 и GSTT1, полиморфны у человека, делеция гена 
GSTM1 может ухудшить способность человека к деток-
сикации некоторых канцерогенов, активных форм кис-
лорода и некоторых лекарств, а делеция GSTT1 снижает 
эффективность детоксикации лекарственных средств и 
их конъюгации с электрофильными и гидрофобными 
соединениями [27] . Цитохром P450 2D6 (CYP2D6) ко-
дируется высокополиморфным геном CYP2D6 и явля-
ется ключевым ферментом реакции на лекарственные 
препараты, поскольку участвует в метаболизме прак-
тически 25% клинически назначаемых лекарств, в том 
числе метаболизирует антиретровирусные препараты 

[28, 29] . Согласно литературным данным, определение 
нулевых/делеционных мутаций генов GSTM1, GSTT1, 
CYP2D6 у ВИЧ-инфицированных лиц даёт ценную 
прогностическую информацию в отношении возмож-
ного развития гепатотоксического эффекта при АРТ 
[25, 26] . Разработка сравнительно легко применимого 
в рутинной лабораторной диагностике метода опреде-
ления таких полиморфных вариантов позволит выяв-
лять пациентов с генетической предрасположенностью 
к развитию гепатотоксичности на фоне АРТ для углу-
блённого обследования, своевременного назначения 
адекватной поддерживающей терапии, а также прове-
дения комплекса профилактических мероприятий .

Цель нашей работы - разработать способ прогно-
стической оценки развития гепатотоксичности у ВИЧ-
инфицированных лиц при антиретровирусной терапии 
на основе определения делеционного полиморфиз-
ма генов биотрансформации ксенобиотиков GSTM1, 
GSTT1, CYP2D6 человека .

Материал и методы. В работе были использова-
ны образцы цельной крови, полученные от 176 ВИЧ-
инфицированных пациентов с вирусологической не-
эффективностью АРТ, 112 образцов крови от лиц 
с впервые выявленной ВИЧ-инфекцией, 400 ВИЧ-
инфицированных лиц с низкой приверженностью те-
рапии, 297 ВИЧ-инфицированных лиц на АРТ с ге-
патотоксическими проявлениями различной степени 
тяжести . В качестве контрольной группы обследовали 
123 волонтеров без ВИЧ, вирусных гепатитов и клини-
ческих проявлений хронических и/или острых заболе-
ваний, включая гепатотоксические проявления .

Экстракцию тотального препарата ДНК/РНК про-
водили с помощью комплекта реагентов «РИБО-преп» 
(ФБУН ЦНИИЭ, Москва), согласно инструкции произ-
водителя . Полученный образец использовали для муль-
типлексной постановки ПЦР участков генов GSTM1, 
GSTT1, CYP2D6 и эталонного нормировочного гена 
белковой субъединицы р30 рибонуклеазы Р (RPP30) 
при условиях, представленных в табл . 1 .

Т а б л и ц а  1
Параметры программы амплификации на планшетном амплификаторе CFX96 (Bio-Rad, США)

Цикл Температура, °С Время Измерение флюоресцен-
ции

Количество
 циклов

1 95     15 мин 1

2
95 10 с

561 30 с
72 15 с

3

95 10 с

3060 30 с *   JOE/HEX, FAM/Green,
  Cy5/Red, ROX/Orange

72 15 с
  Примечание . * – Детекция флуоресцентного сигнала .

Состав амплификационной смеси представлял со-
бой буферный раствор, содержащий Трис-HCl pH 8,8 
(при 25 °C), KCl, 6-7 мМ MgCl2, дезоксинуклеозидтри-
фосфаты, глицерол, Tween 20, SynTaq ДНК-полимеразу 
с ингибирующими активность фермента антителами 

(или 1 ед . рекомбинантной Taq ДНК-полимеразы, или 
Hot-start Taq ДНК-полимеразы) . Использовали разра-
ботанный в ходе исследований комплекс олигодезокси-
рибонуклеотидных праймеров и флуоресцентно мече-
ных зондов (табл . 2) . 
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Т а б л и ц а  2
Нуклеотидные последовательности праймеров и зондов, использованные для амплификации фрагментов целевых генов  

биотрансформации ксенобиотиков GSTM1, GSTT1, CYP2D6 и эталонного гена RPP30

Праймер/Зонд Нуклеотидная последовательность

GSTM1F 5’– CACCTGCATTCGTTCATGTGAC –3’

GSTM1R 5’– AAGCAAGAGCAGAGAGGAGAC –3’

GSTM1zondFAM 5’– FAM-GCCATGAGCAGGCACAGTGAGTGC-RTQ1/BHQ1 –3’

GSTT1F 5’– GTCCCAGAGCACCTCACC –3’

GSTT1R 5’– GTGTGCATCATTCTCATTGTGG –3’

GSTT1zondHEX 5’– HEX-CACCATCCCCACCCTGTCTTCCA-BHQ1 –3’

CYP2D6*5F 5’– TGAGCCCATCTGGGAAACA –3’

CYP2D6*5R 5’– GGTGTCCCAGCAAAGTTCATG –3’

CYP2D6*5zondCy5 5’– Cy5-CAGTGCAGGGGCCGAGGGAG-RTQ2/BHQ2 –3’

RPP30F 5’– TTTGGACCTGCGAGCG –3’

RPP30R 5’– GAGCGGCTGTCTCCACAAGT –3’

RPP30-zondROX 5’– ROX-TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG-RTQ2/BHQ2 –3’

Полученные результаты регистрировали посред-
ством гибридизационно-флуоресцентной детекции в 
режиме «реального времени» с помощью программно-
го обеспечения используемого прибора для проведения 
ПЦР . 

Параллельно с амплификацией анализируемых об-
разцов проводили амплификацию контрольного образ-
ца, представляющего собой ранее охарактеризованный 
образец ДНК, в котором все три целевых гена дикого 
типа находятся в гомозиготном состоянии .

Анализировали кривые накопления флуоресцент-
ного сигнала по четырем каналам: по каналу для флу-
орофора JOE/HEX – сигнал, свидетельствующий о 
накоплении продукта амплификации фрагмента гена 
GSTT1, по каналу для флуорофора FAM/Green сигнал, 
свидетельствующий о накоплении продукта амплифи-
кации фрагмента гена GSTM1, по каналу для флуоро-
фора Cy5/Red сигнал, свидетельствующий о накопле-
нии продукта амплификации фрагмента гена CYP2D6, 
по каналу для флуорофора ROX/Orange сигнал, свиде-
тельствующий о накоплении продукта амплификации 
фрагмента гена RPP30 . Результаты интерпретировали 
на основании наличия (или отсутствия) пересечения 
кривой флуоресценции с установленной на соответ-
ствующем уровне пороговой линией (устанавливали в 
середине линейного участка прироста флуоресценции 
положительного контроля в логарифмической шкале), 
что определяет наличие (или отсутствие) для данной 
пробы значения порогового цикла Ct в соответствую-
щей графе в таблице результатов . Результат амплифи-
кации по каналу считали положительным, если кривая 
однократно пересекалась с пороговой линией в обла-
сти достоверного прироста флуоресценции, отрица-
тельным в случае отсутствия пересечения кривой с 
пороговой линией (нет значения Ct), сомнительным во 
всех других случаях . Анализ GSTM1, GSTT1, CYP2D6 

проводили с нормализацией на эталонный ген RPP30, 
относительное число копий целевых генов определяли 
с использованием метода ΔΔCT [30] в сравнении с оха-
рактеризованным образцом-калибратором, имеющим 
две копии каждой из целевых последовательностей, на 
основании чего делали выводы о наличии аллеля дико-
го типа или делеционного полиморфизма в гетеро- или 
гомозиготном состоянии для каждого анализируемого 
гена и потенциальной функциональной состоятельно-
сти соответствующих ферментов . 

Статистическую обработку данных проводили с по-
мощью пакета программ MS Excel, Prizm 5 .0 (GraphPad 
Software Inc ., https://www .graphpad .com/support/prism-
5-updates/) . Для оценки достоверности различий чис-
ленных данных, полученных при парных сравнениях, 
использовали, в зависимости от характеристик вы-
борок, точный критерий Фишера или критерий Хи-
квадрат с поправкой Йетса . В качестве порога досто-
верности отличий было определено значение вероят-
ности p<0,05 .

Результаты. Согласно предложенному нами мето-
ду, полученный образец тотальной ДНК использовали 
для одновременной амплификации в одной емкости 
фрагментов целевых генов GSTM1, GSTT1, CYP2D6 и 
эталонного гена RPP30 с использованием олигонуклео-
тидных праймеров и соответствующих им олигонукле-
отидных флуоресцентно меченых зондов, несущих на 
5’-конце флуорофоры, а на 3’-конце не флуоресцент-
ные тушители (см . табл .1) . Основой для возникновения 
флуоресценции является амплификация целевых и эта-
лонных фрагментов ДНК на специфических олигону-
клеотидах . Для детекции накопления специфических 
продуктов ПЦР используются флуоресцентно меченые 
олигонуклеотидные зонды, что позволяет проводить 
одновременную регистрацию флуоресценции по четы-
рем каналам амплификатора с функцией детекции флу-
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оресценции в режиме реального времени . 
На рис . 1 представлены кривые флуоресценции, от-

ражающие динамику образования продукта реакции в 
ходе амплификации всех анализируемых генов, вклю-

чая три целевых гена и один нормировочный, при «ди-
ком» генотипе, то есть, каждый целевой ген гомозиго-
тен по «дикой» аллели, то есть, GSTM1 +/+ GSTT1 +/+ 
CYP2D6 +/+ .

Рис . 1 . Кривые флуоресценции, отражающие динамику образования продуктов реакции в ходе амплификации всех анализируемых генов при «диком» ге-
нотипе, включая целевые гены GSTM1 (FAM – кружки), GSTT1 (HEX – треугольники), CYP2D6 (Cy5 – кресты) и эталонного гена RPP30 (ROX – ромбы) .

На рис . 2 представлены кривые флуоресценции, 
отражающие динамику образования продуктов ре-
акции в ходе амплификации анализируемых генов 
при «дикой» гомозиготе (+/+) по гену GSTT1, ге-

терозиготе (+/0) по гену GSTM1 и гомозиготной 
делеционной мутации (0/0) гена CYP2D6, о чем 
свидетельствует отсутствие продукта его ампли-
фикации .

Рис . 2 . Кривые флуоресценции, отражающие динамику образования продуктов реакции в ходе амплификации анализируемых генов . Обозначения: целе-
вые гены GSTM1 (FAM – кружки), GSTT1 (HEX – треугольники), эталонный ген RPP30 (ROX – ромбы) . 
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На рис . 3 представлены кривые флуоресцен-
ции, отражающие динамику образования продук-
тов реакции в ходе амплификации анализируемых 
генов при «дикой» гомозиготе (+/+) по гену GSTT1 

и гомозиготном делеционном полиморфизме по 
генам GSTM1 (0/0) и CYP2D6 (0/0), что выражает-
ся в отсутствии флуоресценции соответствующих 
зондов .

Рис . 3 . Кривые флуоресценции, отражающие динамику образования продуктов реакции в ходе амплификации анализируемых генов . Обозначения: целе-
вой ген GSTT1 (HEX – треугольники), эталонный ген RPP30 (ROX – ромбы) . 

В ходе апробации разработанного метода было по-
казано, что частоты гомозиготных делеций GSTM1 
и GSTT1 у ВИЧ-инфицированных лиц с вирусологи-
ческой неэффективностью АРТ составили 41,47% и 
44,88%, соответственно, сочетанный генотип GSTM1 
0/0 + GSTT1 0/0 – 22,15% от группы . В контрольной 
группе сочетанный генотип GSTM1 0/0 + GSTT1 0/0 – 
12,19% от группы . При анализе распределения геноти-
пов: GSTM1 0/0 + GSTT1 +/-, GSTM1 +/- + GSTT1 0/0, 
GSTM1 0/0 + GSTT1 0/0, GSTM1 +/- + GSTT1 +/-, где «-» 
– любой вариант, выявлены достоверные отличия меж-
ду контрольной группой и ВИЧ-инфицированными ли-
цами с неэффективной АРТ - χ2=18,103, df3, p=0,0004 . 
Распределение генотипов генов GST в группе паци-
ентов с впервые выявленной инфекцией ВИЧ не от-
личалось от такового в контрольной группе . Показан 
риск неэффективности АРТ при сочетанном генотипе 
GSTM1 0/0 + GSTT1 0/0 – OR=2,05, p<0,05 . Риск ви-
русологической неэффективности АРТ при  GSTM1 0/- 
GSTT1 0/- CYP2D6 0/- более чем в пять раз выше, чем 
у лиц с генотипом GSTM1 +/+ GSTT1 +/+ CYP2D6 +/+ 
- OR=5,7, p<0,05 .

Большинство ВИЧ-инфицированных больных с низ-
кой приверженностью к АРТ сообщали о гепатотоксиче-
ских проявлениях лечения антиретровирусными препа-
ратами . Среди 400 ВИЧ-инфицированных лиц с низкой 
приверженностью терапии у 332 человек, что составило 
83% обследованных, был представлен по крайней мере 
один из целевых генов GSTM1, GSTT1, CYP2D6 с де-
леционной мутацией в гомозиготном состоянии . У 278 

человек (69,5%) одновременно выявляли делеционную 
мутацию другого целевого гена в гомо- или гетерозигот-
ном состоянии . У 161 (40,25%) ВИЧ-инфицированных 
больных с низкой приверженностью АРТ и гепатоток-
сическими проявлениями были выявлены сочетания ге-
нотипов GSTM1 0/0 GSTT1 0/0, GSTM1 0/+ GSTT1 0/0, 
GSTM1 0/+ GSTT1 0/+, GSTM1 0/0 GSTT1 0/+ в присут-
ствии CYP2D6 0/0 или CYP2D6 0/+ .

У 92,22% лиц с тяжелыми гепатотоксическими про-
явлениями выявляли следующие сочетания целевых 
генов: GSTM1 0/0 GSTT1 0/0 CYP2D6 0/0, GSTM1 0/0 
GSTT1 0/0 CYP2D6 0/+, GSTM1 0/+ GSTT1 0/0 CYP2D6 
0/0, GSTM1 0/0 GSTT1 0/+ CYP2D6 0/0, GSTM1 0/+ 
GSTT1 0/0 CYP2D6 0/+, GSTM1 0/0 GSTT1 0/+ CYP2D6 
0/+ . При оценке риска развития тяжелых гепатотоксиче-
ских эффектов показано, что OR=16,21, p<0,05 при  со-
четанном генотипе GSTM1 0/0 GSTT1 0/0 CYP2D6 0/0 .

В связи с вышесказанным, авторы считают, что вы-
явление сочетания генотипов GSTM1 0/0 GSTT1 0/0, 
GSTM1 0/+ GSTT1 0/0, GSTM1 0/+ GSTT1 0/+, GSTM1 
0/0 GSTT1 0/+ в присутствии CYP2D6 0/0 или CYP2D6 
0/+ свидетельствует о наличии у обследуемых генети-
ческой предрасположенности к развитию гепатотокси-
ческого эффекта при антиретровирусной терапии .

Обсуждение. В эпоху высокоактивной АРТ почти 
половина смертей среди госпитализированных паци-
ентов, инфицированных ВИЧ, связана с заболевания-
ми печени . Клинические проявления при этом могут 
варьировать от первично бессимптомных с умеренным 
повышением активности печеночных ферментов до 
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цирроза печени и печеночной недостаточности . В раз-
личных работах исследователи освещают эту проблему 
как гепатотоксичность, развившуюся вследствие дей-
ствия непосредственно инфекции, побочного эффекта 
АРТ и нескольких причин сразу . Индивидуальная адап-
тация к антиретровирусным препаратам, воздействию 
окружающей среды, сформированная культурными 
нормами и генетической предрасположенностью, по-
тенциально может модулировать риск и прогрессирова-
ние заболеваний печени среди ВИЧ-инфицированных 
лиц [23, 24], в связи с чем, методы, позволяющие вы-
явить повышенный риск развития у пациента гепато-
токсичности, становятся необходимостью . 

Ранее H .O . Singh и соавторы [26] предлагали спо-
соб определения делеционных мутаций генов GSTM1 
и GSTT1 у ВИЧ-инфицированных лиц для определения 
риска развития гепатотоксичности при АРТ, кроме того 
известен «Набор реагентов для выявления генетиче-
ских полиморфизмов в генах GSTT1 и GSTM1 человека 
методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с элек-
трофоретической детекцией продуктов амплификации 
в агарозном геле "АмплиСенс® GSTT1/GSTM1-EPh"» . 
Однако, методы, выявляющие только гомозиготные ну-
левые генотипы очевидно ограничены так как не по-
зволяют определить гетерозиготы GSTM1 +/0 и GSTT1 
+/0, ферментативная активность которых присутствует, 
но имеет сравнительно более низкий уровень, чем при 
гомозиготах GSTM1 +/+ и GSTT1 +/+ . Кроме того, огра-
ничением является необходимость использования ага-
розного гель-электрофореза для детекции результатов . 
Известен способ определения мутаций гена CYP2D6, 
включая делеционную мутацию, методом ПЦР с после-
дующим секвенированием [31], что позволяет выявить 
разнообразие мутаций указанного гена, но очевидным 
ограничением метода является сложность его приме-
нения в рамках рутинной лабораторной диагностики . 
Проблему отчасти решили в своей работе I . Girault и со-
авторы [32], предложившие выявлять «нулевые» алле-
ли GSTT1 и GSTM1 методом ПЦР в реальном времени, 
однако этот способ имел ряд технических проблем . Во-
первых, крайне неудачно были выбраны нуклеотидные 
последовательности праймеров и зондов, что в одних 
случаях приводило к повышенной возможности отжи-
га синтетических последовательностей самих на себя, а 
в других, из-за разницы GC-состава и, соответственно, 
различных оптимальных температур отжига, к разнице 
в эффективности ПЦР целевых и нормировочного ге-
на . Во-вторых, выявление делеционных аллелей только 
генов II фазы биотрансформации ксенобиотиков, но от-
сутствие выявления делеционной мутации генов I фазы 
не позволяло оценить эффект суммарного влияния . Эти 
проблемы были успешно решены в рамках предложен-
ного нами способа . 

Необходимость разработки и внедрения предложен-
ного нами способа для прогностической оценки пред-
расположенности к развитию гепатотоксичности при 
АРТ косвенно подтверждается тем, что наряду с по-
вышенным риском распространенности вирусных ге-
патитов среди ВИЧ-инфицированных лиц, достоверно 
показано, что такая коинфекция существенно повыша-
ет риск развития тяжелой гепатотоксичности [23, 24] . 
К потенциальным механизмам повреждения печени у 
таких пациентов можно отнести усиление окислитель-

ного стресса печени, нарушение работы митохондрий, 
липотоксичность, аутоиммунные нарушения, цитоток-
сичность, накопление токсичных метаболитов, в том 
числе за счет нормальной/высокой активности фермен-
тов I фазы биотрансформации и сниженной активности 
ферментов II фазы, системное воспаление, не исключе-
но также влияние мутантных вариантов вируса гепати-
та В, которые могут способствовать тяжелой гепатоток-
сичности [24] . Таким образом, ВИЧ-инфицированные 
пациенты, получающие высокоактивную антиретрови-
русную терапию, тем более при наличии коинфекции, 
требуют пристального внимания и регулярного контро-
ля функции печени [24] .

Отдельно следует отметить, что в ходе апробации 
метода, помимо ассоциации «нулевых» аллелей генов 
GSTM1, GSTT1, CYP2D6 с развитием гепатотоксич-
ности, было показано влияние сочетанных нулевых 
генотипов исследуемых генов на вирусологическую 
эффективность АРТ . Поскольку маловероятна прямая 
связь вирусологической неэффективности АРТ с деле-
ционными полиморфными вариантами исследуемых 
генов, можно предположить, что ассоциация опосре-
дована повышенной частотой низкой/умеренной при-
верженности среди лиц с указанными генотипами из-
за проявлений гепатотоксичности, о которых пациенты 
не сообщали своевременно .  Еще одним неожиданным 
результатом оказалось то, что наибольшее OR развития 
гепатотоксичности показано при сочетании генотипов 
GSTM1 0/0 GSTT1 0/0, GSTM1 0/+ GSTT1 0/0, GSTM1 
0/+ GSTT1 0/+, GSTM1 0/0 GSTT1 0/+ с CYP2D6 0/0 или 
CYP2D6 0/+, в то время как логично было бы предпо-
ложить наибольшую значимость при сочетании «ну-
левых» аллелей генов II фазы биотрансформации ксе-
нобиотиков с «диким типом» гена I фазы . Вероятнее 
всего, это может быть связано с многочисленностью ге-
нов биотрансформации обеих фаз и тем, что какой-то/
какие-то из генов I фазы играет более важную роль при 
активации ксенобиотиков из ряда АРП, чем CYP2D6, 
однако необходимы дальнейшие исследования этого 
направления .

Заключение. Разработанный метод прогности-
ческой оценки развития гепатотоксичности у ВИЧ-
инфицированных лиц при антиретровирусной терапии 
на основе определения делеционного полиморфиз-
ма генов биотрансформации ксенобиотиков GSTM1, 
GSTT1, CYP2D6 человека расширяет арсенал спосо-
бов, предназначенных для оценки на доклиническом 
этапе генетической предрасположенности человека к 
развитию гепатотоксических побочных эффектов при 
лечении с использованием антиретровирусных препа-
ратов . Кроме того, представленный способ может быть 
использован для фундаментальных исследований, по-
священных оценке значимости полиморфных вариан-
тов хозяина для развития гепатотоксичности, прогрес-
сирования ВИЧ-инфекции и ее осложнений .
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ЦИРКУЛИРУЮЩИЕ БИОМАРКЕРЫ ГЛИОМ (ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ)

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии» Минздрава РФ, 344037, Ростов-на-Дону, Россия 

Глиомы являются наиболее распространенными первичными опухолями центральной нервной системы, которые чрезвычай-
но агрессивны и имеют неутешительный прогноз. Инвазивная диагностика глиальных опухолей несет значительные риски 
для пациента и не всегда целесообразна, а магнитно-резонансная томография не дает возможности дифференциальной 
диагностики заболевания. В связи с этим активно развивается направление малоинвазивной диагностики глиом. Целью на-
стоящего обзора стала систематизация имеющихся данных о циркулирующих биомаркерах глиом для потенциального кли-
нического применения. Поиск литературы за последние 10 лет был проведен по ключевым словам «glioma liquid biomarkers» 
с использованием баз данных PubMed, Elsevier, Российской научной электронной библиотеки eLIBRARY и поисковой системы 
Google Scholar. Было выявлено более 5000 ссылок, после их проверки проанализировано 277 статей, из которых 62 источ-
ника были выбраны для написания настоящего обзора. Согласно литературным данным идентификация потенциальных 
циркулирующих биомаркеров глиом, включая опухолевые клетки, внеклеточные везикулы, протеины, а также ДНК и РНК, 
проводится в основном в крови и спинномозговой жидкости. Чувствительность и специфичность отдельных биомаркеров 
характеризуется высокой вариабельностью. Среди наиболее перспективных выделяют отдельные микро-РНК, экзосомы и 
внеклеточную ДНК. Проблема низких концентраций биомаркеров решается благодаря быстрому развитию методологиче-
ской базы. Несомненным преимуществом жидкостной биопсии является возможность многократного отбора образцов, 
что позволяет осуществлять мониторинг заболевания. Тем не менее, на сегодняшний день ни один маркер глиом не внедрен в 
повседневную клиническую практику. Возможно, что панели нескольких типов биомаркеров станут в будущем стандартом 
диагностики и мониторинга глиом, поскольку биомаркеры, задействованные в различных молекулярных онко-ассоциирован-
ных путях, будут актуальны для большего количества пациентов, а также смогут суммарно повысить чувствительность 
и специфичность тестирования.
Ключевые слова: глиомы; циркулирующие маркеры; циркулирующие опухолевые клетки; внеклеточные везикулы; цоДНК; 
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Omel'chuk E.P., Timoshkina N.N., Rostorguev E.E., Dzhenkova E.A.

CIRCULATING BIOMARKERS OF GLIOMAS (REVIEW OF LITERATURE)

National Medical Research Centre for Oncology, 344037, Rostov-on-Don, Russia 

Gliomas are the most common primary tumors of the central nervous system, which are extremely aggressive and have a poor prognosis. 
Invasive diagnosis of glial tumors is not always advisable and carries signifi cant risks for the patient, and magnetic resonance imaging 
does not allow diff erential diagnosis of the disease. Therefore, the direction of minimally invasive diagnosis of gliomas is actively 
developing. The purpose of this review was to systematize the available data on circulating glioma biomarkers for potential clinical 
application. A literature search over the last 10 years was carried out using the keywords “glioma liquid biomarkers” using the 
PubMed and Elsevier databases, the Russian Scientifi c Electronic Library eLIBRARY and the Google Scholar search engine. More 
than 5000 references were identifi ed, and after verifying, 277 articles were analyzed, of which 62 sources were selected for this 
review. According to the literature, the identifi cation of potential circulating glioma biomarkers, including tumor cells, extracellular 
vesicles, proteins, as well as DNA and RNA, is mainly performed in the blood and cerebrospinal fl uid. The sensitivity and specifi city of 
individual biomarkers are characterized by high variability; individual microRNAs, exosomes, and extracellular DNA are considered 
more promising. The problem of low concentrations of biomarkers is being solved due to the rapid development of the methodological 
framework. An undoubted advantage of liquid biopsy is the possibility of multiple sampling, which allows for disease monitoring. 
However, to date, no glioma marker has been introduced into everyday clinical practice. It is possible that panels of several types of 
biomarkers will become the future standard for diagnosing and monitoring gliomas, since biomarkers involved in diff erent molecular 
cancer-associated pathways will be relevant for a larger number of patients and can also cumulatively increase the sensitivity and 
specifi city of testing.
Key words: glioma; circulating biomarkers; circulating tumor cells; extracellular vesicles; ctDNA; ctRNA; review
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Введение. Глиомы являются наиболее распростра-
ненными инвазивными первичными опухолями мозга 
у взрослых, которые характеризуются высокими уров-
нями смертности и рецидивирования после хирурги-
ческого удаления, с частотой̆ встречаемости около 5 
пациентов в год на 100 000 человек в мире . Глиомы по-
ражают головной и спинной мозг и возникают в резуль-
тате онкотрансформации глиальных клеток . Приблизи-
тельно 70% всех глиом относятся к злокачественным; 
5-летний рубеж выживаемости преодолевают лишь 
20% пациентов с данным заболеванием [1, 2] .

Низкая эффективность лечения глиом объясняется, 
прежде всего, высокой морфогенетической гетероген-
ностью клеток опухоли и инвазивностью процесса, а 
также часто встречающейся на практике поздней поста-
новкой диагноза, когда уже появляются явно выражен-

ные симптомы заболевания . Не решены вопросы скри-
нинговой диагностики данных новообразований . Даже 
глиомы высокой степени злокачественности часто диа-
гностируют тогда, когда процесс распространился за 
пределы возможностей эффективной хирургической 
резекции . Вследствие этого решение проблемы ранней 
диагностики глиом путем различных модальностей 
МРТ, РКТ, ПЭТ-КТ нейровизуализации в перспективе 
должно быть основано на изучении предиктивных диа-
гностических молекулярных маркеров, что является 
весьма актуальной задачей будущих исследований [3] .

В настоящее время наиболее точными прогности-
ческими и предиктивными маркерами по сравнению 
с гистологическими типами глиом признаны их моле-
кулярно-генетические особенности, влияющие на кли-
ническое течение и выживаемость . Прогностические 

Рис . 1 . Классификация диффузных глиом (взрослые) согласно ВОЗ 2021 года, 5-я версия .
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факторы существенно различаются в зависимости от 
типа глиальной опухоли, что привело к значительной 
реструктуризации в классификации опухолей ЦНС 
(WHO 2021) (рис . 1) [4] . 

Опухоль-специфичные биомаркеры, обнаруживае-
мые в крови, моче, спинномозговой жидкости, то есть 
при так называемой «жидкостной биопсии», имеют 
преимущества в своей минимально инвазивной при-
роде и обладают огромным потенциалом в области 
ранней диагностики, генотипирования опухолей, вы-
явлении минимальной остаточной болезни после ради-
кального лечения, прогнозировании ответа на терапию 
и выявлении рецидивов [5] . Важно, что по сравнению 
с исследованием опухолевой ткани жидкостная биоп-
сия может быть проведена многократно, что обеспечит 
мониторинг заболевания [6] . В настоящем обзоре мы 
рассмотрели текущие разработки и перспективы ис-
пользования в клинике циркулирующих биомаркеров .

Жидкостная биопсия. Биологические жидкости 
человека (кровь, спинномозговая жидкость и моча) мо-
гут содержать компоненты опухоли, а именно циркули-
рующие опухолевые клетки, внеклеточные везикулы, 
нуклеиновые кислоты, белки и метаболиты . 

Препятствием в разработке тестирования на базе 
циркулирующих биомаркеров может выступать их низ-
кие уровни из-за наличия гематоэнцефалического ба-
рьера (ГЭБ) [7] . Однако появление таких методов как 
цифровая капельная ПЦР (ddPCR) и секвенирование 
следующего поколения (NGS) предоставили возмож-
ность анализировать крайние низкие концентрации 
маркеров . С помощью этих технологий проводится 
обнаружение мутаций, перестроек, изменений числа 
копий генов, эпигенетических модификаций и, с не-
давнего времени, фрагментации нуклеиновых кислот 
[8] . В тоже время проницаемость ГЭБ увеличивается 
по мере прогрессии опухоли за счет активности про-
воспалительных цитокинов, хемокинов и ангиогенных 
сигналов, экстрагируемым злокачественными клетка-
ми . В итоге, закономерно повышается концентрация 
опухолевых компонентов в биологических жидкостях 
на поздних стадиях заболевания [1] . Дополнительно 
вносит вклад характерная черта глиом - накопление му-
таций в генах, кодирующих клаудины, которые в основ-
ном и определяют целостность ГЭБ . Глиомы high-grade 
имеют более высокие показатели обнаружения цирку-
лирующих биомаркеров и большую мутационную на-
грузку, чем low-grade первичные опухоли [9] . 

Периферическая кровь является наиболее доступ-
ным биоматериалом, в котором детектируют аналиты 
с небольшой молекулярной массой, способных прони-
кать через неповрежденный ГЭБ [10] .

Спинномозговая жидкость (СМЖ) обеспечивает бо-
лее эффективное обнаружение опухолевых компонен-
тов в связи с анатомической близостью к первичному 
очагу [9] . Очень низкая клеточность ликвора (до 5 кле-
ток мм3) по сравнению с плазмой позволяет с большей 
чувствительностью определить опухолевую ДНК [11] . 
Возможности СМЖ были использованы для количе-
ственного анализа опухолевой ДНК с целью оценки тя-
жести заболевания и прогноза [9] . Жидкостная биопсия 
посредством люмбальной пункции является вариантом 
выбора для пациентов, имеющих противопоказания к 
хирургическому вмешательству [10] . 

Моча также является возможным источником био-
маркеров глиом . Показано, что в моче можно обнару-
жить метаболические изменения, характерные для тка-
ни глиобластомы [12], реже некоторые онкоспецифиче-
ские микро-РНК [13] . 

Циркулирующие опухолевые клетки (ЦОК) обна-
руживают преимущественно в крови, их рассматри-
вают как источник биомаркеров, и одновременно, как 
биомаркер злокачественного новообразования. При-
сутствие ЦОК в биологических жидкостях связывают с 
неблагоприятным прогнозом [1] . Интересно, что ЦОК 
обнаруживают в крови пациентов с глиобластомой в 20-
40% случаев, однако при этом отсутствует ассоциация 
с метастазированием [14] . ЦОК отличает повышенный 
миграционный потенциал и мезенхимальный фенотип 
вследствие эпителиально-мезенхимального перехода, 
однако они сохраняют многие генетические и феноти-
пические признаки исходной опухоли [15] . Например, 
обнаружены молекулярные сигнатуры ЦОК, позволя-
ющие разграничить первичные и вторичные опухоли 
головного мозга [16], а также отличить лучевой некроз 
от истинного рецидива глиомы [17] . 

Внеклеточные везикулы представляют собой 
ограниченные мембраной пузырьки с цитоплазмой, ко-
торые выделяются клетками при различных физиоло-
гических и патологических состояниях, играя важную 
роль в межклеточной коммуникации . Они могут со-
держать в себе нуклеиновые кислоты, белки, липиды, 
метаболиты и другие молекулы . При онкогенезе роль 
везикул злокачественных клеток распространяется на 
поддержание роста и выживаемости опухоли, стимуля-
ции миграции и инвазии путем индукции ангиогенеза, 
участие в метаболическом перепрограммировании здо-
ровых клеток путем активации гликолитических путей, 
на модуляцию противоопухолевых иммунных реакций, 
иммуносупрессии и химиорезистентности [18] .

Внеклеточные везикулы подразделяют на экзосомы, 
микровезикулы и апоптотические тельца, различаю-
щиеся, главным образом, размерами и происхождени-
ем [19] . Апоптотические тельца имеют размер 1-5 мкм 
и образуются в результате фрагментации клетки при 
апоптозе . Микровезикулы размером от 50 до 1300 нм, 
ограничены, как и апоптотические тельца, клеточной 
мембраной [20] .

Экзосомы происходят из эндосом и имеют размер от 
40 до 150 нм, что позволяет им проникать через интакт-
ный ГЭБ и циркулировать в жидкостях организма [1] . 
Подтверждена способность внеклеточных везикул про-
никать через неповрежденный ГЭБ путем трансцитоза 
[21] . В целом, доля экзосом, выделяемых глиальными 
опухолями, составляет менее 10% от всех циркулирую-
щих экзосом [22] . Тем не менее, они более стабильны и 
их концентрация в крови выше по сравнению с ЦОК, а 
также по сравнению со здоровыми донорами и пациен-
тами с другими заболеваниями ЦНС . Положительная 
динамика уровня экзосом ассоциирована с рецидивом 
и прогрессией глиобластом [18] . Как и ЦОК внеклеточ-
ные везикулы могут быть изолированы из биологиче-
ских жидкостей человека, что дает возможность вали-
дировать опухоль-специфичность биомаркеров в виде 
нуклеиновых кислот, белков и т .п . [23] . 

С диагностической точки зрения в качестве биомар-
керов наибольший интерес представляют циркулирую-
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щие нуклеиновые кислоты (ДНК и РНК) . Высвобож-
даясь из опухолевых клеток, они могут обнаруживать-
ся в составе либо липидных/белковых структур, либо 
внеклеточных везикул . У здоровых людей циркулиру-
ющие нуклеиновые кислоты быстро элиминируются 
из кровотока . Напротив, у онкологических пациентов 
фиксируют накопление ДНК и РНК в кровотоке [24] .

Циркулирующая опухолевая ДНК (цоДНК) обна-
руживается у 50% пациентов с первичными опухолями 
головного мозга [25], в том числе при отсутствии в кро-
ви ЦОК [16], при этом показано соответствие мутаци-
онного статуса опухолевой ткани и цоДНК [6, 26] . По 
сравнению с ЦОК цоДНК обладает более высокой чув-
ствительностью и предоставляет более широкий спектр 
опухолевых маркеров [1] . Уровень внеклеточной ДНК 
может варьировать в зависимости от типа, расположе-
ния и размера опухоли, что необходимо учитывать при 
дизайне и анализе результатов исследования [11] . Ин-
тересно, что характер фрагментации цоДНК в плазме/
СМЖ (˂145 п .н .) и моче (˂82 п .н .) отличается [8] .

Проблемы разработки биомаркеров на основе 
цоДНК связаны низкой представленностью молекул в 
жидкостной биопсии [25] и неоднозначной специфич-
ностью: в цоДНК обнаруживают опухолеспецифичные 
генетические изменения при подозрении на злокаче-
ственное новообразование головного мозга и при до-
брокачественных опухолях ЦНС [11] . Ряд исследовате-
лей сообщают, что чувствительность цоДНК-тестов ва-
рьирует в зависимости от опухолевой нагрузки и grade 
[12] . Противоречивая информация связана, очевидно, 
с методическими проблемами анализа внеклеточной 
ДНК: нет общепризнанных рекомендаций по её сбору 
и хранению [11], отсутствуют оптимальные высокочув-
ствительные подходы для обнаружения и определения 
порога выявления мутаций в цоДНК [1] . Для преодоле-
ния трудностей, в частности для повышения чувстви-
тельности тестирования на базе цоДНК, предлагается 
использовать образцы СМЖ [11] . Предложено также 
использовать молекулярное профилирование цоДНК 
ликвора для выявления групп высокого риска среди 
low-grade глиом и для дифференциации глиом согласно 
классификации ВОЗ [24] .  

Количественное определение внеклеточной ДНК в 
плазме крови больных с глиомами также может стать 
биомаркером, например, показано, что уровни вкДНК 
до лучевой терапии коррелируют с результатами лече-
ния независимо от других прогностических факторов 
[17] . Отметим, что с большей вероятностью в жидко-
стях организма можно обнаружить митохондриальную 
ДНК (мтДНК) благодаря её высокой копийности в 
клетке [16] . Выявлена достоверная корреляция уровня 
циркулирующей мтДНК с объемом опухоли и реци-
дивированием [27], опухолевой нагрузкой [16], общей 
выживаемостью и выживаемостью без прогрессирова-
ния [28] . Предложено на базе количественной оценки 
мтДНК осуществлять мониторинг терапевтического 
ответа и прогрессирования заболевания [16] . 

Развитие молекулярных технологий обещает повы-
сить чувствительность и надежность анализа цоДНК: 
высокопроизводительное и нанопоровое секвенирова-
ние, количественная ПЦР, а также цифровая капельная 
ПЦР уже используются для анализа вкДНК, цоДНК и 
мтДНК [6] . Кроме того, для выявления и количествен-

ного определения соматических мутаций в цоДНК 
предложено применить BEAMing технологию, пред-
ставляющую собой высокочувствительный метод циф-
ровой ПЦР, сочетающий эмульсионную ПЦР и проточ-
ную цитометрию [29] . 

Генетические маркеры. Как уже упоминалось ранее, 
глиомы классифицируют в соответствии с их генетиче-
ским профилем (см . рис . 1), что предполагает перспек-
тивность генетических маркеров для разработки диффе-
ренциальной диагностики опухолей . Принципиальным 
маркером, подразделяющим все глиомы взрослых на 
два класса, является мутантный статус гена изоцитатде-
гидрогеназы (IDH1/2) – фермента цикла трикарбоновых 
кислот, который связан с лучшим прогнозом течения за-
болевания [4] . Закономерно определение статуса генов 
IDH1/2 в различных биологических жидкостях пред-
лагается рассматривать в качестве диагностического и 
прогностического биомаркера [30] . Аналогично биомар-
керами могут быть генетические изменения, дифферен-
цирующие олигодендроглиомы и астроцитомы (grade 2 
или 3), такие как 1p/19q или потеря/мутацией в ATRX, 
мутации в ТР53, CDKN2A/В (рис .1) . 

Наиболее полно разработаны циркулирующие гене-
тические маркеры глиобластом, генетические профили 
которых дифференцируют группу на подтипы [31] . В 
частности, мутации в генах опухолевых супрессорах 
NF1, PTEN и ТР53 типируют мезенхимальный подтип; 
мутации в гене EGFR, но не в ТР53 – классический под-
тип; мутации в ТР53, PDGFRA и IDH1 – пронейраль-
ный подтип; сверхэкспрессия генов NEFL, GABRA1, 
SYT1 и SLC12A5 – нейральный подтип . Опухоли выше-
описанных подтипов способны изменять свои молеку-
лярные характеристики в результате прогрессирования 
или под действием лечения [32] . Q . Wang и соавторы 
[33] показали возможность перехода классического 
подтипа в пронейральный или мезенхимальный после 
рецидива заболевания .

В цоДНК были выявлены опухолеспецифичные 
мутации генов JAK2, NF1, NRAS (G12D, G13R, Q61K, 
Q61R), GNAS, ATM (K342, R3008H, R3012), BRCA1 
(Q380, R1835), PTEN, RB1, CDKN2A/В, CIC, PDGFRA 
PIK3CA, PIK3R1, MSH6, HER2, MET и POU3F3 [25] .  V . 
Palande и соавторы [34] обнаружили в вкДНК из плаз-
мы пациентов с глиобластомой слияния генов KDR-
PDGFRA, NCDN-PDGFRA, BCR-ABL1, COL1A1-
PDGFB, NIN-PDGFRB, FGFR1-BCR, CEP85L-ROS1 и 
GOPC-ROS1 . Комбинация выявления наличия генных 
мутаций и слияний в перспективе поможет в первич-
ном обнаружении глиобластомы .

Изменение геномного профиля опухоли может быть 
связано с лечением . Например, у пациентов, перенес-
ших химио- и лучевую терапию, мутации в TP53, АТМ, 
GNAS и JAK2 встречаются чаще и коррелируют с небла-
гоприятным прогнозом [35], что можно использовать 
для мониторинга заболевания . Мониторинг изменения 
числа мутантных аллелей рTERT в цоДНК показал ас-
социацию с клиническим течением заболевания, в том 
числе с ответом на терапию и прогрессированием [17] .

Параллельно новый метод классификации глиом 
TeloDIAG, предложенный Р . Billard и соавторами [36], 
оказался эффективен для разработки малоинвазивной 
диагностики глиом на базе цоДНК . TeloDIAG осно-
ван на анализе механизма альтернативного удлинения 
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теломер (ALT – мутация промотора TERT и потеря 
ATRX), мутационного статуса IDHmt и гистологическо-
го типа опухоли . Эта классификация определила пять 
подтипов: tOD (олигодендроглиома), tLGA (low-grade 
астроцитома с мутацией IDH), tGBM_IDHmt (глиобла-
стома с мутацией IDH), tGBM (глиобластома без мута-
ции IDH), tAIV (ALT+ глиобластомы без мутации IDH) . 
Она соответствует классификации ВОЗ на 99% и до-
полняет её .

Изменение числа копий (CNV) некоторых генов яв-
ляется одним из ранних признаков канцерогенеза, сви-
детельствуя о геномной нестабильности . CNV целых 
хромосом или их частей приводит к модификации ка-
риотипов клеток и является источником генетической 
гетерогенности [31] . Идентичность профилей CNV во 
внеклеточных везикулах и тканях глиобластомы проде-
монстрировали C .L . Maire и соавторы [23] .

Кратное увеличение копийности гена EGFR с ли-
ганд-независимой активностью наблюдается примерно 
у 40% пациентов с глиобластомой, обосновывая диа-
гностическую и прогностическую ценность биомар-
кера [30] . D . Piccioni и соавт . [25] выявили во вкДНК 
амплификацию генов ERBB2/HER2, MET, KIT, BRAF, 
EGFR, CCND1, CCND2, CDK6 и PDGFRA у пациентов 
с первичными опухолями головного мозга .

Противоположный процесс (потеря гетерозиготно-
сти (LOH) вследствие делеций) также распространен-
ное событие при опухолях головного мозга . Так, LOH 
длинного плеча 10 хромосомы характерно для 60-80% 
первичных и вторичных опухолей головного мозга . В 
частности, утрачивается участок 10q23-24, на котором 
локализован важный онкосупрессор PTEN . Для пер-
вичных опухолей головного мозга характерна делеция 
локуса 22q12 .3, которая приводит к LOH гена-супрес-
сора опухоли TIMP-3 . Кроме того, LOH ещё ряда генов 
CDKN2A/B, MXI1, DMBT1, LGI1, FGFR2 и WDRI1 име-
ет клиническое значение и ассоциировано с прогресси-
рованием и переходом от 2-3 к 4 grade [30] . 

Метилирование ДНК. Наряду с генетическими 
альтерациями в индукции канцерогенеза принимают 
участие эпигенетические изменения . Метилирование 
ДНК является основным эпигенетическим изменени-
ем, характерным для глиальных опухолей, как на ран-
них, так и на более поздних стадиях онкогенеза [37] . 
Эпигенетическая дифференцировка глиом имеет высо-
кую прогностическую ценность независимо от других 
известных предикторов общей выживаемости, таких 
как возраст и грейд [38] . Известно, что профиль мети-
лирования ДНК во вкДНК соответствует таковому в 
опухолевой ткани и позволяет дифференцировать глио-
мы разных подтипов друг от друга и от других экстра-
краниальных онкологических заболеваний, метастазов 
экстракраниальных опухолей в головной мозг и услов-
но здоровых людей [39] . 

Гипометилирование промоторов генов CXCR6 и 
PVT1 (и соответственно их сверхэкспрессия) наблюда-
ется в IDHwt опухолях и ассоциировано с плохим про-
гнозом . Помимо этого, уровни их метилирования были 
ассоциированы с прогрессией, псевдопрогрессией и с 
ответом на лечение [40] . 

Хорошо известно клиническое значение метили-
рования промотора MGMT, кодирующего фермент ре-
парации ДНК . Метилирование MGMT наблюдается в 

45-75% случаев глиомных опухолей и расценивается 
как положительный прогностический фактор для при-
менения лекарственной терапии . Гиперметилирование 
промотора MGMT приводит к сайленсингу гена, что 
повышает эффективность цитостатического препарата 
темозоломида [15] . Исследования продемонстрировали 
возможность малоинвазивного анализа метилирования 
MGMT, используя цоДНК крови и ликвора, причем 
специфичность в обоих случаях составляет 100%, а 
чувствительность – 37% и 65% соответственно [38] . 

Гипометилирование мобильных элементов генома 
часто описывается как механизм реализации генети-
ческой нестабильности в ходе канцерогенеза . В част-
ности, ДНК, выделенная из плазмы пациентов с глио-
бластомой, имела более низкие уровни метилирования 
Alu последовательностей, чем у здоровых доноров, 
отрицательно коррелируя с тяжестью заболевания и 
продолжительностью жизни пациентов [40] . Кроме 
того, низкие уровни метилирования Alu в цоДНК по-
ложительно коррелировали с отсутствием мутаций в 
IDH1/2 и наличием мутации в TERT [41] . По резуль-
татам полногеномного метилирования цоДНК спин-
номозговой жидкости L . Dai и соавторам [42] удалось 
идентифицировать 8 генов-кандидатов для диагности-
ки рецидивирующей глиобластомы и прогноза (FLRT2, 
ETV1, NTRK3, C1orf226 – высокий риск, NKD1, GNB5, 
COMMD1, CHI3L2 – низкий риск) . 

Таким образом, определение профиля метилирова-
ния ДНК глиом является источником потенциальных 
биомаркеров жидкостной биопсии, которые будут цен-
ны при выборе терапии, для диагностики, мониторинга 
минимальной остаточной болезни и ответа на лечение . 

Циркулирующие опухолевые РНК (цоРНК) явля-
ются многообещающими биомаркерами глиом и мо-
гут обнаруживаться как в свободном виде (перифери-
ческой крови, СМЖ и моче), так и в составе внекле-
точных везикул [19] . Несмотря на то, что нет единого 
мнения насчет наиболее приемлемой биологической 
жидкости для анализа цоРНК, наиболее оптималь-
ным источником цоДНК считается СМЖ [15] . Из все-
го многообразия типов РНК выделяют некодирующие 
короткие  микро-РНК (18-25 п .н .), которые регулиру-
ют экспрессию множества генов-мишеней либо путем 
разрушения специфических мРНК, либо подавлением 
трансляции, таким образом участвуя в многих физио-
логических и патологических процессах [19] . В от-
личие от многих потенциальных биомаркеров микро-
РНК способны проникать через неповрежденный ГЭБ 
и обнаруживаться в биологических жидкостях с высо-
кой чувствительностью и специфичностью [43] . Ожи-
даемо уровень микро-РНК отличается в нормальных и 
онконтрансформированных клетках мозга . Для харак-
теристики глиальных опухолей в биологических жид-
костях разрабатываются диагностические панели [44] . 
Изменение экспрессии микро-РНК предполагает связь 
с опухолевой нагрузкой и прогнозом пациента, но ни-
как не связано с полом и возрастом [43] . Кроме того, 
циркулирующие микро-РНК могут быть использованы 
с целью диагностики, мониторинга и прогнозирования 
заболевания (см . таблицу) . 

Длинные некодирующие РНК (днкРНК) имеют дли-
ну от 200 нуклеотидов до 100 тыс . нуклеотидов; по 
сравнению с белок-кодирующими генами, экспресси-
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руются тканеспецифично . При развитии глиом показа-
но функциональное участие ряда днкРНК в индукции 
пролиферации, инвазии, миграции, ангиогенезе, эпите-
лиально-мезенхимальном переходе, метастазировании, 
развитии лекарственной устойчивости [45] . Циркули-
рующие днкРНК предлагается использовать в качестве 
маркеров диагностики, химиорезистентности и про-
гноза для пациентов с первичными опухолями голов-
ного мозга [46] (см . таблицу) . 

Развитие глиом также сопровождается изменением 
паттерна экспрессии кольцевых РНК (кцРНК), которы-
ми богаты нейрональные ткани . Кольцевые РНК высо-

костабильны, консервативны и тканеспецифичны . Со-
гласно данным литературы, кцРНК, участвующие в он-
когенезе, в основном блокируют действие микро-РНК, 
связываясь с ними [19] . Первичные опухоли головного 
мозга обнаруживают аберрантную экспрессию кцРНК 
[47], которая ассоциирована с инициированием и про-
грессировании глиального онкогенеза через контроль 
метаболизма, миграции, пролиферации, инвазии, анги-
огенеза и апоптоза . Уровни кцРНК показывают разно-
направленную корреляцию с прогрессией, рецидивом, 
радио- и химиорезистентностью, а также выживаемо-
стью пациентов [48] (см . таблицу) . 

Циркулирующие РНК маркеры глиом

Маркер Применение Ссылка
микро-РНК

miR-21, miR-128, miR-342, miR-15b, miR-376a,b,c, miR-210, miR-320, miR-125b, miR-454, 
miR-29, miR-182, miR-133а, miR-548b-5p, miR-205, miR-221,  miR-222, miR-16-5p, miR-130, 
miR-181b-5p, miR-208a, miR-100, miR-17-5p, miR-3180, miR-3180-3p, miR-6782-5p, miR-133b, 
miR-670-3p, miR‐9, mir‐92b, miR-124, miR‐219‐5p, miR‐451a, miR-10b, miR-301a, miR-218-5p, 
miR-193b-3p, miR-331-3p, miR-374a-5p, 548c‐3p, miR-520f-3p, miR-27b-3p, miR-30b-3p, miR-
180, miR-574-4p, RNU6-1 (малая ядерная РНК)

Диагностика [14, 49-51]

miR-574, miR-497, miR-125b, miR-342, miR-454-3p, miR-21, miR-15b, miR-23a, miR-150, miR-
197, miR-548b-5p, miR-221, miR-222, miR-16, miR-19a-3p, miR-20a-5p, miR-106a-5p, miR-130, 
miR-181b-5p, miR-208a, miR-124-3p, miR-210, miR-301, miR-122-5p, miR‐93, miR‐593‐3p, miR-
133a, miR-486-3p, miR-107 , miR-151a, miR-148a, miR-5096,  

Дифференциальная диагностика
[49, 51-53]

miR-128, miR-454, miR-21, miR-182, miR-205, miR-221, miR-222, miR-210 Прогрессирование [14, 49, 51]
miR-125b, miR-128, miR-342, miR-221,
miR-222 Ответ на лечение [49, 51]

miR-21, miR-125b, miR-454, miR-182, miR-221, miR-222, miR-20, miR-210, miR-301a Прогноз [49, 51] 
кцРНК

circSMARCA5,circHIPK3, circ0075828, circ0003828, circ0002976, circPINTexon2, circU2AF1, 
circCFH, circ104948, circ0001445,
circWDR62, circMMP1, circ0012381, circ0024108, 

Диагностика [54-56]

CircNFIX, CircPOSTN, CircHEATR5B, CircCPA4, circ-E-Cad, Circ-SHPRH, Circ-FBXW7, Circ-
RPL15, CircMMP9, CircGLIS3, CircSFMBT2, Hsa_circ0001017, Circ-ATXN1, CircNT5E, Circ-
DICER1, CDR1as, CircPIP5K1 A, Circ-MAPK4, CircNEIL3, circKIF18Aм,  circBTG2, circMMP1, 
circ0001445, circ-METRN, circ0046701, circ001946, circ0012129, cZNF292, circTTBK2, circ14359, 
circSHKBP1, circ002136, circDICER1, circ0074362 

Прогрессирование 
[48, 56]

circRNA-ATP8B4, circ-METRN Радиорезистентность [57]
circ0055202, circ0074920, circ0043722, 
circ0005019, circ0000880, circ0006365, circ0001649, circHIPK3, circ0076248, circ0034642, 
circSMARCA5, circSHPRH, circFBXW7, circ0000177, circBRAF, circ0074362, circITCH, 
circCPA4, circ0051680

Прогноз [15, 55, 56, 58]

днкРНК
HOTAIR, LncRNA565, LncRNA641, DLX6-AS1, ELF3-AS1, ASB16-AS1, NEF, ANRIL, 
GSCAR, LINC00941 Диагностика [15, 45, 46, 59, 

60]
SBF2-AS1 Химиорезистентность [61]
HOTAIR, GAS5, MALAT1, H19, LncRNA565, LncRNA641, HOXA11-AS, TUSC7, 
MCM3AP-AS, PART1, MIAT, RP11–838N2 .4, NR_002809, XLOC_010967, BC002811, 
TPT1-AS1, AGAP2-AS1, LINC01198, SPRY4-IT1, ZEB1-AS1, KIAA0495

Прогноз [45, 46, 59]

Основной проблемой разработки диагностических 
и прогностических тестов на базе оценки циркулирую-
щих РНК остается высокая вариабельность свободных 
или везикулярных РНК и отсутствие стандартизиро-
ванной методологии анализа [47] . 

Белки. На сегодняшний день не выявлен белковый 
маркер, специфичный для глиомных опухолей, поэто-
му протеомные исследования сосредоточены на анали-
зе уровней циркулирующих белков, выделяемых опу-
холевыми клетками . Предполагается, что в этом случае 
белковыми маркерами глиом могут выступать участни-
ки/регуляторы воспалительного ответа, пролиферации, 

гипоксии, ангиогенеза, деградации и ремоделирования 
внеклеточного матрикса .  

Протеомное профилирование внеклеточных вези-
кул повторяет специфичный для глиобластом паттерн, 
в частности отражает амплификацию EGFR, фиксиру-
ет мутантные PTEN, IDH1/2 и TP53 [18] . 

В исследовании  Т . Pienkowski и соавторов [62] 
уровни циркулирующих в плазме белков GFAP, EGFR, 
VEGF и 2-HG дифференцировали low-grade и high-
grade глиомы, коррелировали с размером опухоли, про-
грессией, рецидивом, выживаемостью и прогнозом па-
циентов . 
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Рис . 2 . Жидкостная биопсия глиальных опухолей .

Отметим, что определение циркулирующих белков ме-
тодически является относительно простым и недоро-
гим методом . Однако ограничениями протеомных ис-
следований являются высокий уровень фонового шума 
и нестандартизированные методики проведения анали-
за и оценки результатов [24] .   

 Заключение. Золотым стандартом неинвазивной ди-
агностики и мониторинга глиом головного мозга оста-
ется МРТ, однако дифференциальную и окончательную 
диагностику проводят на основании гистологического 
анализа опухолевого образца, отбор которого осложнен 
анатомическими особенностями локализации и гете-
рогенностью опухоли . В тоже время биомаркеры жид-
костной биопсии значительно доступнее благодаря ми-
нимально инвазивной процедуре отбора, что позволяет 
определять их уровень многократно, в том числе в целях 
мониторинга заболевания и оценки эволюции опухоли . 
Однако не один циркулирующий биомаркер глиом не 
доведен до стадии внедрения в клиническую практику . 
Основными проблемами разработки тестов жидкостной 
биопсии являются: гетерогенная природа глиом, которая 
препятствует отбору общих для всех типов опухолей мо-
лекул-кандидатов, низкая частота глиом, а также физи-
ческие препятствия для попадания маркеров в кровоток 
и ликвор в виде ГЭБ также не способствует прогрессу 
выявления биомаркеров . Кроме того, частота обнаруже-
ния биомаркеров может зависеть от хронологического 

изменения концентрации молекул, от типа образца, от 
типа опухоли, её классификации .

На текущий момент опубликовано множество работ, 
в которых были идентифицированы потенциальные 
циркулирующие биомаркеры глиом (рис . 2) . Благодаря 
растущей чувствительности методов исследования сей-
час возможно анализировать клетки, микровезикулы и 
отдельные молекулы (ДНК, РНК, белки и метаболиты), 
высвобождающиеся из опухоли и циркулирующие в 
крови, спинномозговой жидкости и моче . По сравне-
нию с исследованием опухолевой ткани жидкостная 
биопсия может быть легко повторена, в том числе у не-
операбельных пациентов .

Прямое количественное измерение ЦОК и внекле-
точных везикул, которое возможно совмещать с общим 
анализом крови, являются привлекательными биомар-
керами . Однако ограничения по частоте встречаемость 
ЦОК/ внеклеточных везикул у пациентов с глиомами 
разной степени злокачественности не позволяет рас-
сматривать их как отдельные маркеры .

Уникальные признаки глиом, такие как генетиче-
ские изменения (SNP, перестройки, делеции, ампли-
фикации и т .п .) и эпигенетический профиль (ДНК 
метилирование), обнаруживаемые в образцах жид-
костной биопсии, могут однозначно идентифициро-
вать опухоль . В отличие от этого уровень и профиль 
некодирующих РНК, цкДНК, белков и метаболитов в 
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жидкостях организма дополнительно может отражать 
местную или системную реакцию организма на при-
сутствие опухоли . Поэтому предлагается исследова-
ние цкРНК, белковых маркеров в ЦОК и эписомах; 
уделяется больше внимания циркулирующей мтДНК, 
обладающей большей копийностью в клетке и устой-
чивостью к эндогенному воздействию по сравнению с 
ядерной ДНК . 

Поскольку отдельные маркеры жидкостной биоп-
сии имеют невысокую точность, для клинического 
внедрения наиболее перспективными являются панели 
биомаркеров . Такой подход реализован, например, для 
колоректального рака: тест-система Cologuard (Exact 
Siences Co .), получившая одобрение FDA в 2014 году, 
включает анализ на фекальный гемоглобин, определе-
ние мутаций в KRAS и метилирование генов NDRG4 
и BMP3. Разработка панелей маркеров может решить 
и проблему дисрегуляции биомаркеров по мере про-
грессии злокачественности опухоли, так как уровни 
биомаркеров часто положительно/отрицательно корре-
лируют с grade, объемом опухоли и худшей выживае-
мостью . Таким образом, применение нескольких типов 
биомаркеров в одной панели может синергически ис-
пользовать преимущества и частично уменьшать недо-
статки друг друга . 

В целом для большинства известных в настоящее 
время биомаркеров глиом требуется дополнительная 
валидация, после которой они смогут существенно 
дополнить методы диагностики и/или мониторинга 
глиом .
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Огарков О.Б., Синьков В.В., Кондратов И.Г., Жданова С.Н., Орлова Е.А. , Хромова П.А.

РАЗРАБОТКА ПЦР-РВ МЕТОДА ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ ТУБЕРКУЛЕЗНЫХ И 
НЕТУБЕРКУЛЕЗНЫХ МИКОБАКТЕРИЙ В КЛИНИЧЕСКОМ МАТЕРИАЛЕ НА ОСНОВЕ 
ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНА БЕЛКА ТЕПЛОВОГО ШОКА

ФГБНУ «Научный центр проблем здоровья семьи и репродукции человека», 664003, Иркутск, Россия

Цель - разработка ПЦР метода с флуоресцентной детекцией в реальном времени для выявления туберкулезных и нетубер-
кулезных микобактерий в клиническом материале, в том числе за счет выявления свободно циркулирующей ДНК в крови, 
плевральной жидкости, других тканях и органах. Для выявления уникальных мутаций пригодных для дискриминации ту-
беркулезных и не туберкулезных микобактерий проведен биоинформационный анализ референсных геномов микобактерий 
для их выравнивания по гомологичным нуклеотидным последовательностям. Анализ выровненных последовательностей M. 
tuberculosis complex, M. avium complex и других медленно и быстро растущих микобактерий, представленных в базе данных 
NCBI, выявил участок гена Rv0440 (GroEl2), содержащий в позициях 529633 и 529636 специфические однонуклеотидные за-
мены, пригодные для одностадийной ПЦР-РВ идентификации ДНК возбудителей M. tuberculosis complex и дискриминации 
их от иных нетуберкулезных микобактерий. Проведено испытание разработанных компонентов ПЦР - праймеров и TaqMan 
зондов на чистых культурах туберкулезных и нетуберкулезных микобактерий и клинических образцах от больных тубер-
кулезом и микобактериозами. При разработке метода использованы образцы мокроты, крови, пунктатов лимфатических 
узлов более чем 150 больных туберкулёзом и микобактериозами. Разработанные ПЦР реактивы успешно выявляли низкомо-
лекулярную высоко-деградированную ДНК микобактерий, циркулирующую в крови и других тканях больных туберкулезом и 
микобактериозами. На исчерпывающей выборке референсных геномов микобактерий из NCBI показана высокая потенциаль-
ная специфичность разработанного теста. Виртуальной программой Primer-BLAST, и вручную сервисом Blastn показано, 
что разработанный метод будет успешно дискриминировать виды M. tuberculosis complex: M. tuberculosis, M. africanum, M. 
canettii, M. bovis, M. caprae, M. microti от 125 видов нетуберкулезных микобактерий.
Ключевые слова: ПЦР-РВ; TaqMan зонды; ген Rv0440; M. tuberculosis complex; нетуберкулезные микобактерии
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Ogarkov O.B., Sinkov V.V, Kondratov I.G., Zhdanova S.N., Orlova E.A. Khromova P.A.

DEVELOPMENT OF A PCR-RT METHOD FOR DETECTION OF TUBERCULOUS AND NON-
TUBERCULOUS MYCOBACTERIA IN CLINICAL SAMPLES BY POLYMORPHISM OF GENE HEAT 
SHOCK PROTEIN

Scientific Centre of the Family Health and Human Reproduction Problems, 664003, Irkutsk, Russia

The aim of the study is to develop a real-time PCR method with fluorescent detection for the identification and discrimination of 
tuberculosis and non- tuberculosis mycobacteria in clinical material, including freely circulating DNA in blood, pleural fluid and 
other tissues and organs. Bioinformatics analysis of mycobacterial genomes was performed to align them with homologous nucleotide 
sequences.  Aligned sequences of M.  tuberculosis complex, M.  avium complex and other slow and fast-growing mycobacteria 
presented in the NCBI database, were analysed, it was revealed the Rv0440 (GroEl2) gene region containing specific single-nucleotide 
substitutions in positions 529633 and 529636. This SNPs were suitable for design of a diagnostic test for one-step PCR of DNA 
of M.  tuberculosis complex and nontuberculous mycobacteria. The developed PCR reagents - primers and TaqMan probes were 
tested on pure cultures of tuberculosis and nontuberculous mycobacteria and clinical samples from patients with tuberculosis and 
mycobacteriosis. Sputum, blood and lymph node samples from more than 150 patients with tuberculosis and mycobacteriosis were 
used in the development of the method. The developed PCR reagents successfully detected low molecular weight, highly degraded 
mycobacterial DNA circulating in the blood and other tissues of patients with tuberculosis and mycobacteriosis. Exhaustive sampling 
of mycobacterial reference genomes from NCBI demonstrated the high potential specificity of the developed test. Using the virtual 
program Primer-BLAST, as well as manually using the Blastn service, it was shown that the developed method successfully discriminates 
species of the M. tuberculosis complex: M. tuberculosis; M. africanum; M. canettii; M. bovis; M. caprae; M. microti from 125 species 
of nontuberculous mycobacteria.
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По оценкам ВОЗ, почти четверть населения ми-
ра инфицирована Mycobacterium tuberculosis (МБТ) 
[1] . Даже после пандемии COVID-19 туберкулёз (ТБ) 
остается ведущей причиной смертности от инфекци-
онных заболеваний во всем мире [2] . Несмотря на то, 
что глобально общее количество случаев заражения 
МБТ снизилось, количество случаев заболеваний лег-
ких, вызванных нетуберкулезными условно-патоген-
ными микобактериями (НТМ), возросло . На эту но-
зологию приходится более 90% клинических случаев 
заболеваний, вызванных НТМ [3] . В западной части 
РФ преобладающими видами НТМ, как и в боль-
шинстве стран мира, являются медленно растущие: 
Mycobacterium avium complex, M. kansasii, M. xenopi, 
M. lentiflavum, M. gordonae и быстрорастущие: M. 
fortuitum, M. chelonae, M. abscessus, M. smegmatis [4-
6] . НТМ, циркулирующие в восточной части России 
менее изучены, однако, по всей видимости, спектр 
НТМ не отличается принципиально от западных ре-
гионов России и мира в целом [7] . Из-за уникального 
характера развития этой инфекции и характеристик 
заболевания НТМ обычно устойчивы к противоту-
беркулезным препаратам первого ряда [8] . Клини-
ческая идентификация видов НТМ имеет решающее 
значение для определения тактики лечения и оценки 
устойчивости к антибиотикам этих возбудителей [9] . 
По нашему опыту быстрая лабораторная диагностика 
сепсиса, вызванного M. avium, в буквальном смысле 
спасла жизнь ВИЧ-инфицированному пациенту [10] . 
Одним из очевидных трендов в клинической лабора-
торной диагностике в области инфекционных заболе-
ваний является применение современных молекуляр-
но-биологических методов в клинической практике, 
в первую очередь метода ПЦР . Новейшим подходом 
в этой области является исследование свободно цир-
кулирующей в жидкостях организма бесклеточной 
ДНК (сцДНК) для этиологического доказательства 
той или иной инфекции . Такого рода исследования 
приводились при пневмониях [11], туберкулезных 
плевритах [12], туберкулезных менингитах у детей 

[13] и т .д . Нами ранее методом полногеномного сек-
венирования показано, что в моче коинфицированных 
ВИЧ-инфекцией и туберкулёзом (ВИЧ/ТБ) больных 
преобладают низкомолекулярные фрагменты мико-
бактериальной ДНК длиной от 19 до 44 пар основа-
ний [14] . Имеются данные о плевритах, вызванных 
нетуберкулезными микобактериями [15] . Цель насто-
ящего исследования - разработка ПЦР метода с флу-
оресцентной детекцией в реальном времени для вы-
явления туберкулезных и нетуберкулезных микобак-
терий в клиническом материале, в том числе за счет 
выявления свободно циркулирующей ДНК в крови, 
плевральной жидкости и других тканях и органах .

Материал и методы . Штаммы микобактерий 
получены с плотной питательной среды Левенштей-
на-Йенсена . Сбор и характеристика штаммов МБТ и 
НТМ в клиническом материале от больных с подо-
зрением на микобактериоз проводилось, как описано 
ранее [7, 16] . При невозможности выделить ДНК в 
день взятия, инактивацию и консервацию патогенного 
материала осуществляли 50% изопропиловым спир-
том с 1% CTAB, согласно описанной ранее методике 
[17] . Выделение геномной ДНК из штаммов МБТ или 
НТМ и клинических образцов (мокрота, плевральная 
жидкость и т .д .) проводили набором ДНК-сорб-B (Ин-
терлабсервис, Россия) . Измерение концентрации ДНК 
осуществляли на флуориметре Qubit 4  (СТРАНА). 
Дизайн олигонуклеотидных праймеров и зондов раз-
рабатывался самостоятельно, эти компоненты ПЦР 
синтезированы ЗАО «Синтол», остальные реагенты 
для ПЦР приобретались в виде готовых премиксов 
для ПЦР-РВ . Видовая идентификация выявленных 
МБТ или НТМ проводилась путем секвенирования по 
Сэнгеру полного рибосомального оперона 16S-ITS-
23S или его фрагмента [7] . При биоинформационном 
анализе выровненных референсных геномов избегали 
использования нуклеотидных последовательностей 
элемента IS6110, поскольку он не является общим для 
всех штаммов микобактерий [18], по сходным причи-
нам из выборки исключены последовательности гена 
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дующий рестрикционным анализом [20] .
Структуры праймеров и зондов, температура от-

жига и размер ампликонов для индикации однонукле-
отидных замен в позициях 529633A/C и 529636A/G 
относительно референсного генома M. tuberculosis 
NC_000962 .3 приведены в табл . 1 . Дизайн и анализ in 
silico праймеров и зондов выполнялся с помощью он-
лайн программ Blastn и Primer-BLAST NCBI (https://
www .ncbi .nlm .nih .gov/tools/primer-blast/index .cgi) . Раз-
работанные тесты с детекцией ПЦР-РВ испытывали на 
амплификаторе CFX (Bio-Rad), с набором БиоМастер 
ОТ-ПЦР Премиум (БиоЛабМикс) . Статистическую об-
работку результатов проводили в таблицах Excel .

Т а б л и ц а  1

Праймеры и зонды, использованные для проведения исследования

Название гена и 
(позиция SNP в 

геноме)
Структура олигонуклеотида 5’->3’

Размер 
ампликона 

(п.н.)
Tm, oC Позиция в геноме 

NC_000962.3 Примечание

groEL2 (Rv0440)

[FAM]-CCATCGCCGGACGAGTGG-
[BHQ1]

97 63

529623-529640

Зонд для индикации ДНК 
M. tuberculosis complex

[R6G]-CCATCGCCGGCCGGGTG-
[BHQ1]

Зонд для индикации ДНК 
иных микобактерий

ACCAAGGACGAGACCACCAT 529577- 529596
Прямой праймер для 
амплификации ДНК 

фрагмента гена groEL2

GAGTCGCTGTTCTCGATCTC 529655-529674
Обратный праймер для 

амплификации ДНК 
фрагмента гена groEL2

Для модельных экспериментов с деградированной 
ДНК использована смесь трех клинических штаммов 
МБТ генотипов Beijing (2 штамма) и LAM (1 штамм), 
смесь трех НТМ: M. avium, M. gordonae, M. fortuitum . 
Для моделирования процессов деградации ДНК в ор-
ганизме человека, смеси ДНК МБТ и НТМ фрагмен-
тировали NEBNext dsDNA фрагментазой (M0348, New 
England Biolabs) в соответствии с рекомендациями про-
изводителя . Для получения фрагментов в диапазоне 
длин 50-200 п .н ., 10 нг ДНК инкубировали в буфере с 
фрагментазой при 37 °C в течение 35 минут . Инакти-
вацию фермента осуществляли кратковременным про-
гревом смеси до 95 °C в течение 5 минут . ПЦР прово-
дили в режиме: 5 минут - 95o для активации Taq поли-
меразы; 10 секунд - 95o, 10 с - 63o, 10 с - 72o с детекцией 
по каналам FAM и HEX на этапе отжига праймеров; 
45 циклов . В качестве модели загрязняющего фона ис-
пользована высокомолекулярная ДНК буккального со-
скоба здорового добровольца в конечной концентрации 
1 нг в 1 мкл при проведении всех ПЦР-РВ . Температу-
ра отжига праймеров подобрана с учетом минимизации 
фоновой флуоресценции от неспецифической гибриди-
зации зондов с ДНК человека .

Результаты . Приведенные в табл . 1 набор прайме-
ров и зондов успешно испытан при работе с клиниче-
ским материалом в 2019-2023 годах на базе лаборато-
рии Иркутской областной клинической туберкулезной 
больницы более чем на 200 клинических образцах (мо-
крота, ликвор, кровь, пунктаты лимфатических узлов) 

[7, 10] . В 9 случаях получена чистая культура, и резуль-
тат индикации НТМ подтвержден секвенированием ри-
босомального оперона 16S-ITS-23S [7] . В одном случае 
[10] в плазме крови ВИЧ инфицированной больной раз-
работанным тестом, однозначно показано наличие цир-
кулирующих НТМ при отсутствии ДНК M. tuberculosis 
complex, выделена чистая культура и определен спектр 
лекарственной чувствительности и принадлежность 
штамма к Mycobacterium avium subsp . hominissuis [7] . 
Для верификации структуры праймеров и зондов и их 
теоретической специфичности относительно совре-
менных данных о референсных геномах микобактерий 
проведен исчерпывающий поиск с помощью онлайн 
программ Blastn и Primer-BLAST (NCBI) . Поиск прово-
дился с использованием критериев «Referred sequence 
representative genomes» по разделу «Mycobacteriales 
(taxid:85007)»

Таксоны Mycobacterium tuberculosis complex, опре-
деленные посредством виртуальной ПЦР программой 
Primer-BLAST, и вручную сервисом Blastn с разрабо-
танными праймерами и зондом (см . табл . 1) как M. tu-
berculosis complex (канал FAM): M. tuberculosis, M. afri-
canum, M. canettii, M. bovis, M. caprae, M. microti .

Исключения составили: M. pinnipedii (референс ге-
номы GCF_002982275 .1 и GCF_003027795 .2 и др .);  
M. mungi (референс геном GCF_001652545 .1); M. orygis 
(референс геном GCF_000353205 .1) недоступны для 
анализа .

Таксоны Mycobacterium/Mycobacteroides, опреде-

rpoB [18] . Исследование не ставило целью проверки 
чувствительности и специфичности сходных тестов, 
разработанных другими исследователями [19] . Наи-
более важной задачей при дизайне праймеров и зон-
дов для ПЦР-РВ авторы видели в создании высоко-
чувствительного теста, направленного на мишень 
менее 100 п .н . [14] и пригодного для анализа сцДНК 
микобактерий в крови и других жидкостях больных 
туберкулезом и микобактериозами . Представляет ин-
терес тот факт, что проведенный биоинформацион-
ный анализ привел нас к использованию того же гена 
Rv0440 (GroEl2), что изначально использовался для 
дифференцировки микобактерий путем ПЦР с после-
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ленные посредством виртуальной ПЦР программой 
Primer-BLAST и вручную сервисом Blastn с прайме-
рами и зондом ( см . табл . 1) как НТМ (канал HEX):  
M. abscessus, M. adipatum, M. ahvazicum, M. alsense,  
M. angelicum; M .aquaticum; M. arosiense; M. arupen-
sis; M. asiaticum; M. attenuatum; M. avium; M. barras-
siae; M. bouchedurhonense; M. bourgelatii; M. celatum;  
M. chelonae, M. colombiense; M. conspicuum; M. eu-
ropaeum; M. genavense; M. gordonae; M. florentinum;  
M. hackensackense; M. heidelbergense; M. helveticum;  
M. innocens; M. intracellulare; M. interjectum; M. inter-
medium; M. kansasii; M. kubicae; M. kyogaense; M. kiyo-
sense; M. lacus; M. lentiflavum; M. mantenii; M. marseil-
lense; M. montefiorense; M. nativiensis; M. nebraskense; 
M. numidiamassiliense; M. palustre; M. paraense;  
M. paragordonae; M. paraintracellulare; M. parmense; 
M. paraterrae; M. parascrofulaceum; M. paraseoulense; 
M. persicum; M. pinniadriaticum; M. rhizamassiliense; 
M. riyadhense; M. saopaulense, M. saskatchewanense;  
M. senriense; M. scrofulaceum; M. seoulense; M. sherrisii; 
M. shinjukuense; M. shimoide; M. shottsii; M. simulans; 
M. stomatepia; M. stomatepiae; M. szulgai; M. talmoniae; 
M. terramassiliense; M. tilburgii; M. timonense; M. tuber-
culosis; M. vicinigordonae.

Таксоны Mycolicibacterium/Mycolicibacter, 
определенные посредством виртуальной ПЦР 
программой Primer-BLAST и вручную сервисом 
Blastn с праймерами и зондом (см . табл . 1) как НТМ 
(канал HEX): M. austroafricanum; M. agri; M. aichiense;  

M. algericus; M. anyangense; M. arabiense; M. arenosum;  
M. aromaticivorans; M. aubagnense; M. aurum; M. bru-
mae; M. canariasense; M. doricum; M. chlorophenolicum; 
M. chubuense; M. cosmeticum; M. duvalii; M. elephantis; 
M. engbaekii; M. hassiacum; M. flavescens; M. fluoran-
thenivorans; M. fortuitum; M. gilvum; M. goodii; M. hel-
vum; M. heraklionensis; M. hiberniae; M. hippocampi;  
M. iranicum; M. koreensis; M. kumamotonensis; M. lon-
gobardus; M. monacense; M. moriokaense; M. murale;  
M. nonchromogenicus; M. obuense; M. palauense;  
M. pallens; M. parafortuitum; M. parakoreensis; M. phlei; 
M. phocaicum; M. poriferae; M. pulveris; M. rufum;  
M. rutilum; M. sediminis; M. terrae; M. thermoresistibile; 
M. tokaiense; M. trivialis; M. vaccae; M. vanbaalenii;  
M. vinylchloridicum; M. vulneris; M. xanthum; M. wolin-
skyi.

Исключения составили: M. grossiae и M. deserti 
для которых нуклеотидных последовательностей для 
гибридизаци и праймеров и/или зонда для индикации 
ДНК иных микобактерий (канал HEX) в их геномах не 
обнаружено . По всей видимости, это связано с недо-
статочным качеством геномных последовательностей, 
представленных в NCBI .

Как видно из калибровочных данных, представлен-
ных на рисунке и в табл . 2 . При концентрации ДНК 
МБТ в нативном виде (МБТ) или фрагментированном 
(MBTfr) и ДНК НТМ в нативном (НТМ) или фрагмен-
тированном (НТМfr) расхождение пороговых значений 
ПЦР-РВ (Ct) статистически не значимы .

Графические значения калибровки ПЦР-ПРВ по нативной и деградированной ДНК микобактерий в присутствии высокомолекулярной ДНК человека . 
По оси ординат - Ct (пороговые значения в циклах реакции) ПЦР-РВ, по оси абсцисс -  количество в образце микобактериальной ДНК в пикограммах в 
каждой реакции, выраженное в десятичных логарифмах (Lg): 1 пг - 0, 10 пг – 1; 100 пг – 2; 1000 пг (1 нг) – 3; 10000 пг (10 нг) – 4 .
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Т а б л и ц а  2

Пороговые значения ПЦР-РВ при различных концентрациях нативной и деградированной ДНК МБТ и НТМ

Ct/концентрация 10 нг 1 нг 100 пг 10 пг 1 пг ρ*

MBT 21,2 25,5 31,3 35 38

>0,05
MBTfr 23,6 27,3 31,6 36 39,3

НТМ 20,6 24,3 30,1 35,3 37,8

НТМfr 23,5 27,2 31,5 36 39,5

Примечание . *  - однофакторный дисперсионный анализ .

Обсуждение. Пятилетняя история применения раз-
работанного ПЦР-РВ метода для быстрой дифферен-
циальной диагностики МТБ и НТБ в клинических об-
разцах с целью выявления больных микобактериозами 
при поступлении в туберкулезную больницу свиде-
тельствует о востребованности теста и необходимости 
внесения такого рода разработок в клинические стан-
дарты лечения больных туберкулезом . Основной про-
блемой лечения иммунокомпрометированных пациен-
тов с микобактериозами в настоящее время является 
высокая вероятность ко-инфекции МБТ в процессе об-
следования по поводу подозрения на туберкулез в ста-
ционаре . С этой точки зрения, такого рода лаборатор-
ное обследование гораздо более целесообразно прово-
дить в рамках поликлиник или Центров СПИД с целью 
минимизации контактов больных микобактериозами с 
больными туберкулезом . Ключевым вопросом такого 
рода разработок является высокая чувствительность и 
специфичность относительно ДНК мишени . Для вы-
сококонсервативного генома возбудителя туберкулеза 
подобрать специфическую нуклеотидную последова-
тельность в большинстве случаев не составляет труда . 
Совершенно иная ситуация с диагностикой НТБ, по-
тенциальный спектр которых постоянно расширяется в 
связи с открытием новых видов потенциально патоген-
ных для иммунокомпрометированных лиц .

Заключение. Проведенные исследования свиде-
тельствуют, что разработанные реактивы (праймеры и 
флуоресцентные зонды) для ПЦР-РВ теста позволяют 
с высокой специфичностью дифференцировать пода-
вляющее большинство видов НТМ от МБТ . Чувстви-
тельность теста при этом составляет менее 1 пг ДНК 
на реакцию, что соответствует количеству менее 400 
геном-эквивалентов микобактериальной ДНК на одну 
ПЦР реакцию (расчеты не приводятся), независимо от 
степени «загрязнения» образца ДНК человека .
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