
© «Лабораторная диагностика. Восточная Европа»
Авторские права защищены. Любое воспроизведение материалов издания возможно только с обязательной ссылкой на источник.
© УП «Профессиональные издания», 2023
© Оформление и дизайн УП «Профессиональные издания», 2023
© ООО «Вилин», 2023

Беларусь
Журнал зарегистрирован  
Министерством информации Республики Беларусь 2 декабря 2011 г.  
Регистрационное свидетельство № 1496

Учредитель
УП «Профессиональные издания»  
при участии Республиканского научного общества специалистов 
клинической лабораторной диагностики Беларуси

Редакция: 
Директор Л.А. Евтушенко 
Заместитель главного редактора А.В. Жабинский
Руководитель службы рекламы и маркетинга М.А. Коваль
Технический редактор Д.В. Нужин

Адрес: 
220049, ул. Кнорина, 17, Минск
Тел.: +375 (17) 322 16 77, +375 (17) 322 16 78
e-mail: lab@recipe.by

Россия 
Журнал зарегистрирован 
Федеральной службой по надзору в сфере связи, информационных 
технологий и массовых коммуникаций (Роскомнадзор)  
25 августа 2023 г.
Свидетельство ПИ № ФС77-85799

Учредитель и издатель
ООО «Вилин»

Редакция: 
Директор Н.А. Рабкова 

Адрес: 
214522, Смоленская обл., Смоленский р-н, с.п. Катынское,  
п. Авторемзавод, д. 1А, пом. 413
e-mail: lab@recipe.by 

2023, том 12, № 3

Подписка
В каталоге РУП «Белпочта» (Беларусь):  
индивидуальный индекс – 01389, ведомственный индекс – 013892

В электронных каталогах на сайтах агентств:
ООО «Прессинформ», ООО «Криэйтив Сервис Бэнд»,  
ООО «Екатеринбург-ОПТ», ООО «Глобалпресс»

Электронная версия журнала доступна на сайтах lab.recipe.by, 
recipe-russia.ru, в Научной электронной библиотеке elibrary.ru,  
в базе данных East View, в электронной библиотечной  
системе IPRbooks
 
По вопросам приобретения журнала обращайтесь в редакцию

Журнал выходит один раз в три месяца.
Цена свободная

Подписано в печать: 12.09.2023
Дата выхода в свет: 22.09.2023
Формат 70×100 1/16. Печать офсетная
Тираж (Беларусь) 1000 экз. 
Тираж (Россия) 5000 экз. 
Заказ № 

Отпечатано в типографии 
Производственное дочернее унитарное предприятие «Типография 
Федерации профсоюзов Беларуси». 
Свидетельство о государственной регистрации издателя, изготови-
теля, распространителя печатных изданий 
№2/18 от 26.11.2013. Пл. Свободы, 23-103, г. Минск. 
ЛП №02330/54 от 12.08.2013.

lab.recipe.by
recipe-russia.ru

Основан в 2011 г.



Рецензируемое издание

Журнал включен в базы данных Scopus, Ulrich’s Periodicals Directory, EBSCO, CNKI, РИНЦ.

Журнал входит в Перечень научных изданий Республики Беларусь для опубликования результатов диссертационных 
исследований. Решение коллегии ВАК от 24.10.2012 (протокол № 06-18/2).

Ответственность за точность приведенных фактов, цитат, собственных имен и прочих сведений, а также за разглашение 
закрытой информации несут авторы. 

Редакция может публиковать статьи в порядке обсуждения, не разделяя точку зрения автора.
Ответственность за содержание рекламных материалов и публикаций с пометкой «На правах рекламы»  
несут рекламодатели.

Главный редактор 

Камышников Владимир Семенович, 
д.м.н., проф., заведующий кафедрой клинической лабораторной диагностики Белорусской медицинской академии 
последипломного образования (Минск, Беларусь)

Редакционная коллегия:

Алехнович Л.И., к.м.н., доц., Белорусская медицинская академия последипломного образования (Минск, Беларусь)

Анисько Л.А., к.м.н., Городская клиническая инфекционная больница (Минск, Беларусь)

Батуревич Л.В., к.м.н., доц., Белорусская медицинская академия последипломного образования (Минск, Беларусь)

Беляев С.А., Белорусское общество лабораторной медицины (Минск, Беларусь) 

Вергун О.М., к.б.н., доц., Белорусский государственный медицинский университет (Минск, Беларусь) 

Владимирская Т.Э., к.б.н., Белорусская медицинская академия последипломного образования (Минск, Беларусь) 

Гусина Н.Б., к.м.н., доц., Республиканский научно-практический центр «Мать и дитя» (Минск, Беларусь)

Державец Л.А., д.б.н., Республиканский научно-практический центр онкологии и медицинской радиологии  
имени Н.Н. Александрова (Минск, Беларусь) 

Долгов В.В., д.м.н., проф., Российский национальный исследовательский медицинский университет  
имени Н.И. Пирогова (Москва, Россия)

Доценко Э.А., д.м.н., проф., Белорусский государственный медицинский университет (Минск, Беларусь) 

Дубровский А.Ч., к.м.н., Республиканский научно-практический центр онкологии и медицинской радиологии  
имени Н.Н. Александрова (Минск, Беларусь) 

Коломиец Н.Д., д.м.н., проф., Белорусская медицинская академия последипломного образования (Минск, Беларусь) 

Коневалова Н.Ю., д.б.н., проф., Витебский государственный ордена Дружбы народов медицинский университет  
(Витебск, Беларусь) 

Костюк С.А., д.м.н., проф., Белорусская медицинская академия последипломного образования (Минск, Беларусь)

Кочетов А.Г., д.м.н., Российский университет дружбы народов (Москва, Россия)

Кузьменко А.Т., к.м.н., доц., Белорусская медицинская академия последипломного образования (Минск, Беларусь)

Лелевич В.В., д.м.н., проф., Гродненский государственный медицинский университет (Гродно, Беларусь)

Ляликов С.А., д.м.н., проф., Гродненский государственный медицинский университет (Гродно, Беларусь)

Манаева Н.А., к.б.н., Белорусская медицинская академия последипломного образования (Минск, Беларусь) 

Новикова И.А., д.м.н., проф., Гомельский государственный медицинский университет (Гомель, Беларусь)

Потапнев М.П., д.м.н., проф., Белорусский государственный медицинский университет (Минск, Беларусь)

Прохорова В.И., д.м.н., проф., Республиканский научно-практический центр онкологии и медицинской радиологии 
имени Н.Н. Александрова (Минск, Беларусь)

Смолякова Р.М., д.б.н., проф., Республиканский научно-практический центр онкологии и медицинской радиологии 
имени Н.Н. Александрова (Минск, Беларусь)

Таганович А.Д., д.м.н., проф., Белорусский государственный медицинский университет (Минск, Беларусь)



© "Laboratory diagnostics. Eastern Europe"
Copyright is protected. Any reproduction of materials of the edition is possible only with an obligatory reference to the source.
© "Professional Editions" Unitary Enterprise, 2023
© Design and decor of "Professional Editions" Unitary Enterprise, 2023
© LLC "Vilin", 2023

Belarus
The journal is registered  
by the Ministry of information of the Republic of Belarus  
on December 2, 2011.
Registration certificate No. 1496

Founder
UE "Professional Editions" with the participation of the Republican 
scientific society of experts of the clinical laboratory diagnostics  
of Belarus

Editorial office:
Director L. Evtushenko
Deputy editor-in-chief A. Zhabinski
Head of advertising and marketing department M. Koval
Technical editor D. Nuzhin

Address:
220049, Knorin str., 17, Minsk
Phones: (017) 322-16-77, 322-16-78
e-mail: lab@recipe.by

Russia 
The journal is registered
by the Federal Service for Supervision of Communications, 
Information Technology, and Mass Media (Roskomnadzor)  
on August 25, 2023.
Certificate ПИ No. ФС77-85799 

Founder and Publisher
LLC "Vilin"

Editorial office: 
Director N. Rabkova 

Address:   
214522, Smolensk region, Smolensk district,  
rural settlement Katynskoye, Avtoremzavod village, 1A, office 413
e-mail: lab@recipe.by   

2023   Volume 12   Number 3

I n t e r n a t i o n a l   S c i e n t i f i c   J o u r n a l

L A B O R ATO RY 
D i a g n o s t i c s

Eastern Europe
Laboratornaya  d iagnost ik a .  Vostochnaya  Evropa

Subscription
In the Republican unitary enterprise "Belposhta" (Belarus)  
individual index – 01389, departmental index – 013892

In the electronic catalogs on web-sites of agencies:
LLC "Pressinform", LLC "Krieitiv Servis Bend",  
LLC "Ekaterinburg-OPT", LLC "Globalpress"

The electronic version of the journal is available on lab.recipe.by, 
recipe-russia.ru, on the Scientific electronic library elibrary.ru, 
in the East View database, in the electronic library system IPRbooks
 
Concerning acquisition of the journal address to the editorial office

The frequency of the journal is 1 time in 3 months. 
The price is not fixed

Sent for the press: 12.09.2023
Release date: 22.09.2023
Format 70×100 1/16. Litho
Circulation (Belarus) is 1000 copies
Circulation (Russia) is 5000 copies
Order No. 

Printed in printing house

Founded in 2011

lab.recipe.by
recipe-russia.ru



Peer-Reviewed Edition

The journal is included in the databases Scopus, Ulrich's Periodicals Directory, EBSCO, CNKI, RSCI.

The journal is included into a List of scientific publications of the Republic of Belarus for the publication of the results of the 
dissertation research. HCC board decision of 12.10.2012 (protocol No. 06-18/2).

Responsibility for the accuracy of the given facts, quotes, own names and other data, and also for disclosure of the classified 
information authors bear. 

Editorial staff can publish articles as discussion, without sharing the point of view of the author.

Responsibility for the content of advertising materials and publications with the mark "On the Rights of Advertising"  
are advertisers.

Editor-in-Chief  

Vladimir S. Kamyshnikov, 
Dr. of Med. Sci., Prof., Head of the Clinical Laboratory Diagnostics Department of the Belarusian Medical Academy  
of Postgraduate Education (Minsk, Belarus)

Editorial Board:

Alekhnovich L., Cand. of Med. Sci., Assoc. Prof., Belarusian Medical Academy of Postgraduate Education (Minsk, Belarus)

Anisko L., Cand. of Med. Sci., City Clinical Infectious Diseases Hospital (Minsk, Belarus)

Baturevich L., Cand. of Med. Sci., Assoc. Prof., Belarusian Medical Academy of Postgraduate Education (Minsk, Belarus)

Beliaev S., Belarusian Society of Laboratory Medicine (Minsk, Belarus)

Derzhavets L., Dr. of Biol. Sci., N. N. Alexandrov National Cancer Centre of Belarus (Minsk, Belarus)

Dolgov V., Dr. of Med. Sci., Prof., Pirogov Russian National Research Medical University (Mosсow, Russia)

Dotsenko E., Dr. of Med. Sci., Prof., Belarusian State Medical University (Minsk, Belarus)

Dubrovsky A., Cand. of Med. Sci., N. N. Alexandrov National Cancer Centre of Belarus (Minsk, Belarus)

Gusina N., Cand. of Med. Sci., Assoc. Prof., Republican Scientific and Practical Center "Mother and Child" (Minsk, Belarus)

Kochetov A., Dr. of Med. Sci., Peoples' Friendship University of Russia (RUDN University) (Moscow, Russia)

Kolomiets N., Dr. of Med. Sci., Prof., Belarusian Medical Academy of Postgraduate Education (Minsk, Belarus)

Konevalova N., Dr. of Biol. Sci., Prof., Vitebsk State Order of Peoples’ Friendship Medical University (Vitebsk, Belarus)

Kostyuk S., Dr. of Med. Sci., Prof., Belarusian Medical Academy of Postgraduate Education (Minsk, Belarus)

Kuzmenko A., Cand. of Med. Sci., Assoc. Prof., Belarusian Medical Academy of Postgraduate Education (Minsk, Belarus)

Lelevich V., Dr. of Med. Sci., Prof., Grodno State Medical University (Grodno, Belarus)

Lyalikov S., Dr. of Med. Sci., Prof., Grodno State Medical University (Grodno, Belarus)

Manaeva N., Cand. of Biol. Sci., Belarusian Medical Academy of Postgraduate Education (Minsk, Belarus)

Novikova I., Dr. of Med. Sci., Prof., Gomel State Medical University (Gomel, Belarus)

Potapnev M., Dr. of Med. Sci., Prof., Belarusian State Medical University (Minsk, Belarus)

Prokhorova V., Dr. of Med. Sci., Prof., N. N. Alexandrov National Cancer Centre of Belarus (Minsk, Belarus)

Smolyakova R., Dr. of Biol. Sci., Prof., N. N. Alexandrov National Cancer Centre of Belarus (Minsk, Belarus)

Taganovich A., Dr. of Med. Sci., Prof., Belarusian State Medical University (Minsk, Belarus) 

Vergun O., Cand. of Biol. Sci., Assoc. Prof., Belarusian State Medical University (Minsk, Belarus)

Vladimirskaya T., Cand. of Biol. Sci., Belarusian Medical Academy of Postgraduate Education (Minsk, Belarus)



Вступительное слово

Вниманию авторов и читателей!

В соответствии со сложившейся традицией очеред-
ной номер журнала «Лабораторная диагностика Вос-
точная Европа» открывается статьями, посвященными 
вопросам организации деятельности клинической лабо-
раторной службы. С учетом того, что одними из осново-
полагающих принципов дальнейшего успешного разви-
тия лабораторной медицины являются стандартизация, 
автоматизация и информатизация, в данном номере 
журнала представлены статьи, отражающие достиже-
ния клинико-лабораторной деятельности в указанных 
магистральных направлениях. Так, в первой из них на-
учно обоснована не только значительно более высокая 
диагностическая эффективность использования методов 
жидкостной цитологии и цитоцентрифугирования по 
сравнению с традиционными технологиями исследова-
ния, но и достигаемая с их применением экономическая 
эффективность. Привлекает внимание то обстоятель-
ство, что применение методов жидкостной цитологии 
и цитоцентрифугирования сопряжено со значительным 
снижением затрат (в 3,4  раза и в 6,5  раза соответствен-
но) на единицу эффективности в сравнении с таковыми 
в случае использования метода традиционной цитоме-
трии. На  основании полученных данных, показавших 
высокую диагностическую информативность и экономи-
ческую эффективность применения методов жидкостной 
цитометрии и цитоцентрифугирования, авторами иссле-
дования предложено включать эти виды технологий в 
обязательный объем лабораторного исследования ци-
тологического осадка мочи пациентов с подозрением на 
рак мочевого пузыря.

С учетом все более широкого внедрения лабора-
торных информационных систем в деятельность ме-
дицинских учреждений не может не обратить на себя 
внимание и большой опыт использования лабораторной 
информационной системы в деятельности Брестской об-
ластной больницы: ее широкое применение открыло но-
вые возможности в повышении эффективности работы 
как самой (крупнейшей в Брестской области) централи-
зованной клинико-диагностической лаборатории, так и 
коллектива врачей разных клинических профилей.

Повышению эффективности деятельности клинико-
лабораторной службы, направленной на профилактику 
наследственно обусловленных заболеваний, способству-
ет и сделанное авторами одной из статей предложение о 
целесообразности проведения скрининга новорожден-
ных на предмет выявления врожденной иммунной недо-
статочности, что позволило бы предотвратить возникно-
вение у них опасных для жизни инфекций, улучшило бы 
выживаемость и качество жизни.



Обращает на себя внимание и новый методологи-
ческий подход к фенотипированию лимфоидных кле-
ток слизистой оболочки кишки у пациентов с болезнью 
Крона. С  использованием высокотехнологичных мето-
дов и предложенных алгоритмов лабораторного иссле-
дования авторами представленной статьи произведена 
оценка фенотипического состава лимфоидных клеток 
периферической крови и слизистой оболочки тонкой и 
толстой кишки у пациентов с болезнью Крона, что позво-
лило выявить такие изменения в основных и минорных 
популяциях мукозальных лимфоидных клеток врожден-
ного и приобретенного иммунитета, которые предполо-
жительно вовлекаются в формирование аутоиммунного 
воспаления в тонкой и толстой кишке; их определение в 
периферической крови может являться диагностически 
значимым маркером рецидива заболевания.

Существенный вклад в область клинико-лаборатор-
ного исследования женщин, страдающих аномальными 
маточными кровотечениями, внесен и нашими колле-
гами из Ирака, которые в ходе осуществленного ре-
троспективного исследования биопсийного материала 
эндометрия не только показали диагностическую значи-
мость оценки гистологических изменений эндометрия 
при аномальных маточных кровотечениях у женщин в 
возрасте от 16 до 70 лет, но и обосновали высокое каче-
ство и эффективность исследования образцов ткани эн-
дометрия способом Pipelle.

Вниманием авторов помещенных в данном номере 
журнала статей охвачены высокотехнологичные лабора-
торные исследования при разных формах инфекционной 
(коронавирусной, туберкулезной, вызываемой грибами) 
и неинфекционной патологии, в том числе при заболе-
ваниях системы крови (включая онкогематологические), 
женской половой сферы, органов пищеварения, мочевы-
делительной системы и др.

Все это соответствует принятой редакционной колле-
гией журнала концепции, предполагающей фокусировку 
внимания на реальной перспективе практического ис-
пользования полученных в ходе осуществления клини-
ко-лабораторных исследований новых научных резуль-
татов.

Надеемся, что статьи очередного номера нашего 
журнала будут востребованы как специалистами клини-
ческой лабораторной службы, так и врачами других спе-
циальностей в их научной и практической деятельности.

Главный редактор в Беларуси
Владимир Семенович Камышников
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Резюме ___________________________________________________________________________________________________ 

Цель. Провести сравнительный анализ способов стандартизации преаналитическо-
го лабораторного этапа цитологического исследования клеточного осадка мочи с 
расчетом экономической эффективности применяемых методов.
Материалы и методы. Цитологические препараты осадка мочи были приготовле-
ны с использованием методов жидкостной цитологии (ЖЦ), цитоцентрифугирова- 
ния (ЦЦ) и простого центрифугирования (традиционного центрифугирования (ТЦ)). 
Было проанализировано 1930 образцов мочи пациентов с установленным диагнозом 
уротелиальной карциномы и подозрением на данную патологию. Для оценки эконо-
мической эффективности методов ЖЦ, ЦЦ (с применением оригинальных прокла-
док медленного поглощения и их аналогов) и ТЦ в исследовании клеточного осадка 
мочи был использован анализ эффективности затрат (сost effectiveness analysis).
Результаты. Метод ЖЦ значительно повышал диагностическую чувствительность (ДЧ)  
(92,54%), специфичность (ДС) (94,21%) и диагностическую точность (ДТ) цитологиче-
ского исследования (94,45%). Метод ЦЦ с применением цитоцентрифуги Aerospray 
c циторотором Сytopro повышал ДЧ (87,87%) и ДС (94,21%), показатель ДТ составил 
96,92%. Метод ТЦ показал самые низкие показатели ДЧ, ДС и ДТ, которые состави-
ли 42,28%, 91,53% и 44,51% соответственно. Проведенный сравнительный анализ 
экономической эффективности изучаемых методов по соотношению финансовых 
средств и затрат трудового времени показал значительные преимущества методов 
ЖЦ и ЦЦ. При использовании метода ЖЦ производится в 3,4 раза меньше затрат на 
единицу эффективности, а при использовании ЦЦ с применением аналогов прокла-
док медленного поглощения – в 6,5 раза в сравнении с методом ТЦ.
Выводы. Проведенный сравнительный анализ экономической эффективности ис-
пользования методов ТЦ, ЖЦ и ЦЦ в исследовании клеточного осадка мочи по со-
отношению затрат трудового времени и финансовых средств показал значительные 
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преимущества метода ЖЦ и ЦЦ. Учитывая диагностическую ценность и экономиче-
скую эффективность методов ЖЦ и ЦЦ, целесообразно включать их в обязательный 
объем исследования первичных пациентов с подозрением на рак мочевого пузыря.
Ключевые слова: цитологическая диагностика, клеточный осадок мочи, жидкост-
ная цитология, цитоцентрифугирование, диагностическая эффективность, экономи-
ческая эффективность
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Abstract ___________________________________________________________________________________________________ 

Purpose. A comparative analysis of methods of standardization of the preanalytical 
laboratory stage of cytological examination of urine cellular sludge with calculation of 
economic efficiency of the methods used.
Materials and methods. Urine sediment preparations were prepared by liquid cytology 
(LC), cytocentrifugation (CC) and simple centrifugation (conventional centrifugation – 
CC). We analyzed 1.930 urine samples from patients diagnosed with urothelial carcinoma 
and suspected of this pathology. A cost-effectiveness analysis was used to assess the cost-
effectiveness of the LC, CC (using the original slow absorption pads and their counterparts) 
and TC methods in the study of urine cellular sludge.
Results. The LC method significantly increased the diagnostic sensitivity (92.54%), 
specificity (94.21%), and diagnostic accuracy of cytological examination (94.45%). The CC 
method using an Aerospray cytocentrifuge with a cytorotor Cytopro increased diagnostic 
sensitivity (87.87%) and specificity (94.21%), and the diagnostic accuracy rate was 
96.92%. The TC method showed the lowest values of diagnostic sensitivity, specificity and 
diagnostic accuracy, which were 42.28%, 91.53% and 44.51%, respectively. A comparative 
analysis of the economic efficiency of the studied methods in terms of the ratio of financial 
resources and labor time showed significant advantages of the LC and CC methods. When 
using the LC method, 3.4 times less costs per unit of efficiency are incurred, and when 
using CC with the use of analogues of slow absorption pads – 6.5 times in comparison 
with the TC method.
Conclusions. A comparative cost-effectiveness analysis of the TC, LC and CC methods in 
the study of urine cellular sludge in terms of the ratio of labor time and financial resources 
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showed significant advantages of the LC and CC methods. Given the diagnostic value 
and cost-effectiveness of the LC and CC methods, it is advisable to include them in the 
mandatory scope of investigation of primary patients with suspected urinary bladder 
cancer.
Keywords: cytological diagnosis, urine cell sludge, liquid cytology, cytocentrifugation, 
traditional cytology, diagnostic efficiency, cost-effectiveness

	� ВВЕДЕНИЕ
По данным Белорусского канцер-регистра, в структуре онкологической заболе-

ваемости населения Беларуси рак мочевого пузыря (РМП) составляет 2,5%. За 2020 г. 
в республике зарегистрирован 1071 случай впервые выявленного РМП [1]. Цитоло-
гическое исследование клеточного осадка мочи включено в алгоритм диагностики и 
лечения злокачественных новообразований и применяется в качестве дополнитель-
ного метода исследования при первичном обследовании и как основной метод при 
наблюдении за пациентами, страдающими РМП [2].

Стандартизация преаналитического лабораторного этапа цитологического ис-
следования осадка мочи является одним из основных компонентов на пути к досто-
верному цитологическому заключению. И в зависимости от ресурсов лаборатории 
цитологические препараты осадка мочи могут быть приготовлены различными тех-
нологиями концентрирования клеток: методами ЖЦ, ЦЦ и ТЦ [3]. Многие цитологи-
ческие лаборатории и цитологические отделы клинико-диагностических лаборато-
рий в Беларуси зачастую оснащены только центрифугами типа ОПН-8, ЦЛМН-Р10-01 
«Элекон», применение которых значительно снижает ДЧ (42,4%), ДС (93,6%) и ДТ 
(44,6%) цитологического исследования осадка мочи [4].

В целях стандартизации преаналитического лабораторного этапа цитологиче-
ского исследования целесообразно внедрять в работу лабораторий современное 
автоматизированное оборудование для концентрирования клеточных элементов на 
предметном стекле с учетом экономической эффективности применяемых методов. 
К таковым относятся оборудование (процессоры, установки, окрашивающие стан-
ции) для приготовления цитологических препаратов биологических жидкостей ме-
тодом ЖЦ, цитоцентрифуги для метода ЦЦ. В настоящее время данное оборудование 
имеет высокую стоимость, что затрудняет внедрение изучаемых методов в работу 
лабораторий. 

	� ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Провести сравнительный анализ способов стандартизации преаналитического 

лабораторного этапа цитологического исследования клеточного осадка мочи с рас-
четом экономической эффективности применяемых методов.

	� МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом анализа являлось цитологическое исследование клеточного осадка 

мочи в качестве медицинской диагностической услуги при оценке патологии моче-
вого пузыря. В централизованной цитологической лаборатории (ЦЦЛ) учреждения 
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«Гомельский областной клинический онкологический диспансер» (У «ГОКОД») при-
готовление цитологических препаратов биологических жидкостей осуществляется 
методами ЖЦ, ЦЦ и ТЦ. 

Приготовление цитологических препаратов клеточного осадка мочи методом 
ЖЦ включает следующие этапы: простое центрифугирование свежего образца мочи; 
помещение полученного осадка мочи в виалу Cellprep, содержащую консервирую-
щий раствор; с помощью процессора Cellрrep Plus формирование монослоя клеток; 
фиксация приготовленного препарата в этаноле с последующей окраской по Папа-
николау в автоматизированной станции Myreva SS-30H [5].

Из виалы можно приготовить несколько препаратов – препарат для цитологиче-
ского исследования и, если необходима дальнейшая дифференциальная диагности-
ка найденных патологических изменений, препарат для иммуноцитохимического 
исследования (ИЦХ).

При этом осадок в цитологических препаратах, приготовленных методом ЖЦ, 
размещается на предметном стекле в диагностическом «окошке» диаметром 20 мм; 
оптимизируется фон (слизь, элементы воспаления, клеточный детрит лизируются 
специализированными растворами); клетки и комплексы клеток располагаются в 
виде монослоя, что позволяет получить четкую морфологическую картину и опре-
делить характер изменений ядра клетки. 

Так, использование метода ЖЦ с применением автоматизированной системы 
приготовления цитологического препарата Cellprep Plus позволяет значительно по-
высить ДЧ (92,54%), ДС (94,21%) и ДТ (94,45%) цитологического исследования в диа-
гностике патологии мочевого пузыря за счет получения стандартизованных моно-
слойных препаратов [3].

В марте 2022 г. в лаборатории была установлена цитоцентрифуга Aerospray c ци-
торотором Сytopro и применением системы автоматической окраски клинических 
образцов. Цитоцентрифуга и функции окраски в ней – два независимых процесса. 
Для приготовления цитологического препарата клеточного осадка мочи методом 
цитоцентрифугирования отбирают 100–300 мкл образца (предварительное центри-
фугирование традиционным способом проводится или не проводится в зависимо-
сти от клеточности материала). В дальнейшем образец помещают в многоразовые 
камеры с абсорбирующими прокладками. Циторотор Сytopro снижает потери клеток 
во время концентрирования и предотвращает случайное повреждение собранно-
го образца, который распределяется в диагностическом «окошке» диаметром 8 мм. 
Препараты окрашивают стандартизованно в цитоцентрифуге Aerospray по Романов-
скому – Гимзе с уменьшенным расходом красителей при смене циторотора Сytopro 
на ротор для окрашивания [6].

Следует отметить, что в состав комплектующих к цитоцентрифуге входят про-
кладки медленного поглощения Сytopro, производителем которых является компа-
ния ELITechGroup Inc., США. Указанные расходные материалы являются дорогосто-
ящими и на данный момент приобретение их затруднено. Нами было предложено 
использовать бумагу фильтровальную лабораторную производства Российской Фе-
дерации (РФ) в качестве прокладок медленного поглощения.

Благодаря замещению дорогостоящих оригинальных прокладок медленно-
го поглощения Сytopro фильтровальной бумагой производства РФ мы удешевили 
стоимость расходных материалов (с 3,09 руб. до 0,0009 руб. на одно исследование)  
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и при отсутствии ресурсов закупки расходных материалов получили возможность 
продолжать использовать в ежедневной работе лаборатории новое оборудование. 
Данное предложение (с расчетом экономической эффективности) было признано 
рационализаторским и принято УО «Гомельский государственный медицинский 
университет» к использованию под наименованием «Аналог прокладки медленного 
поглощения для цитоцентрифуги Aerospray с циторотором Сytopro». Получено удо-
стоверение № 1356 23.05.2022 г.

Традиционный способ концентрирования клеток (центрифугирование с приме-
нением центрифуги Fenox МС-24) и распределения осадка на предметные стекла 
имеет ряд существенных недостатков, состоящих в следующем:
	� при удалении надосадочной жидкости невозможно стандартизовать остаточный 

объем жидкости для распределения на стекла;
	� материал (осадок) наносится на 4–10 (в среднем 7) предметных стекол и при на-

личии густого осадка, добиваясь распределения клеток более тонким слоем, ко-
личество стекол для просмотра увеличивается; 

	� при нанесении осадка на стекло возможно повреждение клеток с нарушением 
целостности клеточных структур;

	� загрязнение фона исследуемого препарата воспалительными элементами, эри-
троцитами, слизью, бактериями.
Несмотря на существенные преимущества методов ЖЦ и ЦЦ, приготовление ци-

тологических препаратов осадка мочи с использованием ТЦ до сих пор применяется 
в большинстве цитологических лабораторий Беларуси.

	� РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
За период с февраля 2022 г. по декабрь 2022 г. в ЦЦЛ было проанализировано 

452 образца мочи, которые были приготовлены методом ЦЦ. В качестве «золотого 
стандарта» для определения диагностической эффективности методов цитологи-
ческого исследования был использован результат гистологического исследования. 
Установлено, что метод ЦЦ с применением цитоцентрифуги Aerospray c циторотором 
Сytopro повышает ДЧ (87,87%), ДС (94,21%) теста диагностики РМП с использовани-
ем цитологического исследования за счет снижения потери клеток во время кон-
центрирования и предотвращения случайного повреждения собранного образца. 
Также было установлено, что использование метода ЦЦ увеличивает показатель ДТ 
цитологического исследования клеточного осадка мочи и позволяет получить за-
ключения, которые в 96,92% случаев совпадают с результатами гистологического 
исследования; вместе с тем при использовании метода ЖЦ совпадение составило 
94,45%, а ТЦ всего – 44,51%.

Для оценки экономической эффективности методов ЖЦ, ЦЦ и ТЦ в исследовании 
клеточного осадка мочи нами был использован анализ эффективности затрат (затра-
ты/эффективность), который позволил учесть и соотнести как расходы, так и эффек-
тивность диагностических тестов [7, 8].

Анализ «затраты – эффективность» (сost effectiveness analysis – CEA) – тип клини-
ко-экономического анализа, при котором проводят сравнительную оценку результа-
тов и затрат при двух и более методах диагностики и лечения, эффективность кото-
рых различна, а результаты измеряются в одних и тех же единицах [8–10]. Согласно 
данному методу расчет проводят по формуле:
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СЕА = (DC + IC) / Ef,

где CEA – соотношение «стоимость/эффективность»;
DC – прямые затраты (direct costs);
IC – непрямые затраты (indirect costs);
Ef – эффективность диагностического теста (effectiveness).
Важно отметить, что в расчет стоимости цитологического исследования клеточ-

ного осадка мочи, приготовленного методами ЖЦ и ЦЦ, включено по одному пред-
метному стеклу (исследуемый материал концентрируется на одном стекле в доста-
точном количестве для получения достоверного цитологического заключения), в 
то время как при традиционном методе исследования материал распределяется на 
предметных стеклах в количестве от 4 до 10, в среднем 7 стекол. 

Сравнительная оценка методов ЖЦ, ЦЦ и ТЦ в исследовании клеточного осадка 
мочи показала, что наряду с неодинаковой эффективностью применяемых в лабора-
тории методов определяются и различия в экономических затратах (табл. 1).

Расчет себестоимости диагностических тестов проводился без учета стоимости 
расходных материалов, поскольку тарифы на платные медицинские услуги устанав-
ливаются без учета стоимости применяемых материалов, оплачиваемых заказчика-
ми дополнительно [11].

Из табл. 1 следует, что себестоимость исследования клеточного осадка мочи ме-
тодом ЖЦ составила 13,06 руб., методом ЦЦ – 15,08 руб., в то время как себестои-
мость исследования методом ТЦ – 40,03 руб. (в ценах на период январь 2023 г.).

На следующем этапе был проведен сравнительный анализ экономической эф-
фективности применяемых методов цитологического исследования осадка мочи 
(табл. 2).

Таблица 1
Экономические затраты, себестоимость диагностического теста 
Table 1
Economic costs, the cost of diagnostic test 
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Исследование клеточного 
осадка мочи методом ЖЦ
(1 стекло)

4,880 0,399 1,795 0,005 0,317 4,929 0,737 13,06

Исследование клеточного 
осадка мочи методом ЦЦ
(1 стекло)

5,195 0,424 1,910 0,005 0,337 5,247 1,961 15,08

Исследование клеточного 
осадка мочи ТЦ (7 стекол) 15,834 1,294 5,823 0,015 1,028 15,992 0,045 40,03
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Таблица 2
Затраты и эффективность исследований клеточного осадка мочи методами ЖЦ и ТЦ
Тable 2
Costs and effectiveness of urine cell sludge studies by LC and TC methods
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Исследование клеточного осадка 
мочи методом ЖЦ (1 стекло) 13,06 18,40 31,46 94,45

Исследование клеточного осадка 
мочи методом ЦЦ с использованием 
оригинальной прокладки медленного 
поглощения Сytopro (1 стекло)

15,08 5,56 20,64 96,92

Исследование клеточного осадка 
мочи методом ЦЦ с использованием 
аналога прокладки медленного по-
глощения Сytopro (1 стекло)

15,08 1,71 16,79 96,92

Исследование клеточного осадка 
мочи ТЦ (7 стекол) 40,03 10,01 50,04 44,51

По данным, представленным в табл. 2, видно, что более дорогим по стоимости 
оказалось цитологическое исследование, выполненное простым центрифугирова-
нием. Этот показатель оказался на 37,1% выше, чем у метода ЖЦ, на 58,7% выше, чем 
у метода ЦЦ с применением оригинальных прокладок медленного поглощения, и на 
66,4% выше, чем у метода ЦЦ с использованием аналогов прокладок, предложенных 
для использования авторами данного исследования.

Таким образом, коэффициент СЕА при использовании метода ЖЦ составил  
0,333 руб. на единицу эффективности (СЕА=31,46/94,45=0,333); при ЦЦ с при-
менением оригинальных прокладок – 0,213 руб. на единицу эффективности 
(СЕА=20,64/96,92=0,213); при ЦЦ с применением аналогов прокладок – 0,173 руб. 
на единицу эффективности (СЕА=16,79/96,92=0,173), а при традиционном методе – 
1,124 руб. на единицу эффективности (СЕА=50,04/44,51=1,124).

Ввиду того, что соотношение «затраты – эффективность» при цитологическом 
исследовании клеточного осадка мочи методом ЖЦ оказалось в 3,4 раза ниже 
(1,124/0,333), чем при цитологическом исследовании, выполненном методом ТЦ (то 
есть производятся меньшие затраты на единицу эффективности), то применение ме-
тода ЖЦ более экономично, а соответственно, предпочтительнее [12].

Также очевидно, что использование метода ЦЦ с применением аналогов про-
кладок медленного поглощения оказалось более экономично по сравнению с мето-
дом ЖЦ – в 1,9 раза (0,333/0,173), а по сравнению с простым центрифугированием –  
в 6,5 раза (1,124/0,173).

Экономическая эффективность цитологического исследования осадка мочи ме-
тодами ЖЦ и ЦЦ объясняется меньшими временными затратами специалистов, уча-
ствующих в выполнении данного исследования. Нормы времени специалистов, уча-
ствующих в цитологических исследованиях осадка мочи, представлены в табл. 3 [13].
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Из табл. 3 видно, что время, затрачиваемое на преаналитический лабораторный 
и аналитический этапы одного цитологического препарата, приготовленного мето-
дами ЖЦ и ЦЦ, значительно ниже норм времени сопоставляемого метода ТЦ. Однако 
фельдшер-лаборант на приготовление препарата методом ЦЦ тратит на 50% време-
ни больше, чем при приготовлении препарата методом ЖЦ. Это связано с переста-
новкой роторов и предметных стекол в цитоцентрифуге Aerospay.

	� ВЫВОДЫ
1.	 Метод ЖЦ с применением автоматизированной системы приготовления цито-

логического препарата Cellprep Plus значительно повышает диагностическую 
чувствительность (92,54%), специфичность (94,21%) и диагностическую точ- 
ность (94,45%) цитологического исследования в диагностике патологии мочевого 
пузыря за счет получения стандартизованных монослойных препаратов. В то же 
время показатели диагностической чувствительности и диагностической специ-
фичности теста исследования с использованием традиционной центрифуги со-
ставляют лишь 42,28%, 91,53% и 44,51% соответственно.

2.	 Метод ЦЦ с применением цитоцентрифуги Aerospray c циторотором Сytopro 
повышает ДЧ (87,87%) и ДС (94,21%) цитологического исследования мочи в 
диагностике мочевого пузыря, а также увеличивает показатель диагностической 
точности до 96,92%; вместе с тем при использовании метода жидкостной цито-
логии диагностическая точность исследования составляет 94,45%, тогда как при 
использовании традиционного центрифугирования – 44,51%.

3.	 Проведенный сравнительный анализ экономической эффективности методов 
ЖЦ, ЦЦ (с применением оригинальных прокладок медленного поглощения и их 
аналогов) и ТЦ по соотношению финансовых средств и затрат трудового времени 
показал значительные преимущества методов ЖЦ и ЦЦ. При использовании ме-
тода ЖЦ производится в 3,4 раза меньше затрат на единицу эффективности, а при 
использовании ЦЦ с применением аналогов прокладок – в 6,5 раза.

4.	 Учитывая диагностическую ценность и экономическую эффективность мето-
дов ЖЦ и ЦЦ (с использованием аналогов прокладок медленного поглощения) 
в исследовании клеточного осадка мочи, считаем необходимым включить их  

Таблица 3
Нормы времени (минуты) специалистов, выполняющих цитологическое исследование клеточного 
осадка мочи
Table 3
Time standards (minutes) for specialists performing cytological examination of urine cellular sediment

Метод концентрирования клеточных 
элементов мочи

Исследование цитологи-
ческого препарата врачом 
клинической лаборатор-
ной диагностики, мин.

Приготовление цитологи-
ческого препарата фель-
дшером-лаборантом, мин.

Исследование клеточного осадка мочи 
методом ЖЦ (1 стекло) 20 8,5

Исследование клеточного осадка мочи 
методом ЦЦ (1 стекло) 18 17

Исследование клеточного осадка мочи 
ТЦ (7 стекол) 70 42
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в алгоритм диагностики рака мочевого пузыря – в обязательный объем исследо-
вания первичных пациентов с подозрением на данную патологию.

5.	 Принимая во внимание низкую диагностическую точность и экономическую 
эффективность метода простого центрифугирования, считаем целесообразным 
не использовать его как самостоятельный метод концентрирования клеток для 
цитологического исследования клеточного осадка мочи, а применять в качестве 
подготовительного этапа для методов ЖЦ и ЦЦ. 
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Резюме ___________________________________________________________________________________________________ 

Глобализация, повсеместное развитие информационных систем и их интеграция во 
все сферы экономики требуют широкомасштабных изменений, в том числе и в об-
ласти медицины. С попытками автоматизировать и облегчить рабочий процесс ме-
дицинского персонала возникает потребность в использовании специализирован-
ных информационных систем. В статье представлена информация об особенностях 
апробированной лабораторной информационной системы и предоставляемых ею 
широких возможностях совершенствования деятельности клинико-диагностиче-
ских лабораторий, а также отражен опыт автоматизации крупнейшей в Брестской 
области централизованной клинико-диагностической лаборатории учреждения 
здравоохранения «Брестская областная клиническая больница», связанный с ис-
пользованием лабораторно-информационной системы. Уделено внимание тем за-
дачам, которые ставились перед разработчиками системы, а также принципам и 
критериям выбора информационной системы с учетом открываемых ею новых воз-
можностей деятельности лаборатории после внедрения в медицинскую практику, а 
также возможностям, которые приобрела лаборатория после внедрения.
Ключевые слова: автоматизация, лабораторная информационная система, ЛИС, 
веб-сервис, интеграция, здравоохранение, штрихкодирование, валидация, инфор-
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Abstract ___________________________________________________________________________________________________ 

Globalization, the widespread development of information systems and their integration 
in all areas of the economy require large-scale changes, including in the medical field. With 
attempts to automate and facilitate workflow for medical personnel, it is necessary to use 
specialized information systems. This article will consider the capabilities and features of 
the laboratory information system, as well as the experience of automating the largest 
centralized clinical diagnostic laboratory in the Brest region  – Brest Regional Clinical 
Hospital using the laboratory information system. Also, attention is paid to the tasks that 
were set for the developers, the principles and criteria for choosing an information system, 
as well as the opportunities that the laboratory acquired after implementation.
Keywords: automation, laboratory information system, LIS, web service, integration, 
healthcare, bar coding, validation, information system, information technology

	� ПРЕДПОСЫЛКИ И ЦЕЛИ ВНЕДРЕНИЯ ЛИС
Сфера здравоохранения является одной из областей разработки и внедрения 

передовых технологий цифровизации, все более широкое использование которых 
составляет одно из важнейших направлений развития государства. В связи с пере-
ходом к информационному обществу и внедрению информационных систем почти 
в каждую сферу деятельности возросла необходимость автоматизации многих эта-
пов рабочего процесса, в том числе осуществляемого медицинским персоналом. 
Заполнение медицинских документов вручную, процессы маркировки пробирок, 
обработка возрастающего объема информации о диагностических исследованиях 
претерпевают все более значительные изменения.

Рабочие процессы учреждений здравоохранения автоматизировались при по-
мощи специально разработанных медицинских информационных систем (МИС), 
а применительно к клинико-диагностическим лабораториям  – лабораторных ин-
формационных систем (ЛИС). Лабораторные информационные системы становятся 
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все более распространенным и незаменимым инструментом автоматизированного 
управления лабораторией.

К настоящему времени именно клинико-диагностическая лаборатория превра-
щается в одно из самых высокотехнологичных отделений медицинского учреждения. 
Стоит отметить, что актуальность ЛИС также связана с тем, что через клинико-диа-
гностическую лабораторию многопрофильного стационара (в частности, Брестской 
областной клинической больницы) проходит более 5000 образцов биологического 
материала в сутки. Такой рабочий процесс, безусловно, требует его автоматизации и 
грамотной координации [1, 2].

Учреждение здравоохранения «Брестская областная клиническая больница» яв-
ляется ведущим лечебным учреждением Брестской области. Коечный фонд стацио-
нара составляет 992 койки, в том числе 42 реанимационные.

Отделение клинической лабораторной диагностики Брестской областной кли-
нической больницы  – крупный многопрофильный центр клинической лаборатор-
ной диагностики, в котором выполняется около 2,7 миллиона исследований в год. 
Задачами отделения являются своевременное и высококачественное выполнение 
лабораторных исследований. Ежедневно в отделение клинической лабораторной 
диагностики поступает более 2000 образцов биологического материала пациентов 
Брестской областной клинической больницы, других учреждений здравоохранения 
города и области.

Отделение клинической лабораторной диагностики оснащено современным вы-
сокотехнологичным диагностическим оборудованием ведущих мировых произво-
дителей: Sysmex, Beckman Coulter, Siemens, Instrumentation Laboratory и др. В штате 
отделения клинической лабораторной диагностики 60 сотрудников. 

	� КРИТЕРИИ ВЫБОРА ЛАБОРАТОРНОЙ ИНФОРМАЦИОННОЙ  
СИСТЕМЫ
Чтобы повысить качество и скорость получения результатов лабораторных ис-

следований, необходимо было осуществить внедрение системы информационной 
автоматизации, так как при существующей инструментальной автоматизации слож-
но контролировать и прослеживать каждый этап процессов, протекающих в лабора-
тории. В больнице была установлена только медицинская информационная система 
(МИС), к которой был необходим лабораторный сегмент.

На этапе выбора лабораторной информационной системы следовало решить 
непростую задачу – полное соответствие ее требованиям персонала лаборатории, 
таким как:
	� максимальная автоматизация лабораторного процесса: требовалось располагать 

не просто базой данных, в которую приходят результаты исследования с анали-
заторов, а полноценной системой для удобной работы с согласованностью всех 
процессов – от получения заказа до выдачи результата;

	� работа со штрихкодами: поскольку лаборатория оборудована новейшими высо-
копроизводительными анализаторами, возможности которых по использованию 
доступного им широкого спектра лабораторных исследований используются да-
леко не полностью, открываются возможности внедрения в практику новых ла-
бораторных тестов; к тому же это обеспечивает создание новых, пересмотр име-
ющихся программ адаптации к наборам реагентов и многое другое;
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	� интеграция лабораторной информационной системы с МИС;
	� повышение скорости выполнения исследований и получение результатов леча-

щим врачом в кратчайшие сроки;
	� встроенная система контроля качества, позволяющая анализировать данные с 

разных анализаторов на одном экране ЛИС в режиме реального времени;
	� значительная автоматизация постаналитического этапа (подготовка и выдача ре-

зультатов, выдача дубликата, рассылка результатов на почту, подготовка отчетов, 
аналитика);

	� создание возможности для удаленного заказа направлений и просмотров ре-
зультатов (для врачей и сторонних заказчиков из Брестской области).
Помимо этого, требовалось достичь высокого качества и оперативности оказа-

ния технической поддержки производителями ЛИС, а также планомерного развития 
и постоянного расширения возможностей ЛИС в каждой обновленной версии систе-
мы. В результате тщательно осуществленного анализа этапов проведения процедур 
закупок победителем стала современная полнофункциональная ЛИС «DiasensLab», 
Республика Беларусь.

	� ПРОЦЕСС ВНЕДРЕНИЯ ЛИС
Внедрение ЛИС в отделении клинической лабораторной диагностики Брестской 

областной клинической больницы происходило в несколько этапов. На первом из 
них сотрудники компании-разработчика осуществили визит для оценки всего мас-
штаба работы, были подготовлены схемы лабораторий, кабинетов с расстановкой 
рабочих мест и имеющегося оборудования, оговорены вопросы полной перестрой-
ки лабораторного процесса после внедрения системы.

На втором этапе происходило создание всей номенклатуры исследований Брест-
ской областной клинической больницы. Данный этап был одним из наиболее зна-
чимых, поскольку от полноты, достоверности и своевременности предоставления 
разработчику информации зависела успешность всего процесса внедрения.

На третьем этапе проходило внедрение лабораторной информационной системы 
в отделении клинической лабораторной диагностики Брестской областной клиниче-
ской больницы. Проект был реализован в кратчайшие сроки (3 недели) без преры-
вания рабочего процесса лаборатории. Нельзя не отметить, что внедрение ЛИС со-
ставило весьма трудоемкий как со стороны разработчика системы, так и со стороны 
заказчика процесс; обязательным условием успешной реализации проекта явились 
активное участие и заинтересованность коллектива лабораторий во внедрении ла-
бораторной информационной системы.

	� АВТОМАТИЗАЦИЯ ДЕЯТЕЛЬНОСТИ ЛАБОРАТОРИИ  
НА ОСНОВЕ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ЛАБОРАТОРНОЙ 
ИНФОРМАЦИОННОЙ СИСТЕМЫ
Для информатизации централизованной клинико-диагностической лаборатории 

особенно ценным представлялось использование следующих функций внедренной 
в лабораторно-диагностическую практику системы:
1.	 Работа со штрихкодами: отпала необходимость ручного ввода информации о 

пробе в анализаторы, так как каждый из подключенных приборов начал получать 
всю информацию о пациенте и назначении из ЛИС.
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2.	 Автоматизация выполнения «ручных» и ИФА-методов исследования с помо-
щью рабочих списков. Автоматизированы были такие процессы, как постанов-
ка СОЭ по Панченкову, внесение результатов электрофореграмм, постановка  
ПЦР-анализов и др. Работа с рабочими списками действительно упростила про-
цесс исследования, а также сократила время внесения данных в систему.

3.	 Автовалидация методов исследований в соответствии с заранее настроенными 
алгоритмами (рис.  1). Настройка автовалидации производилась спустя полгода 
после первичного внедрения системы. Оказалось важным идти по пути еще боль-
шего упрощения работы и автоматизации процессов и совместно с сотрудника-
ми компании разработчиков настроить правила автовалидации для всех видов 
биохимического и коагулогического исследований. Внедрение автоодобрения 
позволило сконцентрировать внимание врачей на «патологических» пробах и 
ускорить время выдачи результатов.

4.	 Создан внутрилабораторный модуль контроля качества, объединивший все 
анализаторы. Модуль контроля качества позволяет вести установочные серии 
непосредственно в ЛИС с возможностью прослеживания всех статистически зна-
чимых показателей, таких как CV, CVi, SD, bias, Xср и т.  д. (рис.  2). Большинство 
анализаторов поставляют результаты контроля качества автоматически после 
постановки, однако система реализует также возможность ручного внесения 
результатов контроля качества для анализаторов, не подключенных к ЛИС, что 
очень удобно, так как все данные можно просмотреть в одной вкладке.

5.	 Веб-кабинеты, благодаря которым партнеры лаборатории и сторонние заказчи-
ки имеют возможность самостоятельно регистрировать направления и скачи-
вать результаты, а также следить за ходом выполнения исследований в режиме 
онлайн.

6.	 Гибкий конструктор отчетов, который позволяет за короткое время собрать не-
обходимую статистическую информацию и подготовить отчеты любой степени 
сложности с наглядными диаграммами (рис. 3).

7.	 Удобство сортировки проб различными способами. Предусмотрена возможность 
сортировки по цвету и типу пробирок, а также сортировки по заявке (рис. 4). 

8.	 Возможность отследить историю заявок (время регистрации, время поступления 
в лабораторию, время выдачи результата), а также не поступивший в лаборато-
рию биоматериал.

9.	 Настройка разнообразных правил и формул (например, правило автоматичес-
кого назначения мазка при неудовлетворительных результатах ОАК, расчет СКФ, 
расчет показателей суточного объема мочи исходя из диуреза и т.  д.), а также 
выделение различными цветами проб в соответствии с этими правилами для 
упрощения работы сотрудников лаборатории (рис. 5). 

10.	Удобный и интуитивно понятный интерфейс позволил освоить современную ин-
формационную систему всем сотрудникам, вне зависимости от их уровня ком-
пьютерной подготовки.

11.	Возможность рассылки результатов на почту, а также современные и информа-
тивные бланки результатов, которые настраивались под запросы лаборатории.

12.	Постановка электронно-цифровой подписи сотрудника, выполнившего исследо-
вание.
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Рис. 1. Автовалидация биохимических исследований
Fig. 1. Autovalidation of biochemical analyses

Рис. 2. Графики Леви – Дженнингса в ЛИС «DiasensLab»
Fig. 2. Levy – Jennings plots in LIS "DiasensLab"

Рис. 3. Отчет, построенный с помощью конструктора отчетов
Fig. 3. A report which was created using Report Designer
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Рис. 4. Сортировка пробирок с разным типом биоматериалов
Fig. 4. Sorting of tubes with different types of biomaterial

Рис. 5. Выделение цветом проб с атипичными клетками (синим) и проб, в которых необходимо 
проверить белок и глюкозу (оранжевым)
Fig. 5. Highlighting samples with abnormal cells (blue) and samples that need to be tested for protein 
and glucose (orange)

	� РЕЗУЛЬТАТЫ ВНЕДРЕНИЯ
В результате внедрения информационной системы «DiasensLab» стало намного 

проще управлять лабораторией, контролировать и прослеживать каждый этап про-
цессов, протекающих в лаборатории, контролировать действия сотрудников и пла-
нировать всю текущую работу. Опыт использования этой системы, накопленный в 
течение полутора лет работы с нею, позволил прийти к следующему заключению:
	� сократилось время получения результатов лечащим врачом. Например, при вы-

полнении биохимического анализа крови ранее требовалась многоэтапная руч-
ная регистрация – кодировка пробирки, внесение информации в базу анализато-
ра, внесение результатов исследований в журнал, а затем в медицинскую систему. 
В среднем результат исследования к врачу поступал обычно к 16:00 часам (для 
сторонних заказчиков  – через 2–3  суток). На сегодняшний день результат био-
химического исследования врачу-клиницисту доступен в истории болезни через 
2,5–3 часа после поступления биологического материала в лабораторию;
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	� благодаря внедрению ЛИС пересмотрены подходы к работе с учетом понима-
ния правильного функционирования информационной системы. С июня 2022 г. в 
Брестской областной клинической больнице стартовал проект по замене устарев-
шей МИС на новую систему. Интеграция лабораторной информационной систе-
мы с МИС позволила вносить результаты лабораторных исследований в истории 
болезни, выписные эпикризы, что значительно экономит время на оформление 
документации у врачей отделений;

	� организована эффективная прозрачная система внутреннего контроля качества, 
позволяющая анализировать данные с разных анализаторов на одном экране 
ЛИС в режиме реального времени;

	� практически сведено к нулю количество ошибок из-за человеческого фактора 
при регистрации лабораторных исследований на постаналитическом этапе. В от-
сутствие информатизации ручная регистрация данных являлась источником се-
рьезных ошибок, особенно в том случае, когда было необходимо вручную вво-
дить в медицинскую систему большое количество чисел и результатов;

	� внедрение ЛИС привело к экономическому эффекту в виде экономии финансо-
вых ресурсов больницы за счет оптимизации штатного расписания лаборатории 
в сторону значительного сокращения ставок специалистов;

	� в распоряжении заведующего лабораторией появилась легкая и прозрачная си-
стема управления персоналом: каждый сотрудник заходит в ЛИС под своим пер-
сональным логином и паролем, и все его действия фиксируются в режиме реаль-
ного времени.
Внедрение современной ЛИС в повседневную практику позволило интегриро-

вать между собой лабораторное оборудование в единое лабораторное информа-
ционное пространство, что практически полностью минимизировало вероятность 
возникновения ошибок при выполнении лабораторных исследований, повысило 
скорость выполнения анализа через все этапы лабораторного процесса. Интеграция 
лабораторного оборудования подобного рода является решением одной из меди-
цинских задач, которая направлена на повышение качества оказания лабораторных 
услуг и повышение индекса производительности лаборатории [3].

Главным итогом внедрения является то, что сотрудники лаборатории более не 
занимаются рутинными процессами, которые автоматизировала ЛИС, а занимаются 
непосредственно клинической и аналитической работой.

Таким образом, ЛИС – это уникальный инструмент автоматизации, позволяющий 
выйти на совершенно новый качественный уровень работы клинико-диагностиче-
ской лаборатории.

_________________________________________________________________________________________________
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Резюме ___________________________________________________________________________________________________ 

Основной целью неонатального скрининга новорожденных является раннее вы-
явление бессимптомных младенцев с рядом тяжелых заболеваний, для которых до-
ступно эффективное лечение и для которых ранняя диагностика и вмешательство 
предотвратят серьезные последствия. Тяжелая комбинированная иммунная недо-
статочность является врожденным нарушением иммунной функции, которая требует 
быстрой диагностики и лечения для предотвращения опасных для жизни инфекций, 
улучшения выживаемости и качества жизни. Отсутствие функциональных Т- и/или 
В-лимфоцитов при врожденных нарушениях иммунитета служит диагностическим 
критерием, который используют для скрининга новорожденных. К настоящему вре-
мени существует метод ранней диагностики, основанный на определении продук-
тов рекомбинации генов рецепторов Т- и В-лимфоцитов, который эффективен для 
выявления первичных иммунодефицитов. В настоящее время, по данным регистра 
первичных иммунодефицитов Республики Беларусь, зарегистрировано 22 пациента 
с тяжелой комбинированной иммунной недостаточностью, из них пяти пациентам 
выполнена трансплантация гемопоэтических стволовых клеток. 4/5 пациентов по-
сле трансплантации живы. Таким образом, частота встречаемости данной патоло-
гии составляет приблизительно 1 на 300 000, в сравнении с мировыми данными это 
свидетельствует о недовыявляемости тяжелой комбинированной иммунной недо-
статочности в связи с ранней младенческой смертностью. Для полномасштабного 
внедрения скрининга необходимо проведение пилотного исследования с установ-
лением частоты встречаемости не более чем 1 на 50 000 новорожденных. В статье 
проведен анализ исследований, отражающих данные как о пилотных проектах, так 
и о полномасштабном неонатальном скрининге первичных иммунодефицитов в раз-
ных странах.
Ключевые слова: первичные иммунодефициты, ТКИН, неонатальный скрининг, 
TREC, KREC
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Abstract ___________________________________________________________________________________________________ 

The main purpose of neonatal newborn screening is the early detection of asymptomatic 
infants with a number of severe diseases for which effective treatment is available and 
where early diagnosis and intervention prevent serious consequences. Severe combined 
immune deficiency is a congenital disorder of immune function that requires rapid 
diagnosis and treatment to prevent life-threatening infections, improve survival and quality 
of life. The absence of functional T- and/or B-lymphocytes of congenital immune disorders 
serves as a diagnostic criterion and can be used for screening newborns. There is a reliable 
and sensitive method for quantifying markers of T- and B-lymphocyte angiogenesis, 
which has proven effective in screening studies to identify primary immunodeficiency 
in the countries where they are conducted. To date, there is an early diagnostic method 
based on the determination of recombination products of T- and B-lymphocyte receptor 
genes, which is effective for detecting primary immunodeficiencies. Currently, according 
to the register of primary immunodeficiencies of the Republic of Belarus, 22 patients with 
severe combined immunodeficiency are registered, of which five patients underwent 
hematopoietic stem cell transplantation. Currently, 4/5 transplant patients are alive. 
Thus, the incidence of this pathology is approximately 1 in 300,000, in comparison with 
world data, this indicates the underdetection of SCID due to early infant mortality. And 
for the full implementation of screening, it is necessary to conduct a pilot study with the 
establishment of a frequency of occurrence of no more than 1 in 50,000 newborns. The 
article analyzes studies that reflect data from both pilot projects and full-scale neonatal 
screening for primary immunodeficiency’s in different countries.
Keywords: primary immunodeficiencies, SCID, neonatal screening, TREC, KREC

	� ВВЕДЕНИЕ
Первичные иммунодефициты (ПИД) представляют собой гетерогенную группу 

врожденных нарушений иммунитета, приводящих к смертности детей c данным 
заболеванием в раннем возрасте [1, 2]. На сегодняшний день описано 485 генети-
ческих поломок, приводящих к ПИД [3]. Наиболее опасным, тяжелым, угрожаю-
щим жизни ребенка заболеванием является тяжелая комбинированная иммунная  

Заболевания системы крови / Новые направления клинико-лабораторных исследований
Diseases of the Blood System / New Directions of Clinical and Laboratory Research
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недостаточность (ТКИН), которая проявляется недостатком Т-лимфоцитов. 
В-лимфоциты и NK-клетки могут отсутствовать в разной степени в зависимости от 
молекулярного дефекта [4, 5]. Как правило, дети с ТКИН рождаются здоровыми, т. е. 
без клинических признаков заболевания, однако уже к 2–3 месяцам жизни заболева-
ние проявляется тяжелыми инфекциями, вплоть до генерализованных форм, порой 
с атипичным характером. Без ранней диагностики, а значит, своевременного лече-
ния заболевание фатально и дети погибают на первом году жизни.

Распространенность и заболеваемость ПИД варьируются в зависимости от типа 
заболевания, возраста, пола, этнической принадлежности и географического по-
ложения.

Ранее считалось, что ПИД встречаются редко, а частота ТКИН была неизвестна.  
С тех пор перспективные программы скрининга позволили определить истинную за-
болеваемость ТКИН и для каждой страны она разная. Кроме того, скрининг способ-
ствовал выявлению и лечению младенцев, которые в противном случае умерли бы 
от осложнений невыявленного ТКИН. На основании исследований, проведенных в 
США, в ходе которых было обследовано более 3 миллионов младенцев, частота ТКИН 
оказалась намного выше, чем ожидалось, и составила 1/58 000, а частота клинически 
значимой Т-клеточной лимфопении составила 1/7300 [6]. Учитывая, что ПИД пред-
ставляют собой большую и гетерогенную группу генетических заболеваний, которые 
по отдельности являются редкими состояниями, скрининг новорожденных предла-
гает дополнительные преимущества в ранней диагностике данной патологии. 

	� ИСТОРИЯ СКРИНИНГА НОВОРОЖДЕННЫХ НА ПЕРВИЧНЫЕ 
ИММУНОДЕФИЦИТЫ
ТКИН представляет собой значимую социальную и медицинскую проблему в свя-

зи с ранней младенческой смертностью. Очевидна привлекательность возможности 
своевременного лечения, снижения и предотвращения детской смертности с помо-
щью раннего выявления. Основополагающей характеристикой любого скрининга 
является снижение смертности от той или иной патологии. По этой причине ТКИН 
является подходящим «кандидатом» для скрининга новорожденных согласно крите-
риям Уилсона и Юнгера, которые включают: невозможность выявления заболевания 
рутинными методами, используемыми неонатологами и педиатрами при рождении 
ребенка; значительное негативное влияние заболевания на здоровье новорожден-
ного ребенка; возможность излечения либо значительного улучшения качества жиз-
ни пациента при ранней постановке диагноза; существование простого, недорогого, 
эффективного и специфичного лабораторного анализа для скрининга искомого за-
болевания [7]. Ввиду того, что ТКИН проявляется низким уровнем или отсутствием 
Т-лимфоцитов, скрининг новорожденных на Т-клеточную лимфопению является иде-
альной стратегией для выявления заболевания.

В 1970-х гг. были предприняты первоначальные попытки скрининга новорож-
денных на ТКИН с дефицитом аденозиндезаминазы (АДА) с использованием коло-
риметрического анализа фермента АДА в «сухой капле» крови, но они не увенчались 
успехом из-за пропущенных случаев и большого количества ложноположительных 
результатов [8]. Интерлейкин-7 (ИЛ-7), продуцируемый стромальными клетками ти-
муса для индукции пролиферации и дифференцировки незрелых тимоцитов, также 
был предложен в качестве биомаркера ТКИН. Однако ввиду низкой стабильности  
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и быстрой деградации ИЛ-7 в «сухой капле» крови было получено много ложнопо-
ложительных результатов, поэтому и этот тест не выдержал проверки временем [9].

Следующая предложенная стратегия включала скрининг каждого новорожден-
ного с полным анализом крови для определения количества лимфоцитов, который 
считался недостаточно чувствительным [10]. Впоследствии также рассматривался 
скрининг пуповинной крови на популяции Т-клеток с помощью проточной цитоме-
трии. Однако, учитывая, что это, вероятно, потребует много времени и экономически 
невыгодно, продолжался поиск других методов, которые были бы эффективны для 
выявления Т-клеточной лимфопении [11].

В 1982 г. методом электронной микроскопии была обнаружена внехромосомная 
кольцевая ДНК в тимоцитах мыши. Благодаря процессу клонирования было установ-
лено, что данная ДНК в виде кольца – не что иное, как продукт запрограммирован-
ной перестройки гена Т-клеточного рецептора. Данные экцизионные кольца полу-
чили название TREC (c англ. T-cell receptor excision circle) [12]. 

Метод по определению TREC был разработан Douek et al. Первоначально TREC ис-
пользовались для мониторинга образования новых Т-клеток у ВИЧ-инфицированных 
лиц, получающих эффективное антиретровирусное лечение. По результатам ис-
следований было продемонстрировано, что TREC были специфичны для наивных 
Т-лимфоцитов и ранних тимических мигрантов, описано снижение TREC c возрас-
том, что связано с физиологическим процессом – инволюцией тимуса – и при ВИЧ-
инфекции. Исследователями было отмечено, что TREC стабильны, не склонны к де-
градации и не реплицируются при последующем клеточном делении, что делает их 
идеальным маркером для продукции наивных Т-лимфоцитов [13].

Основополагающая статья была опубликована C. Chan и J. Puck в 2005 г., описы-
вающая возможность и эффективность определения TREC для обнаружения ТКИН в 
условиях скрининга новорожденных [14].

В 2007 г. был открыт маркер неогенеза В-лимфоцитов – KREC, который образу-
ется в результате рекомбинации генов тяжелой цепи иммуноглобулина каппа при 
формировании В-клеточного рецептора. Группа ученых во главе с van Zelm et al. ис-
следовали возможность использования KREC (с англ. кappa-deleting recombination 
excision circle) на основе метода полимеразной цепной реакции (ПЦР) у пациентов с 
нарушением лимфопоэза В-лимфоцитов [15]. Они продемонстрировали и доказали, 
что уровни KREC отсутствуют или могут быть снижены при Х-сцепленной агаммагло-
булинемии и общей вариабельной иммунной недостаточности (ОВИН) [16, 17].

Впоследствии метод определения TREC и KREC был оптимизирован и лег в осно-
ву первого пилотного исследования по выявлению ТКИН, начатого в 2008 г. в шта-
те Висконсин (США). В результате был выявлен новорожденный с ТКИН, которому 
впоследствии была выполнена трансплантация гемопоэтических стволовых клеток 
(ТГСК) [18]. После того, как в 2005 г. было продемонстрировано, что количественная 
оценка TREC в образцах «сухой капли» является эффективным средством скринин-
га на выявление ТКИН, этот метод был официально рекомендован в США в 2010 г. 
В настоящее время скрининг новорожденных применяется во всех штатах США. 
Пилотные исследования, а также скрининг проводятся во многих странах Европы 
и Ближнего Востока. В некоторых странах в скрининговых исследованиях применя-
ется только определение TREC, в некоторых – комбинированный анализ, а именно 
определение и TREC, и KREC (см. таблицу).
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Скрининг новорожденных на ПИД с определением как TREC, так и KREC дает пре-
имущества по сравнению с одним только скринингом TREC. Это включает выявление 
пациентов с дефицитом В-лимфоцитов, к примеру, с Х-сцепленной агаммаглобулине-
мией [19, 20]. Одновременное определение TREC/KREC также облегчает диагностику 
синдрома Неймегена (NBS), атаксии-телеангиоэктазии и других форм ПИД, которые 
в противном случае могут быть пропущены [21, 22]. Комбинированный скрининг по-
могает в диагностическом процессе и позволяет проводить целенаправленную мо-
лекулярную диагностику, поскольку различные мутации при ПИД приводят к вариа-
бельной картине дефицита Т- и В-лимфоцитов.

Помимо Т- и В-клеточной лимфопении TREC и/или KREC могут быть снижены при 
таких состояниях, как трисомия 21-й хромосомы, синдром CHARGE, недоношен-
ность, аутоиммунные заболевания матери при беременности, прием иммуносупрес-
сивных препаратов также может сопровождаться Т-лимфопенией с низким уровнем 
TREC. Врожденный лейкоз также является причиной низкого уровня Т-клеток. Огра-
ничением метода определения TREC и/или KREC является невозможность выявить 

Методы и результаты проведения скрининга новорожденных на ПИД
Methods and results of newborn screening for PID

Страна Метод 
скрининга Дата начала

Установленная 
частота встреча-
емости ТКИН

Источники

США (50 штатов)
Народность Навахо TREC 2018. ГПС

1:58 000
1:2000 (ген 
Artemis)

Dorsey & Puck, 2017 [23] 
http://www.info4pi.org/

Флоренция (Италия) TREC/ADA 2013. ПИ 1:18 981 Study http://ipopi.org/

Тайвань TREC 2010. ПИ
2012. ГПС 1:131 000 Chien Y.H. et al., 2017 [24]

Израиль TREC 2011. ПИ
2015. ГПС 1:22,374 Rechavi et al., 2017 [25]

Нидерланды TREC 2012. ПИ 
2021. ГПС 1:141 343 Blom et al., 2017 [26] 

Саудовская Аравия TREC 2018. ГПС 1:2906 Mousa et al., 2018 [27]

Германия TREC/KREC 2013. ПИ
2017. ГПС 1:22 143 http://ipopi.org/

Швеция TREC/KREC 2013. ПИ
2020. ГПС 1:38 500 Göngrich et al., 2021 [28]

Япония TREC/KREC 2014. ПИ
2017. ГПС 1:68 742 Wakamatsu et al., 2021 [29]

Франция  TREC 2017. ПИ 1:95 259 Audrain et al., 2021 [30] 

Испания (Каталония) TREC/KREC 2017. ГПС 1:74 187 Argudo-Ramírez et al., 2021 
[31]

Великобритания  TREC 2021. ПИ 1 43 600 http://ipopi.org/
Австрия TREC/KREC 2017. ПИ Неизвестно http://ipopi.org/
Швейцария TREC/KREC 2019. ГПС Неизвестно http://ipopi.org/

Российская Федерация TREC/KREC 2021. ПИ
2023. ГПС 1:14 000

https://amgevents.
significo.ru/
videodec22#rec438057929

Примечания: ГПС – государственная программа скрининга; ПИ – пилотное исследование.
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такие ТКИН, как дефицит АДА с генетической поломкой в гене ADA, дефицит Zap70; 
дефицит MHC II класса [32].

Известные в мире тест-системы направлены как на определение только TREC, так 
и на определение и TREC и KREC [33–36]. Но все же одновременное определение обо-
их маркеров является эффективным с точки зрения единовременного определения 
дефицита как Т, так и В-клеточного звена в одном исследовании.

В Республике Беларусь на базе государственного учреждения «Республиканский 
научно-практический центр детской онкологии, гематологии и иммунологии» (РНПЦ 
ДОГИ) с 2016 г. был разработан собственный метод количественного определения 
TREC и KREC в результате выполнения тем НИР: № госрегистрации 20180839. Зада-
ние 6.11 «Разработать метод определения кольцевых продуктов реаранжировки 
генов Т- и В-клеточного рецептора методом мультиплексной количественной ПЦР в 
реальном времени для диагностики иммунопатологических состояний» (2016–2020) 
[37]. Метод представляет собой одновременное определение уровней TREC и KREC в 
цельной периферической крови, в «сухой капле» крови с высокой диагностической 
эффективностью, чувствительностью и специфичностью и с 2020 г. используется в 
клинико-диагностическом процессе по выявлению ПИД. Исследование может быть 
проведено без зарубежных, а только с отечественными реагентами [38, 39].

Скрининг новорожденных на ПИД во всем мире продолжает оставаться развива-
ющейся областью, направленной на раннюю диагностику тяжелых нарушений им-
мунной системы, для которых очень важно своевременное лечение.

	� ЭКОНОМИЧЕСКАЯ ЭФФЕКТИВНОСТЬ СКРИНИНГА НА ПИД
Помимо очевидных клинических преимуществ неонатальный скрининг должен 

быть экономически выгодным и эффективным. Экономическая эффективность и це-
лесообразность неонатального скрининга ТКИН рассчитаны в ряде исследований на 
основании частоты встречаемости, чувствительности, специфичности скрининго-
вого теста, а также его стоимости, которая составляет около 10 долл. США [40, 41]. 
Для определения экономической эффективности скрининга были также рассчитаны 
показатели общей выживаемости при проведении ТГСК в период до 3,5 месяца пост-
концептуального возраста и дополнительные затраты на лечение одного пациента 
с лимфопенией умершего до постановки правильного диагноза и назначения пра-
вильного лечения [42–45]. Расчеты проведенных исследований штата Вашингтон, в 
котором было выполнено первое скрининговое исследование по выявлению ПИД, 
демонстрируют, что при рождаемости 86 600 детей/год и стоимости одного иссле-
дования по определению TREC/KREC, равной 8,16 долл. США, на скрининг тратится  
741 тысяча долларов, что в свою очередь уменьшает общие затраты здравоохране-
ния на лечение одного ребенка с 457 до 197 тысяч долларов ежегодно, что экономи-
чески выгодно. Таким образом, неонатальный скрининг на выявление ПИД не только 
повышает выявляемость заболевания и выживаемость новорожденных, понижает 
инвалидизацию, но и экономит до 43%, то есть до 316 905 долларов, бюджета штата 
Вашингтон от потраченного на лечение детей с ПИД [43].

	� СКРИНИНГ В РЕСПУБЛИКЕ БЕЛАРУСЬ
Скрининг на ПИД соответствует принципам, которые необходимы для неона-

тального скрининга. На сегодняшний день доказана клиническая и экономическая  

Заболевания системы крови / Новые направления клинико-лабораторных исследований
Diseases of the Blood System / New Directions of Clinical and Laboratory Research



344 "Laboratory Diagnostics. Eastern Europe", 2023, volume 12, № 3

эффективность скрининга на ПИД в ряде стран, где он проводится посредством 
определения в «сухой капле» крови новорожденного маркеров Т- и В-клеточного 
неогенеза TREC/KREC.

В Беларуси, в г. Минске, с апреля 2023 г. начато первое в республике пилотное 
исследование по скринингу новорожденных на ПИД. В исследовании участвуют  
5 городских роддомов с перинатальными центрами. Полученные данные будут про-
анализированы (РНПЦ ДОГИ), при необходимости новорожденные будут консульти-
рованы врачом-иммунологом, в дальнейшем будут проведены необходимые имму-
нологические исследования, поиск генетической причины ПИД, что необходимо не 
только для установления генетического диагноза ПИД, но и для медико-генетическо-
го консультирования членов семьи. 

Выявление посредством проведения пилотного проекта одного новорожденно-
го с ПИД и проведение ТГСК в первое полугодие его жизни позволит сэкономить до 
300 000 белорусских рублей в сравнении с затратами на лечение и пребывание ре-
бенка в стационаре. Одним из источников гемопоэтических стволовых клеток для 
проведения ТГСК является пуповинная кровь. Стволовые клетки пуповинной крови –  
уникальный донорский материал. На базе РНПЦ ДОГИ с 2010 г. работает Банк пер-
сонального хранения пуповинной крови, в котором в настоящее время находится 
более 1730 образцов. Уникальность пуповинной крови состоит в том, что в качестве 
материала для трансплантации стволовых клеток она на 100% подойдет ребенку, с 
вероятностью около 75% – его сиблингам, а в ряде случаев (при совпадении параме-
тров стволовых клеток) и другому человеку, нуждающемуся в трансплантации. 

Выполнение пилотного проекта по неонатальному скринингу новорожденных  
в г. Минске позволит установить не только истинную распространенность ПИД  
(которая может оказаться выше ожидаемой), но также обосновать клиническую и 
экономическую целесообразность внедрения полномасштабного неонатального 
скрининга на ПИД в Республике Беларусь.

	� ЗАКЛЮЧЕНИЕ
По данным регистра ПИД, в Республике Беларусь зарегистрировано 22 пациента 

с ТКИН, из них пяти пациентам проведена ТГСК. К настоящему времени 4/5 пациентов 
после ТГСК живы. Таким образом, частота встречаемости данной патологии состав-
ляет приблизительно 1 на 300 000, в сравнении с мировыми данными это свидетель-
ствует о недовыявляемости ТКИН в связи с ранней младенческой смертностью [46]. 
Для полномасштабного внедрения скрининга необходимо проведение пилотного 
исследования с установлением частоты встречаемости не более чем 1 на 50 000 но-
ворожденных.

Ведущими причинами младенческой смертности в Республике Беларусь являют-
ся врожденные пороки развития, перинатальная асфиксия, инфекции и врожденные 
нарушения метаболизма. Синдромы хромосомных аномалий, врожденные пороки 
сердца, легочная гипоплазия и тяжелые дефекты нервной трубки составляют боль-
шинство летальных аномалий развития. В настоящее время известно, что многие 
нозологические синдромы первичных иммунодефицитов включают в свой симпто-
мокомплекс различные врожденные пороки развития – это не сопутствующая пато-
логия, а, как правило, следствие одних и тех же генетических дефектов.
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Скрининг новорожденных на ПИД во всем мире продолжает оставаться развива-
ющейся областью, направленной на раннюю диагностику тяжелых нарушений им-
мунной системы, для которых очень важно своевременное лечение. На основании 
результатов выполненного исследования представляется возможным раннее выяв-
ление врожденной иммунопатологии у детей, что предотвращает вероятность раз-
вития серьезных последствий ее дальнейшего прогрессирующего развития. 
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Резюме ___________________________________________________________________________________________________ 

Цель. Установить распространенность полиморфизмов в генах цитохрома Р450 
(CYP1A1, CYP2E1, CYP2D6) у пациентов с острым лимфобластным и острым миело-
бластным лейкозами.
Материалы и методы. Обследовано 106 пациентов (дети), страдающих острым лим-
фобластным лейкозом, и 49 пациентов (взрослые), страдающих острым миелобласт-
ным лейкозом. Из  клеток периферической крови пациентов выделяли ДНК, после 
амплификации фрагментов генов CYP1A1, CYP2E1, CYP2D6 проводили рестрикцию 
полученных ампликонов и электрофоретический анализ фрагментов.
Результаты. При идентификации полиморфных вариантов гена CYP1A1 (A4889G 
и T6235C) и гена CYP2Е1 (T7632A, G1293C и C1053T) установлено, что у пациентов 
обследованных групп доминирующими были аллели дикого типа. В ходе изучения 
полиморфизмов в гене CYP2D6 (A2549del, G1846A и C100T) было выявлено увеличе-
ние распространенности гетерозиготных и мутантных аллелей. При изучении поли-
морфизма A2549del в гене CYP2D6 установлено, что среди пациентов с острым лим-
фобластным лейкозом преобладали носители аллеля дикого типа АА (83,02%), в то 
время как среди пациентов с острым миелобластным лейкозом аллель дикого типа 
был выявлен только в 48,98%  случаев. Для  полиморфизма G1846A в гене CYP2D6 
было установлено преимущественное распространение дикого (59,18% – 64,15%) 
и гетерозиготного (30,19% – 38,78%) аллелей. Нарушение структуры гена CYP2D6 в 
области отжига праймеров для идентификации полиморфизма C100T было выявле-
но в 13 образцах. В остальных успешно амплифицированных образцах (n=142) была 
установлена распространенность дикого СС (50,00% – 53,06%) и гетерозиготного  
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СТ (25,51% – 29,55%) аллелей, а также выявлена высокая частота присутствия мутант-
ного аллеля ТТ (25,51% – 29,55%). 
Заключение. У пациентов с острым лимфобластным и острым миелобластным лей-
козами частота выявления гетерозиготных и мутантных аллелей достоверно выше в 
гене CYP2D6. В генах CYP1A1 и CYP2Е1 у данных пациентов доминирующими являют-
ся аллели дикого типа. 
Ключевые слова: гены цитохрома Р450, CYP1A1, CYP2E1, CYP2D6, полиморфизм, 
острый лимфобластный лейкоз, острый миелобластный лейкоз
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Abstract ___________________________________________________________________________________________________ 

Purpose. To establish the prevalence of polymorphisms in the cytochrome P450 genes 
(CYP1A1, CYP2E1, CYP2D6) in patients with acute lymphoblastic and acute myeloid 
leukemia.
Materials and methods. 106 patients (children) suffering from acute lymphoblastic 
leukemia and 49 patients (adults) suffering from acute myeloid leukemia were examined. 
DNA was isolated from the patients’ peripheral blood cells, after amplification of the 
CYP1A1, CYP2E1 and CYP2D6 gene fragments, the resulting amplicons were restricted 
and the fragments were analyzed by electrophoresis.
Results. During polymorphic variants of the CYP1A1 gene (A4889G and T6235C) and 
the CYP2E1 gene (T7632A, G1293C and C1053T) identification, it was found that wild-
type alleles were dominant in the patients of the examined groups. During the study of 
polymorphisms in the CYP2D6 gene (A2549del, G1846A and C100T), an increase in the 
prevalence of heterozygous and mutant alleles was revealed. In the course of studying the 
A2549del polymorphism in the CYP2D6 gene, it was found that carriers of the wild type 
AA allele prevailed among patients with acute lymphoblastic leukemia (83.02%), while 
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	� ВВЕДЕНИЕ
Острые лейкозы являются одним из наиболее распространенных видов рака, по-

ражающих все возрастные группы. Несмотря на успехи в области улучшения лече-
ния острых лейкозов, причины их развития остаются малоизученными. Множество 
исследований, направленных на анализ генетических, социальных и экологических 
факторов, не позволили выявить четких критериев, ассоциированных с развитием 
острых лейкозов. Общепринятой является точка зрения о том, что значительная роль 
в развитии этой патологии принадлежит генетическим факторам, однако влияние 
факторов окружающей среды, в том числе и инфекционных агентов, также вносит 
большой вклад в процессы формирования и прогрессирования заболевания [1–4].

Острые лейкозы представляют собой злокачественные клональные заболевания 
органов кроветворения с вовлечением одного или нескольких клеточных ростков 
кроветворной системы. Эти нарушения характеризуются диффузным замещением 
костного мозга аномальными незрелыми и недифференцированными кроветворны-
ми клетками [1–3]. Последовательное приобретение клетками крови генетических 
и эпигенетических изменений обуславливает формирование специфического для 
заболевания фенотипа с нарушением дифференцировки и повышением пролифе-
рации [5]. 

На долю острого лимфобластного лейкоза (ОЛЛ) приходится примерно 80% от 
всех диагностированных лейкозов среди детей в возрасте 0–19 лет. Детские формы 
ОЛЛ отличаются от форм, встречающихся во взрослом возрасте, по молекулярным 
(цитогенетическим) характеристикам, факторам риска, лейкемогенной восприимчи-
вости и прогнозу [6, 7].

Острый миелоидный лейкоз (ОМЛ) чаще встречается среди взрослых и пожилых 
людей, без терапии быстро прогрессирует и имеет негативный прогноз [8–10].

На развитие заболевания оказывают влияние сложные взаимодействия между 
факторами окружающей среды и индивидуальными генетическими особенностями 
конкретного организма. К значимым факторам, ассоциированным с риском развития  

among patients with acute myeloid leukemia, the wild type allele was detected only in 
48.98% of cases. For the G1846A polymorphism in the CYP2D6 gene, the predominant 
distribution of wild (59.18% – 64.15%) and heterozygous (30.19% – 38.78%) alleles were 
established. Violations of the CYP2D6 gene structure in the region of primer annealing for 
the identification of C100T polymorphism were detected in 13 samples. In the remaining 
successfully amplified samples (n=142), the C100T polymorphism was determined, for 
which the prevalence of wild (50.00% – 53.06%) and heterozygous (25.51% – 29.55%) 
alleles were established, as well as a high frequency of the presence of the TT mutant 
allele was revealed (25.51% – 29.55%).
Conclusion. In patients with acute lymphoblastic and acute myeloblastic leukemia, 
the frequency of heterozygous and mutant alleles detection in the CYP2D6 gene is 
significantly higher. In the CYP1A1 and CYP2E1 genes of these patients, wild alleles are 
dominant.
Keywords: cytochrome P450 genes, CYP1A1, CYP2E1, CYP2D6, polymorphism, acute 
lymphoblastic leukemia, acute myeloid leukemia
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острых лейкозов, относят присутствие в геноме пациента полиморфных вариантов 
генов, контролирующих синтез ферментов, участвующих в метаболизме ксенобиоти-
ков, в том числе и полиморфных вариантов генов цитохрома P450 (CYP) [7, 11]. 

Авторами всех исследований, посвященных оценке распространенности и влия-
ния полиморфных вариантов генов CYP на развитие и течение заболевания, а также 
на формирование осложнений, подчеркивается, что полученные на определенной 
выборке результаты валидны только для конкретных изученных групп пациентов, 
так как распространенность полиморфизмов, а также характер их ассоциации с раз-
витием лейкозов варьирует в различных этнических и расовых группах, а также мо-
жет изменяться в зависимости от межгенных взаимодействий, возраста пациента, 
подтипа лейкоза и др.

Способность организма человека противостоять воздействию неблагоприятных 
факторов (токсины, канцерогены) основана на функционировании ферментных си-
стем организма, преобразовывающих токсичные соединения в полярные водорас-
творимые метаболиты, которые могут быть выведены из организма. Белки суперсе-
мейства цитохрома Р450 являются ферментами, участвующими в фазе I метаболизма 
чужеродных соединений. Их структура, функции и активность контролируются гена-
ми CYP, среди которых широко распространены полиморфные варианты, играющие 
важную роль в межиндивидуальной вариабельности реакций на лекарственные 
средства, а также во взаимодействиях между различными лекарственными сред-
ствами (drug-drug interaction), лекарственными средствами и другими ксенобиоти-
ками (drug-xenobiotic interaction) [11, 12].

Вариации в генах цитохрома P450 лежат в основе синтеза белков с измененной 
каталитической активностью, что проявляется высокой индивидуальной вариабель-
ностью метаболизма лекарственных средств и фармакологических эффектов. По-
этому актуальным представляется изучение распространенности полиморфизмов 
генов цитохрома P450 среди пациентов с острыми лейкозами. 

	� ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ 
Установить распространенность полиморфизмов в генах цитохрома Р450 

(CYP1A1, CYP2E1, CYP2D6) у пациентов с острым лимфобластным и острым миело-
бластным лейкозами.

	� МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом основной группы исследования явились 106 пациентов с ОЛЛ в возрас-

те от 1 года до 17 лет, медиана возраста 5,2 года. Распределение по гендерной при-
надлежности равновеликое – 55 девочек (51,9%) и 51 мальчик (48,1%). Критериями 
включения пациентов в исследование являлось наличие диагноза ОЛЛ, проведение 
полихимиотерапии (ПХТ) не менее 2 месяцев по поводу основного заболевания, от-
сутствие токсических осложнений, включая синдромальную патологию, до начала 
лечения. Все пациенты основной группы на момент обследования получали специ-
фическую терапию по протоколу ALL-MB-2015 на базе государственного учреждения 
«Республиканский научно-практический центр детской онкологии, гематологии и 
иммунологии» и гематологического отделения для детей государственного учреж-
дения «Республиканский научно-практический центр радиационной медицины и 
экологии человека».
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Группу сравнения составили 49 пациентов c первичным острым миелоидным 
лейкозом (ОМЛ) в возрасте от 25 до 64 лет (медиана возраста 42,6 года), находивших-
ся на лечении в отделениях гематологии УЗ «Минский научно-практический центр 
хирургии, трансплантологии и гематологии». Распределение по гендерной принад-
лежности равновеликое – 26  мужчин (53,06%) и 23  женщины (46,95%). На  момент 
обследования все пациенты группы сравнения получали специфическую терапию 
согласно клиническому протоколу «Диагностика и лечение пациентов старше 18 лет 
с вновь диагностированным острым миелоидным лейкозом», утвержденному Мини-
стерством здравоохранения Республики Беларусь 01.06.2017 (постановление № 43). 

В качестве биологического материала у пациентов проводили взятие перифери-
ческой крови, которую забирали в стерильные вакуумные пробирки («МиниМед», 
РФ). Цитрат натрия или ЭДТА использовали как антикоагулянт. Пробирки с кровью 
замораживали и оставляли для хранения при температуре –18  °С. Выделение ДНК 
из крови проводили с использованием коммерческого набора реагентов NucleoSpin 
Blood (Macherey-Nagel).

Для определения концентрации и степени чистоты выделенной ДНК проводили 
спектрофотометрические исследования (NanoDrop 1000, Thermo Fisher Scientific), 
при этом определяли отношение поглощения на длинах волн 260 и 280 нм (А260/280). 

ДНК, выделенную из биологического материала пациентов, использовали для 
амплификации фрагментов генов CYP1A1, CYP2E1, CYP2D6. Амплификацию ДНК 
проводили с применением специфических пар праймеров (табл. 1) и мастер-микса 
«ArtMix Форез ДНК-полимераза» («АртБиоТех», Республика Беларусь) на приборе 
QuantStudio™ 3 (Thermo Fisher Scientific). 

Таблица 1
Последовательности праймеров и ферменты для рестрикции фрагментов генов CYP1A1, CYP2E1, 
CYP2D6
Table 1
Primer sequences and restriction enzymes for CYP1A1, CYP2E1, and CYP2D6 gene fragments

Ген № rs Фермент Последовательность праймера

CYP1A1
rs1048943 BsrDI

F-CTGTCTCCCTCTGGTTACAGGAAGC
R-TTCCACCCGTTGCAGCAGGATAGCC

rs4646903 MspI
F-TAGGAGTCTTGTCTCATGCCT
R-CAGTGAAGAGGTGTAGCCGCT

CYP2E1

rs6413432 DraI
F-TCGTCAGTTCCTGAAAGCAGG
R-GAGCTCTGATGCAAGTATCGCA

rs3813867 Pst I
F-CCAGTCGAGTCTACATTGTCA
R-TTCATTCTGTCTTCTAACTGG

rs2031920 RsaI
F-CCAGTCGAGTCTACATTGTCA
R-TTCATTCTGTCTTCTAACTGG

CYP2D6

rs35742686 MspI
F-ATGAGCTGCTAACTGAGCCC
R-CCGAGAGCATACTCGGGAC

rs3892097 MvaI
F-TGCCGCCTTCGCCAACCACT
R-TCGCCCTGCAGAGACTCCTC

rs1065852 HphI
F-GTGCTGAGAGTGTCCTGCC
R-CACCCACCATCCATGTTTGC
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Для идентификации уровней амплификации специфических и неспецифических 
фрагментов проводили анализ кривых плавления и электрофоретический анализ 
полученных ампликонов. Далее проводили рестрикцию амплифицированных фраг-
ментов и анализ результатов в 2%-ном агарозном геле методом электрофоретиче-
ского анализа.

Статистическая обработка полученных результатов проводилась при помо-
щи компьютерной программы SPSS, версия  16. Анализ категориальных признаков 
проводили с помощью критерия χ2-Пирсона (χ2) и точного критерия Фишера  (F). 
При  уровне значимости р<0,05 различия считались статистически достоверными. 
Для описания частот выявления признака приводили абсолютные (n) и относитель-
ные (%) значения. Количественные данные представляли в виде медианы (Ме) и раз-
маха (min…max).

	� РЕЗУЛЬТАТЫ
Клиническая картина острого лейкоза как в основной, так и в группе сравнения 

характеризовалась преимущественно анемическим (76,4% и 81,6% соответственно) 
и геморрагическим (66,9% и 71,4% соответственно) синдромами. 

В гемограмме при ОЛЛ у детей анемия установлена в 88,7% случаев (гемоглобин 
86,2 (50…118) г/л), тромбоцитопения выявлена у 58,5% (55,8 (5…133)×109/л). Количе-
ство лейкоцитов варьировало от лейкопении (2,9 (1,3…3,6)×109/л) в 20,7% случаев 
до лейкоцитоза (37,4 (10,4…185)×109/л) у 45,2% детей. Абсолютная нейтропения диа-
гностирована у 19,8% пациентов (0,68 (0,29…1,37)×109/л). При исследовании костно-
го мозга установлена бластная инфильтрация в количестве от 33% до 99% при коли-
честве миелокариоцитов 257 (31…910)×109/л.

В гемограмме при ОМЛ у взрослых анемия выявлена в 67,3% случаев (88,2 
(57…114) г/л), тромбоцитопения – в 83,7% (33,8 (8…123)×109/л), количество лейко-
цитов периферической крови варьировало от лейкопении (2,9 (0,8…3,4)×109/л) в 
53,1% случаев до лейкоцитоза (18,6 (12,2…102)×109/л у 28,6% пациентов. Бластная 
инфильтрация КМ представлена в количестве от 52% до 98%. Большинство взрослых 
пациентов с ОМЛ (81,6%) имели промежуточный риск по кариотипу. 

Таблица 2
Результаты выявления полиморфных вариантов гена CYP1A1 у пациентов основной группы  
и группы сравнения
Table 2
Results of the CYP1A1 gene polymorphic variants detection in patients of the main group and 
the comparison group

Ген Генотип
Частота выявления
Основная группа (n=106) Группа сравнения (n=49)
% n % n

CYP1A1 (BsrDI)
rs1048943 

АА 94,33 100 93,88 46
AG 3,77 4 6,12 3
GG 1,89 2 0,00 0

CYP1A1 (MspI)
rs4646903 

TT 82,08 87 85,71 42
TC 17,92 19 14,28 7
CC 0,00 0 0,00 0
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В образцах крови пациентов основной группы и группы сравнения с применени-
ем метода ПЦР и рестрикционного анализа была проведена идентификация поли-
морфных вариантов гена CYP1A1 (A4889G и T6235C). Полученные результаты, харак-
теризующие частоту выявления различных геновариантов, представлены в табл. 2.

В ходе анализа результатов, полученных при изучении частоты выявления по-
лиморфизма A4889G (rs1048943) в гене CYP1A1, у обследованных пациентов обе-
их групп доминирующим был аллель дикого типа – АА (основная группа – 94,33%, 
n=100; группа сравнения – 93,88%, n=46). Среди обследованных пациентов распро-
страненность полиморфизма T6235C (rs4646903) в гене CYP1A1 составила: ТТ (аллель 
дикого типа) – 82,08% (n=87) случаев в основной группе и 85,71% (n=42) случаев в 
группе сравнения; гетерозиготный аллель ТС – 17,92% (n=19) случаев в основной 
группе и 14,28% (n=7) случаев в группе сравнения. Мутантный аллель СС у обследо-
ванных пациентов не был выявлен.

Для гена CYP2Е1 было проведено выявление трех полиморфизмов: T7632A 
(rs6413432), G1293C (rs3813867) и C1053T (rs2031920). Полученные результаты, харак-
теризующие частоту выявления различных геновариантов, представлены в табл. 3.

Анализ полученных результатов позволил установить, что у обследованных паци-
ентов распространенность полиморфизма T7632A (rs6413432) составила: ТТ (аллель 
дикого типа) – 87,74% (n=93) случаев в основной группе и 85,71% (n=42) случаев в 
группе сравнения; гетерозиготный (аллель) ТА – 12,26% (n=13) случаев в основной 
группе и 14,29% (n=7) случаев в группе сравнения. Мутантный аллель АА у обследо-
ванных пациентов не был выявлен. 

Среди обследованных пациентов обеих групп для полиморфизмов G1293C 
(rs3813867) и C1053T (rs2031920) доминирующими геновариантами были аллели ди-
кого типа, частота выявления которых составила более 90%.

В ходе проведения исследований в гене CYP2D6 определяли три полиморфиз-
ма: A2549del (rs35742686), G1846A (rs3892097), C100T (rs1065852). Полученные ре-
зультаты, характеризующие частоту выявления полиморфизмов A2549del и G1846A,  
представлены в табл. 4.

Таблица 3
Результаты выявления полиморфных вариантов гена CYP2Е1 у пациентов основной группы  
и группы сравнения
Table 3
Results of the CYP2E1 gene polymorphic variants detection in patients of the main group and 
the comparison group

Ген Генотип
Частота выявления
Основная группа (n=106) Группа сравнения (n=49)
% n % n

CYP2Е1 (DraI) 
rs6413432 

ТТ 87,74 93 85,71 42
ТА 12,26 13 14,29 7
АА 0,00 0 0,00 0

CYP2E1 (Pst I) 
rs3813867 

GG 95,28 101 93,88 46
GC 4,72 5 6,12 3
CC 0,00 0 0,00 0

CYP2E1 (RsaI) 
rs2031920 

СС 92,45 98 93,88 46
СТ 5,66 6 6,12 3
ТТ 1,89 2 0,00 0
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Таблица 4
Результаты выявления полиморфных вариантов гена CYP2D6 у пациентов основной группы  
и группы сравнения
Table 4
Results of the CYP2D6 gene polymorphic variants detection in patients of the main group and 
the comparison group

Ген Генотип
Частота выявления
Основная группа (n=106) Группа сравнения (n=49)
% n % n

CYP2D6 (MspI) 
rs35742686

AA 83,02 88 48,98 24
A/del 11,32 12 32,65 16
del/del 5,66 6 18,37 9

CYP2D6 (MvaI) 
rs3892097

GG 64,15 68 59,18 29
GA 30,19 32 38,78 19
AA 5,66 6 2,04 1

При проведении анализа результатов, полученных для полиморфизма A2549del 
(rs35742686), было установлено, что среди обследованных пациентов основной груп-
пы преобладают носители аллеля дикого типа АА – 83,02% (n=88) случаев, в то время 
как среди пациентов группы сравнения аллель дикого типа был выявлен только в 
48,98% (n=24) случаев. Частота выявления гетерозиготного аллеля (A/del) составила 
11,32% (n=12) случаев среди пациентов основной группы и 32,65% (n=16) случаев 
среди пациентов группы сравнения. Мутантный аллель (del/del) был выявлен в 5,66% 
(n=1) случаев среди пациентов основной группы и в 18,37% (n=9) случаев среди па-
циентов группы сравнения.

Распространенность полиморфизма G1846A (rs3892097) в гене CYP2D6 составила: 
GG (аллель дикого типа) – 64,15% (n=68) случаев среди пациентов основной группы 
и 59,18% (n=29) случаев среди пациентов группы сравнения; гетерозиготный аллель 
GA – 30,19% (n=32) случаев среди пациентов основной группы и 38,78% (n=19) случа-
ев среди пациентов группы сравнения.

В 8 образцах (7,55%) пациентов основной группы и в 5 образцах (n=10,20%) паци-
ентов группы сравнения после проведения амплификации фрагмента гена CYP2D6 
для идентификации полиморфизма C100T (rs1065852) не было выявлено специфи-
ческих ампликонов ни при анализе кривых плавления, ни при электрофоретичес-
кой детекции. При  этом в данных пробах фрагменты других анализируемых генов 
(CYP1A1, CYP2E1), а также фрагменты гена CYP2D6 для идентификации полиморфиз-
мов A2549del (rs35742686), G1846A (rs3892097) были успешно амплифицированы. По-
вторное выделение ДНК и амплификация данного фрагмента гена CYP2D6 подтвер-
дили отсутствие специфических ампликонов в данных образцах (n=13), что связано 
со сложной структурной организацией гена CYP2D6 и наличием межиндивидуаль-
ных особенностей структуры гена в области отжига подобранных пар праймеров. 
Таким образом, анализ полиморфизма C100T (rs1065852) в гене CYP2D6 проводили 
для 98 пациентов основной группы и 44 пациентов группы сравнения. Полученные 
результаты представлены в табл. 5.

Присутствие дикого аллеля (СС) было выявлено у 53,06% (n=52) обследован-
ных пациентов основной группы и у 50,00% (n=22) пациентов группы сравнения;  
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Таблица 5
Результаты выявления полиморфизма C100T (rs1065852) гена CYP2D6 у пациентов основной 
группы и группы сравнения
Table 5
Results of the CYP2D6 gene polymorphism C100T (rs1065852) detection in patients of the main group 
and the comparison group

Ген Генотип
Частота выявления
Основная группа (n=98) Группа сравнения (n=44)
% n % n

CYP2D6 (HphI) 
rs1065852

СС 53,06 52 50,00 22
СТ 21,43 21 20,45 9
ТТ 25,51 25 29,55 13

гетерозиготного геноварианта СТ  – у 21,43% (n=21) обследованных пациентов ос-
новной группы и у 20,45% (n=9) пациентов группы сравнения; мутантного аллеля 
ТТ – у 25,51% (n=25) обследованных пациентов основной группы и у 29,55% (n=13) 
пациентов группы сравнения.

	� ОБСУЖДЕНИЕ
Ген CYP1A1 кодирует фермент (гидроксилазу), который участвует в процессах 

биотрансформации и метаболической активации ароматических углеводородов. 
Полиморфизм T6235C гена CYP1A1 (CYP1A1*2A, m1 или rs4646903) характеризуется 
нуклеотидной заменой T на C в положении 6235 в 3’-фланкирующей области гена 
CYP1A1, что создает сайт расщепления для рестриктазы MspI. Наличие полимор-
физма Т6235C ассоциировано с изменением уровня экспрессии гена и стабильности  
матричной РНК, что приводит к увеличению каталитической активности фермен-
та [11]. В ходе проведенного исследования доминирующим геновариантом в обеих 
группах обследованных пациентов был дикий тип аллеля (более 80%  обследован-
ных). Статистический анализ с использованием критерия χ2 (χ2=0,32; p=0,65) и точ-
ного критерия Фишера (F=0,33, p=0,65) не выявил ассоциации между носительством 
измененного аллеля и заболеванием (p>0,05). 

Полиморфизм A4889G в гене CYP1A1 (CYP1A1*2C, m2, Ile462Val или rs1048943) 
характеризуется нуклеотидной заменой А на G в 7-м экзоне гена в кодоне 462, что 
приводит к замене изолейцина (Ile) на валин (Val) в положении 462 и создает сайт 
расщепления для рестриктазы BsrDI. Этот полиморфизм ассоциирован с двукратным 
увеличением активности микросомальных ферментов [7, 11, 12]. В изученных образ-
цах преобладал дикий тип аллеля, частота выявления которого в обеих группах была 
выше 90%; количество образцов, в которых были идентифицированы гетерозигот-
ный и мутантный аллели, составило от 0 до 6,1%. Статистический анализ позволил 
установить отсутствие взаимосвязи между присутствием различных геновариантов 
и заболеванием (χ2=1,34; p=0,51; F=1,11, p=0,38).

Полиморфизмы C1053T/G1293C в гене CYP2E1 (CYP2E1*5B; rs2031920/rs3813867) 
характеризуются заменами в регионе, расположенном в 5`-фланкирующей обла-
сти гена, что создает сайты расщепления для рестриктаз RsaI/PstI. В  эксперимен-
тах in  vitro было показано, что присутствие данных полиморфизмов ассоцииро-
вано с изменением уровня экспрессии фермента [12–14]. Анализ частоты данных  
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полиморфизмов среди пациентов с ОЛЛ и ОМЛ позволил установить, что дикий тип 
аллелей обоих генов был превалирующим с частотой более 90%. 

Полиморфизм T7632A в гене CYP2E1 (CYP2E1*6, rs6413432) характеризуется заме-
ной нуклеотида в интроне 6, что создает сайт расщепления для рестриктазы DraI. На-
личие данного полиморфизма ассоциировано со снижением активности фермента и 
увеличением количества одноцепочечных разрывов ДНК [12, 13]. В ходе проведен-
ного исследования у обследованных пациентов с ОЛЛ и ОМЛ были идентифицирова-
ны дикий и гетерозиготный варианты аллелей с преобладанием частоты дикого ал-
леля, которая составила более 85%. Ассоциации между присутствием полиморфных 
вариантов в гене CYP2E1 и заболеванием установлено не было (p>0,05).

Ген CYP2D6 локализован на 22-й хромосоме (22q13.2) и содержит 9 экзонов. Это 
высокополиморфный ген, который имеет более 100 аллельных и субаллельных ва-
риантов [14]. Различные полиморфные варианты гена CYP2D6 ассоциированы как со 
статусом организмов с низким уровнем метаболизма ксенобиотиков, так и со сверх-
быстрым уровнем метаболизма [11, 14]. 

Полиморфизм A2549del в гене CYP2D6 (CYP2D6*3, rs35742686) характеризуется 
делецией нуклеотида в положении 2549, что создает сайт рестрикции для фермента 
MspI. Присутствие в геноме данного измененного аллея приводит к синтезу функци-
онально неактивного фермента, что существенно замедляет метаболизм ксенобио- 
тиков у носителя, снижает эффективность лечения, приводит к накоплению проме-
жуточных токсичных продуктов метаболизма в организме и появлению побочных 
реакций [11, 14]. У пациентов основной группы исследования доминирующим был 
дикий тип аллеля (частота 83,02%), в то время как для пациентов с ОМЛ (группа срав-
нения) было установлено распределение аллелей без явного доминирования, часто-
та выявления находилась в пределах от 48,98% для аллеля дикого типа до 18,37% 
для мутантного аллеля. С применением методов статистического анализа было уста-
новлено, что присутствие гетерозиготного A/del и мутантного del/del аллелей в гене 
CYP2D6 ассоциировано с ОМЛ (χ2=19,41; p<0,001; F=18,63, p<0,001). Так как ОМЛ по-
ражает в основном пациентов взрослого и пожилого возраста, у которых скорость 
метаболических процессов снижается, то присутствие в геноме аллеля, который  
обуславливает синтез фермента биотрансформации со сниженной или отсутствую-
щей активностью, является фактором, способствующим развитию заболевания. 

Полиморфизм G1846A в гене CYP2D6 (CYP2D6*4, rs3892097) характеризуется за-
меной нуклеотида в положении 1846, в результате чего исчезает сайт расщепле-
ния для фермента MvaI. Так же, как и в случае присутствия полиморфного варианта 
A2549del, у носителей полиморфизма G1846A происходит синтез неактивной формы 
фермента [11, 14]. Анализ результатов по выявлению геновариантов для данного по-
лиморфизма позволил установить, что дикий тип аллеля был преобладающим как у 
пациентов с ОЛЛ (64,15%), так и у пациентов с ОМЛ (59,18%), также высокой была и 
частота выявления гетерозиготного аллеля: от 30,19% до 38,78. Статистический ана-
лиз не выявил взаимосвязи данного геноварианта с развитием заболевания (p>0,05).

Полиморфизм C100T в гене CYP2D6 (CYP2D6*10, rs1065852) характеризуется за-
меной нуклеотида С на Т в положении 100, что создает сайт расщепления для фер-
мента HphI. Присутствие данного аллеля в геноме приводит к синтезу фермента со 
сниженной активностью и замедляет реакции метаболизма чужеродных соедине-
ний  [14]. В  связи со сложной структурой гена и его высокой межиндивидуальной  

Распространенность полиморфизмов в генах цитохрома Р450  
у пациентов с острым лимфобластным и острым миелобластным лейкозами
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полиморфностью удалось проанализировать только 98  образцов от пациентов с 
ОЛЛ и 44 образца от пациентов с ОМЛ. Для данного полиморфизма была установ-
лена высокая частота выявления мутантного аллеля ТТ в обеих группах: 25,51% для 
основной группы и 29,55% для группы сравнения. Частота выявления дикого аллеля 
составила около 53,06% и 50,00% для основной группы и группы сравнения соответ-
ственно. Статистический анализ не выявил достоверной взаимосвязи данного гено-
варианта с развитием заболевания (p>0,05).

	� ЗАКЛЮЧЕНИЕ
У обследованных пациентов с ОЛЛ и ОМЛ в генах CYP1A1 и CYP2Е1 преобладали 

аллели дикого типа (более 80% случаев для всех исследованных полиморфизмов в 
данных генах). Увеличение частот выявления мутантного и гетерозиготного аллелей 
среди пациентов с ОЛЛ и ОМЛ было установлено в гене CYP2D6. Среди пациентов 
с ОМЛ была установлена высокая распространенность полиморфизма A2549del в 
гене CYP2D6 (CYP2D6*3, rs35742686) как в форме гетерозиготного аллеля (32,65% 
случаев), так и в форме мутантного аллеля (18,37% случаев).
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Введение. Несмотря на определенные успехи в диагностике, лечении и профилак-
тике инвазивных микозов, они продолжают оставаться одной из актуальных про-
блем как отечественного, так и зарубежного здравоохранения. Немаловажную роль 
в этом играют широкое и не всегда рациональное применение антибиотиков, цито-
статических и стероидных препаратов, нарушения иммунитета, широкое внедрение 
инвазивных способов оказания медицинской помощи. Особое значение инвазивные 
микозы имеют в качестве сопутствующей инфекции у иммунокомпрометированных 
лиц на фоне основной онкологической и гематологической патологии. У  данной 
группы пациентов нередко наблюдается тяжелое клиническое течение грибковых 
заболеваний с уровнем летальности в отдельных случаях до 75%. При проведении 
лабораторной диагностики инвазивных микозов используются различные диагно-
стические подходы, включая: классический микробиологический посев различных 
видов биологического материала; применение автоматизированных систем индика-
ции и идентификации грибковой микрофлоры, а также выявления ее чувствительно-
сти к противогрибковым препаратам; использование масс-спектрометрического и 
молекулярно-биологического анализа; определение уровней биологических марке-
ров; проведение патоморфологических исследований биоптатов органов и тканей.
Цель. Основанная на анализе сведений о современных технологиях микробиологи-
ческого исследования оценка результатов лабораторной диагностики сопутствую-
щих инвазивных микозов у детей с наиболее распространенными онкологическими 
и гематологическими заболеваниями, находившихся на лечении в Республиканском 
научно-практическом центре детской онкологии, гематологии и иммунологии, а так-
же установление этиологической структуры выделенной из различного клиническо-
го материала грибковой микрофлоры.
Материалы и методы. Выделение возбудителей инвазивных микозов (микромице-
тов) из образцов клинически значимого биологического материала производилось 
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с использованием микробиологического посева в жидкие (гемафлаконы) и на твер-
дые питательные среды с последующей родовой и видовой идентификацией в ходе 
применения фенотипического, биохимического, масс-спектрометрического и мо-
лекулярно-биологического методов лабораторной диагностики грибковых инфек-
ций. В качестве клинически значимого биологического материала использовались 
образцы периферической венозной крови, мочи, жидкостей дыхательной системы 
в виде бронхоальвеолярного лаважа (БАЛ) и трахеобронхиального дренажа (ТБД), 
биоптатов легких. Биоматериал был получен от детей с сопутствующими инфекцион-
ными осложнениями на фоне основной онкогематологической патологии.
Результаты. В общей сложности в течение анализируемого периода (с 2002 по 
2022 год) выделено 604 штамма микромицетов: 219 штаммов из крови, 273 штамма 
из дыхательной системы и 112 штаммов из мочи (с учетом выявления микромице-
тов в количестве ≥1000 КОЕ/мл и включая 22 штамма при состоянии фунгурии). Ос-
новным видом выделенной микрофлоры являлись дрожжевые грибы  – от 69,23%  
(189 из 273 культур) в содержимом БАЛ, ТБД и биоптатах легких до 90,87% (199 из  
219 культур) в периферической крови. В  свою очередь, среди дрожжевых грибов 
превалировали представители рода Candida (18  идентифицированных видов ми-
кроорганизмов). При этом наиболее часто из крови выделялись Сandida parapsilosis 
(22,83%, 50 из 219 культур) и Сandida guillermondii (21,92%, 48 из 219 культур). Основ-
ными грибковыми патогенами, выделенными из дыхательной системы и мочи, были 
соответственно Candida albicans  – 30,04% (82 из 273  культур) и Candida glabrata  – 
36,36% (8 из 22 культур при состоянии фунгурии). Совокупный удельный вес мице-
лиальной микрофлоры колебался в диапазоне от 9,13% (20 из 219 культур) в крови 
(с превалированием Fusarium spp. – 9 культур) до 30,77% (84 из 273 культур) в дыха-
тельной системе (с превалированием Aspergillus fumigatus – 31 культура и Aspergillus 
flavus  – 14 культур). В  свою очередь, основные возбудители мукормикозов (Mucor 
spp., Rhizopus spp., Rhizomucor spp. и Lichtheimia spp.) в исследуемых видах биологи-
ческого материала выделялись достаточно редко – от 0,89% в моче (1 из 112 культур) 
до 4,40% в содержимом дыхательной системы (12 из 273 культур).
Заключение. Полученные результаты позволяют сделать вывод об имеющемся на 
сегодняшний день превалировании дрожжевой флоры среди микромицетов, выде-
ленных из различных видов исследованного биологического материала. При этом 
заметна тенденция к вытеснению ранее превалирующей Candida albicans другими, 
так называемыми non-albicans видами кандид. Обращает на себя внимание высокий 
удельный вес Candida guillermondii, ранее считавшейся достаточно редким патоге-
ном с низкой частотой выявления. При выборе диагностических подходов к про-
ведению комплексной диагностики инвазивных микозов целесообразно предвари-
тельно учитывать этиологический спектр микромицетов, циркулирующих в конкрет-
ном медицинском учреждении.
Ключевые слова: инвазивные микозы, микромицеты, онкогематологическая пато-
логия, дети, лабораторная диагностика
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Abstract ___________________________________________________________________________________________________ 

Introduction. Despite some progress in the diagnosis, treatment and prevention of 
invasive mycoses, they continue to be one of the urgent problems of both domestic and 
foreign healthcare. An important role in this problem are played by the widespread and not 
always rational application of antibiotics, cytostatic and steroid drugs, immune disorders, 
the widespread introduction of invasive methods of providing medical care. Invasive 
mycoses are of particular importance as a concomitant infection in immunocompromised 
individuals against the background of the main oncological and hematological pathology. 
In this group of patients, a severe clinical course of fungal diseases observed, with a 
mortality rate of up to 75% in some cases. When conducting laboratory diagnostics 
of invasive mycoses, various diagnostic approaches are used, including: classical 
microbiological seeding of various types of biological material; automated systems for 
indicating, identifying fungal microflora, as well as determining sensitivity to antifungal 
drugs; mass spectrometric and molecular biological analysis; determination of the levels 
of biological markers; pathomorphological studies of biopsy specimens of organs and 
tissues. 
Purpose. Review of modern approaches and analysis of the results of laboratory diagnosis 
of concomitant invasive mycoses in children with major oncological and hematological 
diseases treated at the Republican Scientific and Practical Center for Pediatric Oncology, 
Hematology and Immunology, as well as assessment of the etiological structure of the 
isolated fungal microflora.
Materials and methods. Isolation of pathogens of invasive mycoses (micromycetes) from 
samples of clinically significant biological material using microbiological inoculation in 
liquid (hemaflacons) and solid nutrient media. Followed generic and species identification 
in during the application of phenotypic, biochemical, mass-spectrometric and molecular 
biological methods of laboratory diagnosis of fungal infections. Samples of peripheral 
venous blood, urine, bronchoalveolar lavage (BAL) and tracheobronchial drainage (TBD) 
fluids, and lung biopsy specimens were used as clinically significant biological material. 
The biomaterial was obtained from children with concomitant infectious complications 
against the background of the main oncohematological pathology.

Лабораторная диагностика инвазивных микозов и этиологическая структура  
грибковой микрофлоры, выделенной из клинически значимых видов  
биологического материала у детей с онкогематологической патологией
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Results. In total, during the analyzed time period of time (from 2002 to 2022), 604 strains 
of micromycetes were isolated: 219 strains from the blood, 273 strains from the respiratory 
system and 112 strains from the urine (taking into account micromycetes amount ≥1000/ml  
colony-forming units and 22 strains in the state of funguria). The main types of isolated 
microflora were yeast fungi – from 69.23% (189 out of 273 cultures) in the content of BAL, 
TBD and lung biopsy specimens to 90.87% (199 out of 219 cultures) in peripheral blood. 
In turn, representatives of the Candida spp. prevailed among yeast fungi (18 identified 
species of microorganisms). At the same time, Candida parapsilosis – 22.83% (50 out of 
219 cultures) and Candida guillermondii – 21.91% (48 out of 219 cultures) were most often 
isolated from the blood. The main fungal pathogens isolated from the respiratory system 
(BAL and TBD content, lung biopsy specimens) and urine were, respectively, Candida 
albicans – 30.04% (82 out of 273 cultures) and Candida glabrata – 36.36% (8 out of 22 from 
cultures in the state of funguria). The total specific gravity of the mycelial microflora ranged 
from 9.13% (20 out of 219 cultures) in the blood (with a prevalence of Fusarium spp. –  
9 cultures) to 30.77% (84 out of 273 cultures) in the respiratory system (with a prevalence 
of Aspergillus fumigatus – 31 cultures and Aspergillus flavus – 14 cultures). In turn, the 
main causative agents of mucormycosis (Mucor spp., Rhizopus spp., Rhizomucor spp. and 
Lichtheimia spp.) in the studied types of biological material were isolated quite rarely – 
from 0.89% in the urine (1 out 112 cultures) to 4.40% in the contents of the respiratory 
system (12 out 273 cultures).
Conclusion. The results obtained allow us to conclude that the yeast flora prevails today 
among micromycetes isolated from various types of the studied biological material. At the 
same time, there is a noticeable tendency to replace the previously prevailing Candida 
albicans by other, so-called "non-albicans" Candida species. Attention is drawn to the 
high proportion of Candida guillermondii, previously considered a fairly rare pathogen, 
with a low detection rate. When choosing diagnostic approaches for conducting a 
comprehensive diagnosis of invasive mycoses, one should first take into account the 
etiological spectrum of micromycetes circulating to a particular medical institution. 
Keywords: invasive mycoses, micromycetes, oncohematological pathology, children, 
laboratory diagnostics

	� ВВЕДЕНИЕ
Проблема инвазивных микозов не теряет своей актуальности для отечественного 

и зарубежного здравоохранения, несмотря на определенные успехи в их диагности-
ке и лечении на протяжении последних лет. Во многом это связано с широким и не 
всегда рациональным применением антибиотиков, цитостатических и стероидных 
препаратов, нарушениями иммунитета, активным внедрением инвазивных способов 
оказания медицинской помощи, общим увеличением количества пожилых и старых 
людей. Традиционной группой населения, наиболее подверженной развитию инва-
зивных микозов с высокой вероятностью летального исхода (до 75% в отдельных 
случаях), являются лица детского возраста с различными видами нарушения имму-
нитета на фоне онкогематологической патологии [1, 2].

Основным подходом к диагностике инвазивных микозов, широко используемым 
в микробиологических лабораториях различного профиля, является выделение  
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и идентификация возбудителя из биологического материала путем предварительно-
го посева образцов биологического материала в жидкие и на твердые среды. С этой 
целью используется целый ряд питательных сред, включая в первую очередь базо-
вую среду Сабуро (Sabouraud Agar) с антибиотиками и агар Чапека – Докса (Czapek-
Dox Agar). Наиболее информативным является выявление микромицетов в крови, 
ликворе и жидкостях, полученных из стерильных локусов [3]. С этой целью в послед-
ние годы широко используются автоматизированные системы гемокультивирования 
типа «BACT/ALERT» и «BACTEC», базирующиеся соответственно на колориметриче-
ской регистрации изменения окраски сенсора или уровня флюоресценции, реги-
стрируемых при выделении углекислого газа в ходе роста микрофлоры в соответ-
ствующих стерильных емкостях (гемфлаконах типа Bact/ALERT PF Plus и BD Mycosis). 
В случае автоматически регистрируемого роста микроорганизмов производится их 
первичная идентификация (при помощи микроскопии окрашенного мазка с биома-
териалом) и посев на чашки Петри с твердыми питательными средами для последу-
ющей термоинкубации с целью получения изолированных колоний так называемой 
чистой культуры микромицетов. К сожалению, данный процесс занимает определен-
ный промежуток времени – от 24 часов при наличии дрожжевой микрофлоры до 14 
и более суток при росте плесневых микроорганизмов. В рамках сокращения данно-
го этапа микробиологического исследования в последние годы в ряде зарубежных 
лабораторий внедрены полностью автоматизированные системы посева биомате-
риала с последующим выделением и анализом колоний микроорганизмов (типа BD 
KIESTRA), позволяющие существенно сократить время получения так называемой 
чистой культуры в количестве, достаточном для проведения дальнейшей идентифи-
кации дрожжевых грибковых патогенов [4].

Идентификация возбудителей грибковых инфекций и определение их чувстви-
тельности к противогрибковым препаратам (антимикотикам) являются одними из 
важнейших этапов диагностики инвазивных микозов. Современные диагностиче-
ские методы включают в себя автоматизированное определение видовой принад-
лежности выделенных изолированных колоний дрожжевых микромицетов с исполь-
зованием автоматических анализаторов типа «Vitek 2 Compact» и «Phoenix» с приме-
нением соответственно диагностической панели «Phoenix Yeast ID» и карты «Vitek 2 
YST». При этом определение чувствительности выделенной дрожжевой микрофлоры 
к противогрибковым препаратам может осуществляться в автоматическом режиме с 
помощью диагностической карты «Vitek 2 AST–YS08». К сожалению, на сегодняшний 
день отсутствуют диагностические панели к вышеуказанным анализаторам, позво-
ляющие проводить в автоматическом режиме идентификацию плесневых грибов 
(мицелиальных микромицетов) и определение их антимикотикочувствительности.

Одним из широко используемых и эффективных современных диагностических 
подходов к выявлению чувствительности различных видов грибковой микрофлоры 
к противогрибковым препаратам является применение элипсометрического метода, 
основанного на использовании полосок с убывающим градиентом концентрации ан-
тимикотиков (E-test), а также применение нефелометрического анализа (в варианте 
диагностической системы «Sensititer») при использовании 96-луночных иммуноло-
гических планшетов с различными концентрациями противогрибковых препаратов.

Весьма перспективным направлением лабораторной диагностики является ви-
довая идентификация выделенных микромицетов на основе использования анализа 
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белковых структур масс-спектрометрическим методом матрикс-ассоциированной 
лазерной детекции/ионизации с задержкой во времени (MALDI-TOF MS) [5]. Дан-
ный метод позволяет провести исследование в течение нескольких минут с учетом 
номенклатуры микроорганизмов, входящих в базу данных автоматических масс-
спектрометров типа «Vitek MS (bioMerieux)» и «MALDI Biotyper (Bruker)». В  целом, 
комбинированное использование комплекса автоматизированных систем посева, 
выделения и идентификации грибковых микромицетов дает реальную возможность 
осуществить проведение микробиологической идентификации отдельных грибов 
(в частности Candida spp.) в течение 10–16 часов, позволяя тем самым врачам клини-
ческого профиля назначить своевременное адекватное лечение грибковых инфек-
ций [4]. При этом повышается эффективность микробиологических исследований и 
воспроизводимость полученных результатов [6].

На фоне технического прогресса в медицине и биологии появились и успешно 
применяются на протяжении многих лет так называемые дополнительные методы 
диагностики микозов. К ним относятся молекулярно-биологические исследования и 
определение уровней биологических маркеров [7–9].

Традиционно используются патоморфологические исследования биопсийного, 
операционного и секционного материала [10–12]. При этом фиксированный форма-
лином биоматериал подвергается обезвоживанию при помощи спиртовых раство-
ров с последующей заливкой в парафиновые блоки, изготовлением срезов толщи-
ной 5–7 мкм, окраской гематоксилин-эозином (либо другими красителями), обзор-
ной микроскопией с целью выявления элементов гриба. Широкое использование 
метода патоморфологических исследований в диагностике инвазивных микозов 
ограничивают определенные трудности при получении биопсийного материала у 
детей с онкогематологической патологией (повышенный риск возникновения вну-
тренних кровотечений и инфекционных осложнений на фоне иммуносупрессивного 
состояния).

В последние годы большие надежды возлагаются на внедрение в практику ра-
боты микробиологических лабораторий молекулярно-биологических методов ис-
следований. Использование амплификационного анализа в варианте полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) позволяет на сегодняшний день детектировать микромицеты 
как в нативном материале, так и в изолированных на питательных средах колониях. 
Разработанные и используемые на практике коммерческие ПЦР-тесты дают возмож-
ность в течение короткого периода времени (несколько часов) проводить родо- и 
видоспецифическую идентификацию как дрожжевых, так и мицелиальных микроми-
цетов [13, 14]. Актуальной темой является разработка и применение комплексных 
мультипраймерных наборов для одновременного выявления наиболее часто встре-
чаемых микромицетов. На сегодняшний день разработаны и применяются в ряде 
микробиологических лабораторий коммерческие диагностикумы, предназначен-
ные для детекции участков геномов наиболее актуальных возбудителей инвазивных 
микозов дрожжевой (Candida spp.) и мицелиальной (Aspergillus spp.) этиологии [15]. 
При этом спектр циркулирующей в конкретном учреждении грибковой микрофлоры 
не всегда полностью совпадает с наименованиями микромицетов, доступных к вы-
явлению при помощи производимых на сегодняшний день ПЦР-тест-систем. В связи 
с этим особую актуальность приобретает разработка диагностикумов, позволяющих 
осуществлять одномоментное выявление различных видов грибковых патогенов  
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с учетом предварительного анализа этиологического спектра выявляемой в стаци-
онаре грибковой микрофлоры. С  учетом достаточно длительного времени микро-
биологического выделения на твердых питательных средах изолированных колоний 
плесневой микрофлоры, амплификационный анализ клинически значимого натив-
ного материала (кровь, трахеобронхиальный дренаж (ТБД), бронхоальвеолярный 
лаваж (БАЛ), ликвор) в варианте ПЦР в режиме реального времени позволяет со-
кратить до нескольких часов лабораторную диагностику инвазивных микозов, что 
чрезвычайно важно для своевременного назначения адекватной противогрибковой 
терапии.

Отдельного внимания заслуживает выявление биологических маркеров инвазив-
ных микозов. В первую очередь речь идет об определении в биологической жидко-
сти (сыворотка крови, содержимое БАЛ и ТБД) уровня характерных белков микроми-
цетов в виде галактоманнана (galactomannan) и 1-3-бета-D-глюкана (1-3-β-D-glucan). 
Для исследований используется иммуноферментный метод диагностики в вариантах 
хромогенного анализа по конечной точке и кинетического измерения хода реакции 
гидролиза субстрата. Выявление повышенных показателей данных биологических 
маркеров ассоциируется с наличием у пациентов грибковых инфекций, вызываемых 
в основном представителями соответственно родов Aspergillus и Candida. Тесты для 
выявления галактоманнана и 1-3-бета-D-глюкана различаются не только по прин-
ципу проведения реакции и методике учета результатов, но и по потенциальной 
возможности опосредованной детекции грибковых инфекций, вызываемых различ-
ными видами микромицетов. В  табл.  1 приведены виды грибковых патогенов, при 
наличии которых в качестве этиологического агента инвазивных микозов возмож-
но применение диагностических наборов, предназначенных для количественного 
выявления уровней биологических маркеров в виде галактоманнана и 1-3-бета- 
D-глюкана [16, 17]. С учетом различающегося спектра данных микромицетов имеют 
место рекомендации по проведению одновременного исследования биологическо-
го материала (в основном в виде сыворотки крови и жидкости БАЛ) с целью выявле-
ния в них повышенных показателей названных биологических маркеров.

	� ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Основанная на анализе сведений о современных технологиях микробиологиче-

ского исследования оценка результатов лабораторной диагностики сопутствующих 

Таблица 1
Основные виды микромицетов, опосредованно детектируемые при помощи определения 
уровней биологических маркеров
Table 1
The main types of micromycetes, indirectly detected determining of biological markers levels

Наименование биоло-
гического маркера

Наименование детектируемых 
микромицетов

Наименование недетектируемых 
микромицетов

Галактоманнаn / 
Galactomannan

Aspergillus spp., Penicillium spp., 
Geotrichium spp., Fusarium spp., 
Cryptococcus spp.

Saccharomyces spp., Candida spp., 
Mucorales

1-3-бета-D-глюкан / 
1-3-β-D-glucan

Candida spp., Aspergillus spp.,   
Fusarium spp., Trichosporon 
spp., Saccharomyces cerevisiae, 
Pneumocystis jirovechii

Cryptococcus spp., Lichtheimia  
(Absidia) spp., Mucor spp.,  
Rhizopus spp., Rhizomucor spp.
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инвазивных микозов у детей с наиболее распространенными онкологическими и ге-
матологическими заболеваниями, находившихся на лечении в Республиканском на-
учно-практическом центре детской онкологии, гематологии и иммунологии, а также 
установление этиологической структуры выделенной из различного клинического 
материала грибковой микрофлоры.

	� МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
С учетом актуальности проблемы сопутствующих инвазивных микозов для де-

тей с основной онкогематологической патологией, находящихся на лечении в Ре-
спубликанском научно-практическом центре детской онкологии, гематологии и 
иммунологии (Центр), проведен анализ этиологической структуры микромицетов, 
выделенных из клинически значимого биологического материала за период с 2002 
по 2022  год. Начало проведения анализа выявленной в биоматериале грибковой 
микрофлоры с 2002 года обусловлено внедрением в этот период времени автомати-
зированных систем культивирования микрофлоры в гемфлаконах, а также устройств 
для полуавтоматической и автоматической идентификации выделенных микроми-
цетов. С 2016 года появилась возможность применения масс-спектрометрического 
анализа с использованием масс-спектрометра типа «Vitek MS».

Для выделения из крови микромицетов использовались двухфазные гемакуль-
туральные флаконы фирмы Bio Rad (США), а также аналогичная продукция компа-
ний Becton Dickinson (BACTEC PEDS PLUS/F и BACTEC Mycosis IC/F) и bioMerieux (Bact/
ALERT PF Plus). Культивирование микрофлоры осуществлялось в соответствующих 
автоматических гемакультиваторах BACTEC 120 (Becton Dickinson, США) и Bact/ALERT 
3D (bioMerieux, Франция). Длительность инкубации с целью подтверждения отсут-
ствия роста микрофлоры составляла от 5 до 14 суток в зависимости от используемых 
гемафлаконов и детектируемых микромицетов. В случае автоматической фиксации 
гемакультиваторами роста микрофлоры во флаконах производились приготовление 
мазка исследуемого образца крови с его окрашиванием и микроскопией, а также 
последующий высев на чашки Петри с различными питательными средами, включая 
Sabouraud Dextrose Agar (с  добавлением хлорамфеникола и гентамицина сульфа-
та), CHROMАgar Сandida, а также Czapek-Dox Agar. В качестве красителей наряду со 
стандартной окраской по Граму применялись Calcofluor White. В зависимости от ис-
пользуемого красителя применялась световая или люминесцентная микроскопия со 
100-кратным увеличением исследуемого образца. Инкубация посевов на Sabouraud 
Dextrose Agar проводилась в условиях аэробного термостатирования при темпера-
туре +30±2 °С с ежедневным визуальным учетом роста микроорганизмов на поверх-
ностях среды в чашках Петри на протяжении до 14 суток. Для роста грибковой ми-
крофлоры на среде CHROMАgar Сandida температура инкубирования была +35±2 °С.

При поражении дыхательной системы для выделения микромицетов использо-
вался биологический материал в виде содержимого БАЛ и ТБД, а также биоптаты лег-
ких. Образцы биологического материала забирались в асептических условиях в спе-
циальные стерильные емкости с последующим приготовлением и окраской мазков 
(с помощью вышеуказанных красителей) и посевом на чашки Петри с упомянутыми 
твердыми питательными средами. Исследование нативного материала методически 
проводилось подобно анализу образцов крови. Инкубация чашек Петри с исследу-
емыми образцами из органов дыхательной системы проводилась в температурных 
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условиях и при временных параметрах, идентичных таковым при анализе биологи-
ческого материала из гемафлаконов с признаками роста микрофлоры. Аналогичным 
образом проводилось и микробиологическое исследование мочи, за исключением 
выполнения микроскопии нативного материала. Основная цель данного этапа ис-
следований – получение чистой культуры возбудителей микозов.

Родовая и, в отдельных случаях, видовая (например, при использовании среды 
CHROMАgar Сandida) идентификация выросшей на твердых питательных средах 
чистой грибковой микрофлоры проводилась в первую очередь фенотипически пу-
тем оценки формы, консистенции, характера роста, цвета колоний микромицетов, 
структуры мицелия и споровых форм. В свою очередь, для последующего опреде-
ления либо подтверждения видовой принадлежности выросших культур грибов 
использовались реагенты BBL Mycotube (Becton Dickinson, США), идентификацион-
ные планшеты Fongiscreen 4Н (Sanofi Diagnostics Pasteur, Франция), диагностиче-
ские планшеты API 20 Auxacolor и API ID32C для полуавтоматического оборудования 
miniAPI (bioMerieux, Франция) и идентификационные карты YST для автоматического 
микробиологического анализатора Vitek  2 Compact (bioMerieux, Франция). В  каче-
стве альтернативных подходов к идентификации грибов использовались MALDI-TOF 
MS и амплификационный анализ в варианте ПЦР в режиме реального времени (PCR 
real-time) с применением реагентов производства АО «Вектор-Бест» (Россия) и Bruker 
(США). В  рамках применения дополнительного теста для диагностики инвазивных 
микозов использовалось определение уровней галактоманнана в крови и БАЛ.

	� РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В целом за период с 2002 по 2022 год проведен ретроспективный анализ этиоло-

гической структуры идентифицированных микромицетов, выделенных из перифе-
рической крови, содержимого структурных элементов дыхательной системы (БАЛ, 
ТБД, биоптаты легких) и мочи (в том числе с учетом состояния фунгурии). Результаты 
обнаружения различных представителей дрожжевой и плесневой микрофлоры при-
ведены в табл. 2.

Таблица 2
Этиологическая структура выделенных грибов
Тable 2
Etiological structure of isolated fungi 

№
п/п

Наименование 
микромицетов

Наименование биоматериала за период с 01.2002 по 12.2022

Кровь БАЛ, ТБД,  
биоптат легких

Моча 
≥1000 КОЕ/мл

Моча
 ≥1000 КОЕ/мл 
при 
фунгурии

К-во % К-во % К-во % К-во %

1 C. albicans 30 13,70 82 30,03 24 21,43 3 13,63
2 C. parapsilosis 50 22,83 16 5,86 7 6,25 1 4,55
3 C. guillermondii 48 21,91 10 3,66 17 15,18 5 22,73
4 C. krusei 16 7,30 17 6,23 8 7,14 – 0,0
5 C. pelliculosa 10 4,56 – 0,0 – 0,0 – 0,0
6 C. glabrata 8 3,65 21 7,69 27 24,11 8 36,36
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Окончание таблицы 2

№
п/п

Наименование 
микромицетов

Наименование биоматериала за период с 01.2002 по 12.2022

Кровь БАЛ, ТБД,  
биоптат легких

Моча 
≥1000 КОЕ/мл

Моча
 ≥1000 КОЕ/мл 
при 
фунгурии

К-во % К-во % К-во % К-во %

7 C. famata 5 2,28 5 1,83 1 0,89 – 0,0
8 C. tropicalis 4 1,83 3 1,10 1 0,89 – 0,0
9 C. lusitaniae 4 1,83 9 3,29 1 0,89 – 0,0
10 C. haemulonii – 0,0 – 0,0 1 0,89 1 4,55
11 C. magnoliae 2 0,91 – 0,0 – 0,0 – 0,0
12 C. pseudotropicalis 1 0,46 1 0,37 – 0,0 – 0,0
13 C. lypolitica 1 0,46 – 0,0 – 0,0 – 0,0
14 C. caliculosa 1 0,46 – 0,0 – 0,0 – 0,0
15 C. kefur – 0,0 5 1,83 – 0,0 – 0,0
16 C. norvengensis – 0,0 1 0,37 – 0,0 – 0,0
17 C. orthopsilosis – 0,0 1 0,37 – 0,0 – 0,0
18 C. inconspicua – 0,0 2 0,73 – 0,0 – 0,0
19 C. spp. – 0,0 10 3,66 9 8,04 – 0,0
20 Cryptococcus spp. 4 1,83 – 0,0 – 0,0 – 0,0
21 Trichosporon spp. 6 2,74 – 0,0 2 1,79 1 4,55
22 Saccharomyc. cerevis. 6 2,74 6 2,20 1 0,89 – 0,0
23 Rhodotorula mucilag. 1 0,46 – 0,0 – 0,0 – 0,0
24 Malassezia furfur 2 0,91 – 0,0 – 0,0 – 0,0
25 A. fumigatus – 0,0 31 11,35 – 0,0 – 0,0
26 A. flavus – 0,0 14 5,13 – 0,0 – 0,0
27 A. niger – 0,0 6 2,20 – 0,0 – 0,0
28 A. ochraceus – 0,0 1 0,37 – 0,0 – 0,0
29 A. sydowii – 0,0 2 0,73 – 0,0 – 0,0
30 A. nidulans – 0,0 1 0,37 – 0,0 – 0,0
31 A. spp. – 0,0 4 1,46 – 0,0 – 0,0
32 Fusarium spp. 9 4,11 – 0,0 10 8,93 3 13,63
33 Penicillium spp. – 0,0 5 1,83 2 1,79 – 0,0
34 Mucor spp. 1 0,46 6 2,20 1 0,89 – 0,0
35 Rhizopus spp. 1 0,46 4 1,46 – 0,0 – 0,0
36 Rhizomucor pusillus – 0,0 1 0,37 – 0,0 – 0,0
37 Epidermophyton spp. 1 0,46 – 0,0 – 0,0 – 0,0
38 Geotrichum capitat. 2 0,91 – 0,0 – 0,0 – 0,0
39 Trichophyton spp. – 0,0 1 0,37 – 0,0 – 0,0
40 Lichtheimia corymbif. – 0,0 1 0,37 – 0,0 – 0,0
41 Paecilomyces. variotii – 0,0 2 0,73 – 0,0 – 0,0
42 Purpureocillium lilaci. – 0,0 1 0,37 – 0,0 – 0,0
43 Scedosporium apiosp. – 0,0 1 0,37 – 0,0 – 0,0

44 Недифференц. 
плесень 6 2,74 3 1,10 – 0,0 – 0,0

ВСЕГО 219 100% 273 100% 112 100% 22 100%
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При анализе приведенных в табл. 2 данных обращает на себя внимание превали-
рование дрожжевой микрофлоры среди микромицетов, выделенных из различных 
видов биологического материала,  – от 69,23% (189 из 273  культур) в содержимом 
БАЛ и ТБД до 90,87% (199 из 219 культур) в периферической крови. Следует отме-
тить широкий спектр выделенных грибов рода Candida – 18 видов без учета Candida 
spp. При этом отмечено уменьшение удельного веса широко распространенной 
С. albicans за счет возрастания этиологической роли так называемых non-Candida в 
виде С.  parapsilosis, C.  guillermondii, C.  glabrata, C.  krusei. Наиболее наглядное сни-
жение этиологической роли Candida albicans в развитии сопутствующих грибковых 
осложнений наблюдается при анализе спектра дрожжевых культур, выделенных из 
крови и мочи. Целесообразно обратить внимание на случаи выделения в исследу-
емых видах биологического материала (преимущественно из крови и из содержи-
мого дыхательной системы) Saccharomyces cerevisiae, так называемых «пекарских 
дрожжей», широко используемых при приготовлении хлебобулочной продукции. 
В целом, на долю лишь двух представителей рода Сandida в виде Candida parapsilosis 
и Candida guillermondii приходится около половины всех случаев фунгемий. Од-
ной из выявленных особенностей выделения кандид из образцов крови пациентов 
Центра является высокий удельный вес C. guillermondii (21,92%, 48 из 219 культур), 
традиционно считающейся в большинстве стационаров редким возбудителем инва-
зивных микозов с частотой выявления в кровяном русле, не превышающей обычно 
несколько процентов. На фоне выраженного превалирования выделения дрожже-
вых микромицетов из крови и мочи спектр грибковой флоры в дыхательной систе-
ме имеет существенные отличия за счет достаточно высокого удельного веса плес-
невой микрофлоры (30,77%, 84 из 273 культур), основным представителем которой 
являются аспергиллы, с ожидаемым преобладанием A. fumigatus (31 из 59 культур) и 
A. flavus (14 из 59 культур). Среди общего количества выделенных из клинического 
материала представителей мицелиальной (филаментозной) микрофлоры обращают 
на себя внимание возбудители рода Fusarium, преобладающие среди филаментоз-
ной флоры, обнаруженной в моче (10 из 13 культур) и в крови (9 из 20 культур). Име-
ет определенное своеобразие и этиологический профиль грибковой микрофлоры, 
выделенной из мочи (в  количестве, равном или превышающем 1000 КОЕ/мл), где 
наиболее часто встречаемым видом грибковой микрофлоры была Candida glabrata 
(24,11%, 27 из 112 микромицетов). С учетом имеющейся вероятности контаминации 
образцов мочи при их заборе и с целью повышения достоверности этиологической 
значимости детекции грибковой микрофлоры в образцах мочи был проведен до-
полнительный анализ грибковых патогенов при состоянии фунгурии, подтвердив-
ший ранее выявленный удельный вес Candida glabrata (36,36%, 8 из 22 культур). 
Принимая во внимание появившиеся в последние годы данные о росте числа забо-
леваний, вызываемых так называемыми мукоровыми грибами (относятся к поряд-
ку Mucorales), определенный интерес представляют частота и спектр обнаружения 
данного вида микрофлоры у детей с онкогематологической патологией. За весь пе-
риод анализа данных общее количество обнаруженных мукоромицетов составило 
15  культур, включая представителей родов Rhizopus (5  штаммов), Mucor (8  штам-
мов), а также единичные культуры Rhizomucor pusillus и Lichtheimia corymbifera. 
В целом следует отметить незначительный уровень обнаружения в биологическом  
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материале возбудителей мукормикозов  – 0,89% (1 из 112 культур) в моче, 0,91%  
(2 из 219 культур) в крови и 4,40% (12 из 273 культур) в дыхательной системе.

Весьма показательными были результаты анализа ежегодной частоты выявле-
ния микромицетов. За рассматриваемый период времени данный показатель ва-
рьировал от 27 фунгемий в 2009 году до 3 случаев обнаружения в крови микро-
мицетов в 2022  году. При средней частоте выявления микромицетов в крови за 
наблюдаемый период времени в количестве 10,43 случая в год за последние 3 года 
обнаружено лишь 11 случаев фунгемий (включая по 4 эпизода в 2020 и 2021 годах). 
Одной из причин такого снижения является внедрение в 2017 году в работу Центра 
программы борьбы с инфекционными осложнениями, предусматривающей вве-
дение видеоконтроля за соблюдением противоэпидемических мероприятий при 
оказании медицинской помощи (в частности при проведении мероприятий, свя-
занных с нарушением целостности кожных покровов и уходом за центральными 
венозными и периферическими катетерами), а также профилактическое назначе-
ние противогрибковых препаратов пациентам из групп риска по развитию инва-
зивных микозов.

	� ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Сопутствующие инфекционные осложнения, вызываемые различными видами 

дрожжевой и плесневой микрофлоры, продолжают оставаться одной из проблем в 
лечении детей с основной онкогематологической патологией. Имеет место вытес-
нение наиболее изученной и распространенной Сandida albicans другими видами 
дрожжевых микромицетов, отличающихся, как правило, большей агрессивностью 
в плане развития клинических проявлений инвазивных микозов и устойчивостью к 
применению противогрибковых препаратов. Внедрение и комплексное использо-
вание современных диагностических подходов в виде масс-спектрометрического 
анализа, ПЦР-диагностики и определения уровней биологических маркеров по-
зволит повысить эффективность специфической диагностики грибковых инфекций. 
Принимая во внимание родовое и видовое разнообразие выявляемых в биологи-
ческом материале микромицетов, комплексную лабораторную диагностику инва-
зивных микозов целесообразно проводить с учетом этиологической структуры 
грибковой микрофлоры, циркулирующей в конкретном медицинском учреждении. 
Этиологический состав микрофлоры, выделенной у пациентов с онкогематологиче-
ской патологией (включая Candida spp., Saccharomyces cerevisiae, Trichosporon spp., 
Geotrichum spp., Cryptococcus spp., Aspergillus spp., Penicillium spp., Fusarium spp.), 
позволяет предположить повышение эффективности диагностики грибковых по-
ражений за счет одномоментного определения уровней биологических маркеров в 
виде галактоманнана и 1-3-бета-D-глюкана. Спектр циркулирующих в медицинском 
учреждении микромицетов рационально учитывать также при выборе соответству-
ющих коммерческих либо при разработке отечественных ПЦР-тест-систем в режиме 
реального времени.

_________________________________________________________________________________________________
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Резюме ___________________________________________________________________________________________________ 

Введение. В настоящее время общепринятым подходом к оценке иммунного ста-
туса является характеристика лимфоидных клеток периферической крови. Вместе 
с тем актуальными остаются исследования показателей локального мукозального 
иммунитета желудочно-кишечного тракта при иммунопатологических состояниях и 
последующее сопоставление полученных данных с таковыми циркулирующих лим-
фоидных клеток – для выявления взаимосвязи локальных реакций с системными 
эффектами. В статье представлена методология выделения и предложен алгоритм 
фенотипирования интраэпителиальных лимфоидных клеток (IEL) и лимфоидных кле-
ток собственной пластинки слизистых оболочек (LPL) тонкой и толстой кишки у па-
циентов с болезнью Крона.
Цель. Оценить фенотипический состав лимфоидных клеток периферической крови 
и слизистой оболочки тонкой и толстой кишки у пациентов с болезнью Крона.
Материалы и методы. Материал исследования – биопсийный материал тонкой и 
толстой кишки, а также периферическая кровь 10 пациентов с болезнью Крона в 
возрасте 28,0 (22,7÷36,8) года, из них – 6 мужчин и 4 женщины. Мукозальные лимфо-
идные клетки получали путем комбинированной программной диссоциации тканей 
кишки. Иммунофенотипирование лимфоидных клеток осуществляли с использо-
ванием набора моноклональных антител и проточного цитометра. Статистическую  
обработку данных проводили в программе Statistica 8.0.
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Результаты. Основная популяция мукозальных лимфоидных клеток тонкой и тол-
стой кишки у пациентов с болезнью Крона представлена СD3+Т-лимфоцитами, до-
левое содержание которых коррелировало с количеством Т-лимфоцитов перифери-
ческой крови (R=0,7; p<0,05). При этом среди Т-клеток IEL тонкой кишки выявлена 
инверсия Т-хелперов и Т-киллеров. В обоих отделах кишки установлено увеличение 
количества минорных популяций γδIEL (преимущественно за счет Vδ1+T-клеток) 
относительно LPL (p<0,01) и мукозально-ассоциированных СD161+T-клеток отно-
сительно периферической крови (p<0,05). Мукозальные В-лимфоциты и NK-клетки 
локализировались преимущественно среди LPL-компартмента, при этом в толстой 
кишке большая половина В-клеток определялась как B1-лимфоциты (p<0,01).
Заключение. С использованием предложенного алгоритма фенотипирования у па-
циентов с болезнью Крона выявлены изменения в основных и минорных популяциях 
мукозальных лимфоидных клеток врожденного и приобретенного иммунитета, кото-
рые, предположительно, вовлекаются в формирование аутоиммунного воспаления 
в тонкой и толстой кишке, а также циркулируют в периферической крови и могут 
являться диагностически значимыми маркерами развития рецидива заболевания.
Ключевые слова: мукозальные лимфоидные клетки, диссоциация, алгоритм фено-
типирования, болезнь Крона, аутоиммунная патология
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Abstract ___________________________________________________________________________________________________ 

Introduction. Currently the generally accepted approach to the immune status 
assessment is the characterization of lymphoid cells in the peripheral blood. However, 
the investigation of local mucosal gut immunity under immunopathological conditions 

Методологический подход к фенотипированию  
лимфоидных клеток слизистой оболочки кишки у пациентов с болезнью Крона



373«Лабораторная диагностика. Восточная Европа», 2023, том 12, № 3

	� ВВЕДЕНИЕ
В последнее время внимание исследователей все больше привлекает мукозаль-

ная иммунная система, а также открывающиеся новые возможности использования 
ее отдельных компонентов (М-клетки, дендритные клетки, интраэпителиальные 
лимфоциты, изолированные лимфоидные фолликулы, Пейеровые бляшки и др.) в ка-
честве таргетной терапии [1]. Система мукозального иммунитета представляет собой 
лимфоидную ткань, ассоциированную со слизистыми оболочками, которая является 
отдельной и самой большой (более 400 м2) автономной структурой иммунной систе-
мы, эволюционно сформировавшейся как первая линия защиты организма и выпол-
няющей как протективную, так и иммунорегуляторную роль. Иммунокомпетентная 
ткань слизистых оболочек представлена организованными структурами и отдель-
ными клеточными элементами, при этом около 80% всех иммунокомпетентных кле-
ток организма локализовано именно в слизистой оболочке желудочно-кишечного 

remain highly relevant as well as its following comparison with circulating lymphoid cells 
for the identification the relationship between local reactions and systemic effects. This 
article presents a methodology for mucosal cells isolation and proposed an algorithm for 
the phenotyping of intraepithelial lymphoid cells (IEL) and lamina propria lymphoid cells 
(LPL) obtained from the small and large intestine in patients with Crohn’s disease.
Purpose. To evaluate the phenotype of peripheral blood and mucosal lymphoid cells of 
the small and large intestine in patients with Crohn’s disease.
Materials and methods. The study material was biopsy of the ileum and colon as well 
as peripheral blood from 10 patients with Crohn’s disease, aged 28.0 (22.7÷36.8) years, 
including 6 men and 4 women. Mucosal lymphoid cells were obtained by combined 
mechanical and enzymatic dissociation of intestinal tissues. Lymphoid cells were 
immunophenotyped using a set of monoclonal antibodies and a flow cytometer. Statistical 
data processing was done using the Statistica 8.0 program. 
Results. The major population of mucosal lymphoid cells in the small and large intestine 
of patients with Crohn’s disease was represented by CD3+T-lymphocytes, the percentage 
of which correlated with the number of peripheral blood T-lymphocytes (R=0.7; p<0.05). 
At the same time, the inversion of T-helpers and T-killers was revealed among T-cells 
of enteric IEL. An increase in the number of minor γδIEL subsets (mainly due to Vδ1+T-
cells) as compared to LPL (p<0.01) and mucosa-associated CD161+T-cells as compared 
to peripheral blood (p<0.05) was established in both parts of the intestine. Mucosal 
B-lymphocytes and NK-cells were localized predominantly among the LPL compartment, 
while more than half of the B-cells were defined as B1-lymphocytes in the colon (p<0.01). 
Conclusion. Using the proposed phenotyping algorithm changes in the major and 
minor subsets of mucosal lymphoid cells of innate and acquired immunity were detected 
in patients with Crohn’s disease, assuming their involvement in the gut autoimmune 
inflammation as well as circulation in the peripheral blood what may be used as diagnostic 
significant markers for disease progression. 
Keywords: mucosal lymphoid cells, dissociation, phenotyping algorithm, Crohn’s disease, 
autoimmune pathology
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тракта (ЖКТ), а их роль в формировании и поддержании иммунопатологических со-
стояний до сих пор остается предметом активных дискуссий [2, 3].

Современная классификация выделяет интраэпителиальные лимфоидные клетки 
(IEL – англ. Intraepithelial Lymphoid Cells) и лимфоидные клетки собственной пластин-
ки слизистых оболочек (LPL – англ. Lamina Propria Cells), включающих гетерогенные 
популяции Т- и В-лимфоцитов, NK-клеток, мукозально-ассоциированных и врожден-
ных лимфоидных клеток, иммунобиология которых до сих пор остается предметом 
активного изучения и выходит за рамки классической иммунологии [4].

Спектр функций лимфоидных клеток варьирует от иммунорегуляции и формиро-
вания периферической толерантности к потенциальным аутоантигенам до эффек-
торного поражения ткани. Контактируя с иммунными и неиммунными клетками в 
тканях, мукозальные лимфоциты участвуют в иммунологическом надзоре, активации 
воспалительной реакции, тканевом гомеостазе, метаболизме, морфогенезе, репара-
ции и регенерации (ремоделировании) тканей, выполняют барьерную функцию, а 
также активно взаимодействуют с нервной системой и микробиотой [5, 6]. В то же 
время неконтролируемое действие лимфоидных клеток может привести к повреж-
дению тканей, хроническому воспалению, метаболическим заболеваниям, аутоим-
мунитету и онкопатологическим процессам, что определяется тонкой регуляцией 
лимфоцит-медиированного ответа для поддержания целостности организма [7, 8]. 

В настоящее время особый интерес представляют лимфоидные клетки, которые 
непосредственно активно вовлекаются в патогенез воспалительных заболеваний 
кишечника, в том числе аутоиммунной природы – болезнь Крона (БК), язвенный ко-
лит, целиакия. До сих пор не выяснено, каким образом субпопуляционный состав 
IEL и LPL изменяется при инициации и развитии аутоиммунных процессов, ассоции-
рованных со слизистыми оболочками организма, и каковы его отличия от физиоло-
гического распределения клеток. Результаты исследования экспериментальных мо-
делей указывают на роль IEL и LPL в поддержании аберрантного иммунного ответа 
на микробиоту и последующем развитии БК, первичная заболеваемость которой в 
Республике Беларусь составляет 1,5:100 000 [9]. Во время хронического воспаления 
ЖКТ воспалительными дендритными клетками и макрофагами синтезируется избы-
точный уровень провоспалительных интерлейкинов (IL-12, IL-18, IL-23 и IL-1β), что 
приводит к аккумуляции и активации врожденных лимфоидных клеток, секретирую-
щих повышенный уровень цитокинов Th1- и Th17-профиля, инициации хемотаксиса 
нейтрофилов и повреждению или трансформации ткани, одним из исходов которых 
может являться колит-ассоциированный рак. Лимфоидные клетки слизистых оболо-
чек способны также вступать во взаимодействие с неиммунными клетками (эпители-
альными клетками и фибробластами), инициируя секрецию медиаторов воспаления 
(IL-18) и реорганизацию ткани, в том числе эпителиальную пролиферацию и фиброз 
[10–12]. При этом слизистые оболочки являются местом развития не только индук-
торной, но и эффекторной фазы мукозального иммунитета [13]. 

Принимая во внимание отсутствие единого подхода к фенотипированию лим-
фоидных клеток слизистой оболочки кишки при иммунопатологических состояниях, 
актуальным представляется изучение особенностей гетерогенной популяции муко-
зальных клеток в локальном микроокружении аутоиммунного воспаления при БК.  
В данной статье представлена методология выделения и предложен алгоритм фено-
типирования IEL и LPL тонкой и толстой кишки у пациентов c БК. 
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	� ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Оценить фенотипический состав лимфоидных клеток периферической крови и 

слизистой оболочки тонкой и толстой кишки у пациентов с БК.

	� МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом исследования явился биопсийный материал тонкой и толстой киш-

ки, а также периферической крови 10 пациентов с БК в возрасте 28,0 (22,7÷36,8) года, 
из них – 6 мужчин и 4 женщины, находившихся на лечении в хирургическом отделе-
нии УЗ «Минская областная клиническая больница». Диагноз подтверждался мор-
фологическим исследованием биопсийного материала. Пациенты имели следующие 
особенности локализации патологического процесса: толстокишечное пораже-
ние (3 пациента), тонкокишечное (4 пациента), тонко-толстокишечное (3 пациента).  
Из них у 2 пациентов определялся воспалительный фенотип заболевания, у 4 – сте-
нозирующий/стриктурирующий и у 3 – пенетрирующий/свищевой фенотип; у 2 па-
циентов диагностировалось перианальное повреждение. Все исследуемые пациен-
ты предоставили информированное согласие на взятие биологического материала 
и участие в выполнении научного исследования. 

Выделение лимфоидных клеток
Для выделения IEL слизистую оболочку отделяли от биопсийного материала и из-

мельчали на мелкие куски размером 0,5 см2, которые инкубировали в растворе для 
первичной диссоциации, содержащем 5 mM этилендиаминуксусной кислоты (Sigma, 
Германия), 5%-й эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС, Gibco, Германия), 1 mM 
дитиотреитола (Sigma, Германия) (рис. 1.1) в течение 20 мин. при 37 °C при непре-
рывном помешивании (рис. 1.2). Полученную суспензию фильтровали через сетча-
тый фильтр CellStrainer с порами 100 мкм, отмывали при 300 g в течение 10 мин. и 
разводили для иммунофенотипирования (рис. 1.3). 

Для выделения LPL использовали ткань кишки после первичной диссоциации и 
набор ферментов Lamina Propria Dissociation Kit (Milthenyi Biotec, Германия). Образцы 
ткани инкубировали в культуральной среде RPMI-1640 (Gibco, Германия) в объеме  
0,3 г/мл с добавлением 200 мкл фермента D, 100 мкл фермента R и 25 мкл фермента 
А в течение 30 мин. при 37 °C при непрерывном перемешивании (рис. 1.4). После ин-
кубации пробирки с образцами помещали в программный диссоциатор gentleMACS 
Dissociator (Milthenyi Biotec, Германия) и выполняли дезагрегацию ткани (рис. 1.5). 
Полученную клеточную суспензию LPL центрифугировали при 300 g в течение  
10 мин. (рис. 1.6) и разводили для иммунофенотипирования (рис. 1.7). 

Мононуклеары периферической крови выделяли методом центрифугирова-
ния на градиенте плотности Histopaque-1077 (Sigma, Германия) при 300 g в течение  
30 мин. с последующим 2-кратным отмыванием клеток в физиологическом растворе 
с добавлением 5% ЭТС. 

Жизнеспособность выделенных клеток определяли по окрашиванию трипано-
вым синим.

Метод проточной цитометрии
Субпопуляции лимфоцитов определяли с применением панелей моноклональ-

ных антител CD45-FITC/CD4-RD1/CD8-ECD/CD3-PC5, CD45-FITC/CD56-RD1/CD19-ECD/
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Рис. 1. Методология выделения IEL и LPL из ткани кишки у пациентов с БК 
Fig. 1. Methodology of IEL and LPL isolation from CD patients’ gut tissue

CD3-PC5, γδTCR-FITC/αβTCR-PE/Vδ1TCR-PC7/Vδ2TCR-PB/CD3-APC-A750/ CD45-KrO, 
CD5-PС7, CD161-PB450, CD45-BrV (Beckman Coulter, США) и проточного цитометра 
CytoFLEX (Beckman Coulter, США). Для иммунофенотипирования 100 мкл цельной 
крови или клеточной суспензии IEL или LPL добавляли в пробирку с моноклональ-
ными антителами, перемешивали и инкубировали в течение 15 мин. при температу-
ре 18–25 °C. В периферической крови эритроциты лизировали раствором VersaLyse 
(Beckman Coulter, США) в течение 10 мин. Результаты регистрировали на проточном 
цитометре на 10 000 лимфоидных клеток.
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Статистический анализ
Статистическую обработку данных выполняли в программе Statistica 8.0. Сравне-

ние независимых групп проводили с использованием непараметрического крите-
рия Манна – Уитни. Корреляционный анализ осуществляли с применением рангово-
го коэффициента корреляции непараметрических данных Спирмена (R). За уровень 
статистической значимости принимали p<0,05.

	� РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Алгоритм фенотипирования лимфоидных клеток ткани кишки и перифери-

ческой крови методом проточной цитометрии
В ходе проведенной механической и ферментативной диссоциации тканей тон-

кой и толстой кишки получены IEL и LPL, которые наряду с выделенными лимфоид-
ными клетками периферической крови фенотипировали для определения основных 
и минорных популяций иммунных клеток (табл. 1), принимая во внимания их воз-
можную патогенетическую роль в развитии аутоиммунного воспаления ЖКТ. 

Лимфоидные клетки являются гетерогенной популяцией и включают натураль-
ные киллеры (NK-клетки), Т- и В-лимфоциты, среди которых выделяют различные 
субпопуляции. Среди клеток врожденного иммунитета исследовали NK-клетки, TNK-
клетки, γδТ-клетки (Vδ1+Т-, Vδ2+Т- и Vδ3+Т-клеточные субпопуляции), MAIT-клетки и 
В1-клетки, а приобретенного иммунитета – Т-лимфоциты (Т-хелперы, Т-киллеры)  
и B2-клетки (основная популяция В-лимфоцитов).

Интерпретацию результатов проточной цитометрии проводили согласно алго-
ритму фенотипирования субпопуляций лимфоидных клеток, представленному на 
рис. 1. Для выделения гейта единичных клеток и отделения дуплетов и клеточного 
дебриса анализ начинали с построения точечной диаграммы плотности параметров 
области и высоты прямого светорассеяния (рис. 2А) среди всех клеточных событий. 

Таблица 1
Фенотип основных и минорных популяций мукозальных и циркулирующих лимфоидных клеток
Table 1
Phenotype of major and minor mucosal and circulating lymphoid cells populations

Субпопуляции лимфоидных клеток Фенотип

Натуральные киллеры
NK-клетки CD45+CD56+

TNK-клетки CD45+CD3+CD56+

αβТ-лимфоциты

Т-клетки CD45+CD3+

Т-хелперы CD45+CD3+CD4+

Т-киллеры CD45+CD3+CD8+

MAIT-клетки CD45+Lin–CD127+CD161+

γδТ-лимфоциты

γδТ-клетки CD45+CD3+γδТCR+

Vδ1+Т-клетки CD45+CD3+γδТCR+Vδ1+

Vδ2+Т-клетки CD45+CD3+γδТCR+Vδ2+

Vδ3+Т-клетки CD45+CD3+γδТCR+Vδ1–Vδ2–

В-лимфоциты
B2-клетки CD45+CD19+

В1-клетки CD45+CD19+CD5+
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Рис. 2. Алгоритм фенотипирования мукозальных (IEL, LPL) и циркулирующих лимфоидных клеток 
у пациентов с БК
Fig. 2. The algorithm of mucosal (IEL, LPL) and circulating lymphoid cells phenotyping in CD patients 

Примечание: A – гейт единичных клеток, Б – CD45+лимфоидные клетки, В – основные популяции лимфоидных кле-
ток (CD56+NK-клетки, CD3+CD56+NK-клетки, CD3+Т-лимфоциты и CD19+В-лимфоциты), Г – субпопуляции αβT- и γδT-
лимфоцитов, Д – CD3+CD4+Т-хелперы и CD3+CD8+Т-киллеры среди гейта αβT-лимфоцитов, Е – субпопуляции Vδ1+Т-, 
Vδ2+Т- и Vδ1–Vδ2–(Vδ3+)Т-клетки среди гейта γδT-лимфоцитов, Ж – CD3+CD56+TNK-клетки среди гейта T-лимфоцитов, 
З – субпопуляция CD19+CD5+ B1-клеток среди гейта CD19+B-лимфоцитов, И – гейт Lin–CD127+ клеток, К – субпопуляция 
CD161+MAIT-клеток среди гейта Lin–CD127+ клеток.

Лимфоидные клетки (IEL, LPL или лимфоциты периферической крови) идентифи-
цировали по яркой флуоресценции общего лейкоцитарного антигена CD45 и низ-
кому боковому рассеянию (рис. 2Б), среди которых выделяли основные популяции: 
CD56+NK-клетки, CD3+Т-лимфоциты и CD19+В-лимфоциты (рис. 2В). 

В зависимости от экспрессии типа Т-клеточного рецептора (αβTCR+γδTCR– или 
αβTCR–γδTCR+) среди Т-клеток различали субпопуляции αβT- и γδT-лимфоцитов (рис. 2Г).  
Анализ клеточного состава основных αβT-лимфоцитов включал определение 
CD3+CD4+Т-хелперов и CD3+CD8+Т-киллеров (рис. 2Д), в то время как среди минор-
ных γδT-лимфоцитов по экспрессии δ-цепи Т-клеточного рецептора идентифициро-
вали субпопуляции Vδ1+Т-, Vδ2+Т- и Vδ1–Vδ2–(Vδ3+)Т-клетки (рис. 2E). Наряду с этим 
в общем гейте Т-лимфоцитов оценивали количество CD3+CD56+TNK-клеток, комби-
нирующих рецепторный аппарат и свойства NK-клеток и Т-лимфоцитов (рис. 2Ж),  
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а в общем гейте В-лимфоцитов определяли минорную популяцию CD19+CD5+В1-
клеток (рис. 2З). Популяцию лимфоидных клеток, экспрессирующую α-цепь рецеп-
тора интерлейкина-7 (CD127, рис. 2И) и активирующий рецептор CD161 (рис. 2К) 
при отсутствии экспрессии линейных маркеров (Lin–), определяли как мукозально- 
ассоциированные инвариантные MAIT-клетки. 

Количественная характеристика мукозальных и циркулирующих лимфоид-
ных клеток у пациентов с БК

С использованием описанного алгоритма фенотипирования проведено опреде-
ление количественного содержания IEL, LPL в тонкой и толстой кишке, а также цир-
кулирующих лимфоидных клеток в периферической крови у пациентов с БК. Резуль-
таты исследования представлены в табл. 2.

Установлено, что в тонкой кишке пациентов с БК количество CD3+Т-клеток среди 
IEL статистически значимо увеличивалось по сравнению с таковым среди LPL, а так-
же IEL толстой кишки и коррелировало с процентным содержанием Т-лимфоцитов 
в периферической крови (R=0,7; p<0,05). При этом в субпопуляционном составе 
Т-клеток наблюдалась выраженная инверсия Т-хелперов и Т-киллеров среди IEL тон-
кой кишки (p<0,05), соотношение которых составило 1:2, в то время как в остальных 
тканевых компартментах тонкой и толстой кишки количество Т-клеточных субпопу-
ляций оставалось равным (1:1) и отличалось от стандартного соотношения в перифе-
рической крови, определяемое как 2:1.

Полученные результаты согласуются с данными других авторов, свидетельствую-
щими об абсолютном большинстве CD3+Т-лимфоцитов среди IEL и снижении их про-
цента в LPL, но при этом демонстрирующими активное вовлечение Т-лимфоцитов 
обоих компартментов в патогенез воспалительных заболеваний кишечника [14–16]. 
Локализация IEL способствует их быстрому реагированию на антигенные струк-
туры, в том числе компоненты микробиоты, контактирующие с эпителием ЖКТ. 
Т-лимфоциты слизистых оболочек имеют преимущественно эффекторный фено-
тип, проявляют различную цитотоксическую активность, включая аллореактивную  
и вирус-специфическую, обеспечивают помощь В-клеткам, играют роль в поддер-
жании толерантности и регулируют функцию эпителиальных клеток, тем самым осу-
ществляя роль иммунного надзора или первой линии защиты. Однако присутствие 
среди Т-клеток аутореактивных клонов у пациентов с БК приводит к тому, что вместо 
первой линии защиты происходит повреждение эпителия в результате нарушения 
баланса между иммунологической толерантностью и эффекторным иммунным отве-
том [17, 18]. 

Если в здоровых тканях αβТ-лимфоциты представлены в основном цитотоксиче-
скими CD3+CD8+Т-клетками, играющими важную защитную роль в обнаружении и 
устранении поврежденных эпителиальных клеток и противоинфекционной защи-
те, то при БК наблюдается инфильтрация эпителиального слоя слизистых оболочек 
CD3+CD4+Т-хелперами. Это, предположительно, связано с хронической антигенной 
стимуляцией условно-патогенными бактериями ЖКТ и свидетельствует об аутоим-
мунной воспалительной реакции. В выполненном исследовании Т-хелперы преиму-
щественно определялись в толстой кишке пациентов с БК (табл. 2). CD4+Т-хелперы 
являются основными медиаторами клеточного иммунитета и играют ключевую роль 
в активации других иммунных клеток, таких как В-клетки и цитотоксические Т-клетки, 
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Таблица 2
Содержание лимфоидных клеток в тонкой, толстой кишке и периферической крови у пациентов  
с БК, Ме (25÷75)‰
Table 2
The number of lymphoid cells in the ileum and colon as well as in peripheral blood of CD patients,  
Me (25÷75)‰

Популяции лим-
фоидных клеток

Тонкая кишка Толстая кишка Перифери- 
ческая кровь pIEL LPL IEL LPL

1 2 3 4 5

CD3+T-cells, % 88,0
(59,8÷94,0)

67,0
(50,3÷82,9)

74,7
(65,1÷80,1)

86,9
(70,8÷90,2)

68,2
(66,3÷68,3)

p1–2<0,01
p1–5<0,01

CD3+CD4+ 
T-helpers, %

28,1
(13,9÷35,6)

55,3
(47,2÷67,3)

47,9
(17,9÷54,7)

49,6
(38,7÷54,1)

63,2
(59,8÷65,6) p1–2<0,05

CD3+CD8+ 
T-killers, %

64,7
(60,0÷76,3)

58,9
(36,7÷62,4)

47,1
(36,3÷51,1)

48,9
(40,9÷56,8)

33,4
(25,5÷33,7) p1–2<0,01

γδТСR+T-cells, % 9,3
(5,3÷10,8)

1,2
(1,0÷9,5)

24,0
(17,3÷35,6)

1,4
(0,6÷6,2)

8,5
(2,5÷10,6)

p1–2=0,06
p3–4<0,01

CD19+B-cells, 
%

6,6
(4,7÷14,2)

30,8
(17,0÷46,2)

21,1
(14,9÷26,3)

13,3
(8,8÷15,0)

12,8
(11,8÷14,7) p1–2<0,05

CD19+CD5+ 

B1-cells, %
4,8
(2,3÷7,4)

9,3
(5,6÷20,3)

5,6
(3,7÷10,0)

54,7
(29,8÷62,1)

16,8
(14,9÷19,7) p3–4<0,01

CD56+ 

NK-cells, %
12,6
(11,1÷19,3)

4,7
(4,3÷8,2)

14,1
(11,8÷19,8)

34,4
(19,9÷38,9)

14,3
(12,8÷17,9)

p1–2<0,01
p3–4<0,05

CD3+CD56+ 

TNK-cells, %
12,1
(10,2÷17,9)

20,3
(13,1÷54,7)

13,7
(3,8÷19,3)

37,7
(27,0÷39,8)

0,2
(0,1÷0,3) p3–4<0,05

CD161+cells, % 24,3
(4,8÷46,8) н/о 24,1

(20,7÷34,7) н/о 5,4
(1,3÷8,1)

p1–5<0,05
p3–5<0,05

Примечания: Ме (25÷75)‰ – медиана, 25-й и 75-й процентили; IEL – интраэпителиальные лимфоциты; LPL – лимфоциты 
собственной пластинки; р-значение – уровень статистически значимых различий; н/о – значение не определялось; CD – 
кластер дифференцировки; TCR – Т-клеточный рецептор; NK-клетки – натуральные киллеры.

модулируя антиген-специфический иммунный ответ. При этом аутоиммунное  
воспаление при БК в основном ассоциируется с повышенной активацией и абер-
рантной пролиферацией Т-хелперов 1-го и 17-го типов, эффекторные реакции кото-
рых опосредованы продукцией провоспалительных цитокинов (IL-12, IL-23, IFN-γ и 
IL-17). Пилотные исследования показывают эффективность блокады или истощения 
CD4+T-клеток в процессе лечения пациентов с воспалительными заболеваниями ки-
шечника [19].

Тем не менее все больше доказательств свидетельствует о роли механизмов ци-
тотоксичности в повреждении ткани кишечника, что согласуется с выявленным в 
данном исследовании превалированием Т-киллеров в тонкой кишке у пациентов 
с БК. Т-киллеры реализуют свои эффекторные реакции посредством таких высоко-
активных биомолекул, как перфорин, гранзимы, гранулизин, Fas-лиганд и фактор 
некроза опухоли-α. Более того, провоспалительные цитокины, высвобождаемые 
Т-киллерами, могут быть вовлечены в разрушение эпителиального барьера, индуци-
руя апоптоз эпителиальных клеток, что приводит к увеличению проницаемости ки-
шечника. Высокие уровни цитотоксичности подтверждают существующую концеп-
цию о том, что при болезни Крона поражается весь желудочно-кишечный тракт [20]. 

Наряду с описанными изменениями в слизистой оболочке общего количества 
Т-лимфоцитов установлена тенденция к повышению относительного количества  
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неклассических интраэпителиальных клеток, экспрессирующих γδТ-клеточный ре-
цептор (γδ+IEL), в тонкой кишке (р=0,06) и выявлено статистически значимое увели-
чение процента данной популяции в эпителии толстой кишки относительно таково-
го в lamina propria (табл. 2). Наряду с этим удельное содержание мукозальных интра-
эпителиальных γδТ-клеток коррелировало с количеством аналогичных клеток, цир-
кулирующих в периферической крови пациентов с БК (R=0,6; p<0,05). Во всех случаях 
повышение тканевых γδ+IEL происходило преимущественно за счет субпопуляции 
Vδ1+T-клеток, количество которых составило более 40% в тонкой кишке и более 60% 
в толстой кишке. При этом общее количество γδ+IEL коррелировало с локализацией 
патологического процесса (R=–0,6; p<0,05) и тяжестью течения заболевания (R=0,7; 
p<0,01).

Выявленное повышение минорной популяции γδТ-лимфоцитов не только в пери-
ферической крови, но и в тканях согласуются с Regner et al. [21], характеризующих 
внетимическое происхождение некоторых лимфоидных клеток слизистой оболоч-
ки ЖКТ, достигающих в отдельных случаях до 50% от лимфоидных клеток. В отличие 
от αβТ-лимфоцитов, γδТ-клетки комбинируют в себе свойства клеток врожденного 
и приобретенного иммунитета: их рецепторный аппарат частично схож с таковым 
у антигенпрезентирующих клеток и NK-клеток по экспрессии паттерн-распозна-
ющих и киллерных/ингибиторных рецепторов, однако, обладая специфическим 
Т-клеточным рецептором, данная популяция способна распознавать антигенные 
структуры, подобно классическим Т-лимфоцитам [22]. 

Экспериментальные исследования достаточно противоречивы в подтверждении 
вовлечения γδТ-лимфоцитов в патогенез БК, что частично объясняется высокой гете-
рогенностью данной популяции, в связи с чем их клиническое значение до конца не 
выяснено. При этом функции субпопуляций γδТ-лимфоцитов в тонкой и толстой киш-
ке могут различаться, что объясняется их высокой функциональной пластичностью, 
а про- или противовоспалительный профиль клеток может определяться локальным 
микроокружением, в том числе выраженностью аутоиммунного воспаления слизи-
стых оболочек [23].

Большинство авторов поддерживают гипотезу об иммунорегуляторной функ-
ции γδТ-лимфоцитов в ЖКТ, которая заключается в переключении синтеза антител 
на продукцию иммуноглобулина класса А (IgA), поддержании гомеостаза эпителия 
посредством взаимодействия с αβТ-лимфоцитами, эпителиальными клетками и кли-
ренса некротических клеток, регуляции барьерной функции и участия в формирова-
нии периферической толерантности. На экспериментальных моделях ВЗК продемон-
стрирована протективная роль γδТ-клеток, характеризующаяся лимитированием 
воспалительной реакции посредством синтеза противовоспалительных цитокинов 
и факторов роста, а также предотвращением транслокации инвазивных коменсаль-
ных и патогенных бактерий через эпителий ЖКТ за счет стимуляции синтеза анти-
микробных пептидов клетками Панета [24]. Тем не менее воспалительное микро- 
окружение, формируемое изменением субпопуляционного состава αβТ-лимфоцитов 
в слизистых оболочках кишки, наряду с микробной стимуляцией, может приводить 
к аберрантной активации γδТ-лимфоцитов, их активному хоумингу через кишечный 
эпителий и lamina propria посредством окклюдин-зависимого механизма и вовлече-
нию в прогрессирование заболевания путем реализации своих цитотоксических эф-
фекторных реакций. Кроме того, избыточная регенерация эпителия, медиированная 
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γδТ-клетками, способствует образованию псевдоподиев, атипичной зазубренной по-
верхности и развитию серьезных осложнений заболевания, таких как колоректаль-
ный рак [25]. 

Помимо характеристики клеточных механизмов адаптивного иммунитета прове-
ден анализ гуморального звена специфического иммунитета. У пациентов с БК уста-
новлена преимущественная локализация В-клеток среди LPL тонкой кишки (p<0,05) 
и субпопуляции В1-клеток среди LPL толстой кишки относительно IEL-компартмента 
(p<0,01) (табл. 2). При этом количество последних коррелировало с наличием у паци-
ентов перианального повреждения (R=0,8; p<0,01). 

Известно, что В-клетки могут непосредственно усиливать Т-клеточный ответ, про-
дуцируя цитокины и синтезируя антитела, в частности секреторный IgA для контроля 
кишечной микробиоты в ЖКТ, а также функционировать в качестве локальных анти-
генпрезентирующих клеток и организовывать образование третичных лимфоидных 
структур, поддерживающих долговременный иммунитет. В-лимфоциты могут играть 
незаменимую роль в представлении антигена слизистой оболочке и выполнять им-
мунорегуляторную роль в контроле аутоагрессивного воспаления ЖКТ при БК. При 
низкой концентрации данной популяции в слизистой оболочке происходит нару-
шение распознавания антигенов кишечника, что ставит под угрозу первую линию 
защиты – снижение антителообразования и нарушение формирования иммуноло-
гической памяти. Кроме того, снижение антигенпрезентирующей функции В-клеток 
может способствовать превращению Т-лимфоцитов в аутореактивные клетки.  
С другой стороны, повышение количества популяции В1-клеток усиливает продук-
цию низкоаффинных антител в ответ на бактериальные патогены, способные высту-
пать в роли аутоантител и участвовать в антитело-опосредованном повреждении 
слизистых оболочек при БК [26].

Еще одна популяция врожденного иммунитета – NK-клетки – характеризовалась 
повышением их процентного содержания среди LPL толстой кишки. При этом более 
50% клеток идентифицировались как TNK-клетки. В тонкой кишке не выявлено ста-
тистически значимых изменений в количестве NK- и TNK-клеток (табл. 2). В отличие 
от других лимфоцитов, NK-клетки не экспрессируют антиген-специфические рецеп-
торы, но обладают сильным цитотоксическим потенциалом, подобно CD8+Т-клеткам, 
и осуществляют первую линию защиты наряду с γδТ-лимфоцитами. Помимо этого, 
для них характерна продукция большого количества Т-клеточных цитокинов, игра-
ющих важную роль в модуляции адаптивного иммунитета и способных опосредо-
вать как эффекторные, так и иммуносупрессивные реакции. NK-клетки не являются 
ключевыми в повреждении ткани при БК, однако, синтезируя большое количество 
γ-интерферона и фактора некроза опухоли-α, способствуют нарушению кишечной 
толерантности и тем самым усиливают Т-клеточный ответ [27]. Большее внимание 
авторов привлекает субпопуляция ТNK-клеток, коэкспрессирующая Т-клеточный 
рецептор и типичные для NK-клеток поверхностные рецепторы и, подобно  
γδТ-лимфоцитам, проявляющая свойства как врожденного, так и приобретенного 
иммунитета. ТNK-клетки распознают фосфо- или гликолипиды и реализуют быструю 
защиту путем продукции широкого спектра цитокинов. Парадоксальность биоло-
гической функции заключается в том, что ТNК-клетки могут быстро высвобождать 
большое количество Th1-, Th2-, Th17- и регуляторных цитокинов, в связи с чем спо-
собствуют как развитию, так и супрессии клеточно-медиированного иммунного  
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ответа в зависимости от распознаваемых антигенов и локального микроокружения. 
Согласно данным литературы, количество TNK-клеток увеличивается в воспаленной 
lamina propria у пациентов с БК, что полностью согласуется с полученными нами ре-
зультатами [28].

В данном исследовании среди IEL как тонкой, так и толстой кишки ¼ часть клеток 
определялась как мукозально-ассоциированные CD161+Т-лимфоциты (табл. 2), кото-
рые сохраняют способность реагировать только на воспалительные цитокины [29]. 
Показано, что количество CD161+Т-клеток в ткани кишки превышало удельное содер-
жание таковых в периферической крови пациентов (р<0,05), что согласуется также с 
исследованиями Iiai T. et al., которые предполагают участие CD161+Т-лимфоцитов в 
усилении воспалительной реакции и хронизации процесса при БК, а также выявили 
корреляцию количества CD161+клеток с клинической активностью заболевания [30]. 
В связи с этим уровень экспрессии CD161+ на Т-клетках у пациентов с БК может слу-
жить еще одним маркером активности аутоиммунного интестинального воспаления.

	� ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исходя из современных подходов к персонифицированной медицине, изуче-

ние функционирования отдельных компонентов системы мукозального иммунитета 
представляется перспективным с точки зрения поиска новых терапевтических ми-
шеней или биомаркеров патологического процесса с использованием предложен-
ного алгоритма фенотипирования клеток при БК. Выявленные изменения субпопу-
ляционного состава лимфоидных клеток в тонкой и толстой кишке у пациентов с БК 
также различались в зависимости от их локализации (эпителиальный компартмент 
или lamina propria). Показано преимущественное вовлечение основных и минорных 
популяций интраэпителиальных Т-лимфоцитов в развитие аутоиммунного воспа-
ления, в то время как в lamina propria патогенетически значимыми могут являться 
В-лимфоциты и NK-клетки, что требует дальнейших исследований для установления 
их роли в патогенезе БК. 

Принимая во внимание, что в нормальных условиях кишечная среда толерантна 
к большинству чужеродных нетоксичных антигенов, выявленные изменения коли-
чественного состава лимфоидных субпопуляций могут являться триггерными меха-
низмами нарушения целостности слизистого барьера, транслокации кишечных бак-
терий и увеличения числа местных и системных воспалительных реакций. При этом 
установленная корреляционная взаимосвязь дает основание предполагать мигра-
цию мукозальных лимфоидных клеток и их циркуляцию в периферической крови, 
что может использоваться в качестве диагностически значимых маркеров прогрес-
сирования заболевания и открывает новые возможности применения мукозальных 
лимфоидных клеток в таргетной терапии и профилактической медицине.
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Введение. Цирроз печени (ЦП) в настоящее время является одной из весьма важ-
ных медико-социальных проблем в экономически развитых странах, так как входит в 
число шести основных причин смерти пациентов в возрасте от 35 до 65 лет, которая 
в среднем встречается с частотой от 15 до 30 случаев на каждые 100 тысяч населе-
ния. По этой причине изучение различных аспектов ЦП остается по-прежнему акту-
альной и востребованной проблемой современной медицины.
Цель. Выявить особенности клинико-лабораторных проявлений цирроза печени в 
зависимости от этиологии и класса тяжести заболевания по Чайлду – Пью.
Материалы и методы. Проведен ретроспективный анализ 333 историй болезни 
пациентов с ЦП, находившихся на лечении в стационарах г. Гомеля в период 2019–
2021 гг.
Результаты. Установлено, что при достижении развернутой стадии заболевания 
(стадия В по Чайлду – Пью) при алкогольном ЦП, в отличие от вирусного, отмечены 
более высокие уровни лейкоцитов (p=0,03), общего билирубина (p=0,021), активно-
сти гамма-глутамилтрансферазы (ГГТП; p=0,001) и коэффициента де Ритиса (p=0,02). 
При другой этиологии ЦП, в отличие от алкогольного, характерен более низкий уро-
вень активности ГГТП (p=0,001), а в отличие от вирусного – более низкие значения 
аланинаминотрансферазы (АлАТ; p=0,01) и высокие показатели холестерина (p=0,03). 
На терминальной стадии (стадия С по Чайлду – Пью) дифференциация возможна уже 
по клинической картине, для которой для вирусного ЦП, в отличие от алкогольной и 
другой этиологии, менее характерен кожно-желтушный синдром (p=0,003 и p=0,004 
соответственно). 
Заключение. Лабораторные проявления ЦП позволяют заподозрить этиологиче-
ское происхождение заболевания уже на развернутой стадии, в то время как харак-
терные клинические проявления появляются только на поздних этапах развития за-
болевания.
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Abstract ___________________________________________________________________________________________________ 

Introduction. Cirrhosis of the liver is currently one of the most important and social 
problems in economically developed countries, as it is among the six main causes of death 
of patients aged 35 to 65 years, which on average occurs from 15 to 30 cases for every 100 
thousand of the population. For this reasons, the study of various aspects of liver cirrhosis 
remains an urgent and in-demand problem of modern medicine.
Purpose. To reveal peculiarities of clinical and laboratory manifestations of liver cirrhosis 
depending on etiology and Child – Pugh class of disease severity.
Materials and methods. A retrospective analysis of 333 case histories of patients with 
cirrhosis who were treated in hospitals in the city of Gomel in the period 2019–2021 was 
carried out. 
Results. It was found that upon reaching the advanced stage of the disease (Child – Pugh 
stage B) with alcoholic LC, in contrast to viral LC, higher levels of leukocytes (p=0.03), 
total bilirubin (p=0.021), GGTP (p=0.001) were noted and de  Ritis coefficient (p=0.02).  
In a different etiology of LC, in contrast to alcoholic LC, a lower level of GGTP (p=0.001) is 
characteristic, and in contrast to viral LC, lower ALT values (p=0.01) and high cholesterol 
levels (p=0.03) are characteristic. At the terminal stage (stage C according to Child – Pugh), 
differentiation is possible already by the clinical picture, for which, unlike alcoholic and 
other etiologies, viral LC is less characteristic of cutaneous icteric syndrome (p=0.003 and 
p=0.004, respectively).
Conclusion. Laboratory manifestations of LC make it possible to suspect the etiological 
origin of the disease only at the advanced stage of the disease, while characteristic clinical 
manifestations appear only at the later stages of the development of LC.
Keywords: liver cirrhosis, etiology, Child – Pugh grade, laboratory analysis, biochemistry
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	� ВВЕДЕНИЕ
ЦП в настоящее время является одной из самых важных медико-социальных про-

блем в экономически развитых странах, так как входит в число шести основных при-
чин смерти пациентов от 35 до 65 лет, которая в среднем встречается с частотой от 15 
до 30 случаев на каждые 100 тысяч населения [1–3]. В Республике Беларусь ежегодно 
ЦП диагностируется в среднем у 1,5 тысячи человек. По приросту смертности ЦП за-
нимает 3-е место, которая встречается в 35 случаях на 100 тысяч населения [4, 5].

Опасность ЦП состоит в закономерно развивающихся печеночно-клеточной не-
достаточности и портальной гипертензии, которые являются причиной развития тя-
желых осложнений (асцит, печеночная энцефалопатия, кровотечение из варикозно 
расширенных вен (ВРВ) пищевода и др.), которые приводят к ухудшению качества 
жизни, инвалидизации и смерти. По этой причине изучение различных аспектов ЦП 
остается по-прежнему актуальной и востребованной проблемой современной ме-
дицины [1].

	� ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Выявить особенности клинико-лабораторных проявлений цирроза печени в за-

висимости от этиологии и класса тяжести заболевания по Чайлду – Пью.

	� МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Проведен ретроспективный анализ 333 историй болезни пациентов с ЦП (медиана 

возраста составила 55,0 года; q25=45; q75=62), находившихся на лечении в стационарах 
г. Гомеля за период 2019–2021 гг. Верификация диагноза ЦП и определение этиоло-
гии заболевания производились в соответствии с клиническим протоколом «Диагно-
стика и лечение пациентов с заболеваниями органов пищеварения», постановление  
Министерства здравоохранения Республики Беларусь от 01.06.2017 № 54 [6]. 

Статистическая обработка материала совершалась на персональном компьюте-
ре с помощью программного обеспечения Statistica 7.0. Количественные признаки 
обрабатывались с использованием непараметрических критериев – медианы (M) 
и квартилей (q25, q75). Достоверность различий между 3 независимыми выборками  
и более оценивалась с помощью множественного сравнения с использованием для 
качественных признаков критерия хи-квадрат (χ2), для количественных признаков – 
критерия Крускала – Уоллиса (Н). Для апостериорного сравнения групп применялся 
критерий Данна. Различия между сравниваемыми группами считались достоверны-
ми при уровне значимости р<0,05.

	� РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Среди обследованных пациентов с ЦП класс тяжести А по Чайлду – Пью выстав-

лен у 70 (21,02%) человек, класс тяжести B и С – у 176 (52,85%) и 87 (26,13%) пациентов 
соответственно, из которых 162 (48,65%) пациента были женского и 171 (51,35%) – 
мужского пола. 

Среди пациентов с ЦП класса А по Чайлду – Пью алкогольная этиология имела ме-
сто в 6 (8,57%) случаях (1-я группа), вирусная – 5 (7,14%) случаях (2-я группа), другая – 
в 56 (80,0%) случаях (3-я группа) и смешанная – в 3 (4,29%) случаях (4-я группа). Меди-
ана возраста пациентов в 1-й группе составила 58,5 (q25=50; q75=72) года, 2-й группе –  
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41 (q25=38; q75=43) год, 3-й группе – 43 (q25=39; q75=43) года, 4-й группе – 58 (q25=47; 
q75=64,5) лет (H=10,49; p=0,02). Несмотря на наличие достоверных различий между 
группами по критерию Крускала – Уоллиса и тенденции к снижению медианы воз-
раста у госпитализированных пациентов с вирусным ЦП, апостериорное сравнение 
групп статистически значимых различий не обнаружило (p>0,05).

Около половины пациентов из этой группы (47 человек, 67,14%) жаловались на 
боли и дискомфорт в эпигастрии и правом подреберье. Несколько реже отмечались 
диспепсический (32 пациента, 45,71%) и астеновегетативный (29 пациентов, 41,43%) 
синдромы. 

При объективном осмотре небольшие отеки выявлялись у 5 (7,14 %) человек, 
легкий асцит – у 24 (34,29%) пациентов. У 6 (8,57%) человек отмечалась желтуха раз-
ной степени выраженности. Варикозы расширенных вен (ВРВ) были выявлены у 35  
(50,0%) пациентов. Все варикозы расширенных вен локализовались в пищеводе. 
У 21 (30,0%) человека размер вен соответствовал I степени, у 8 (11,43%) пациентов –  
II  степени, у 6 (8,57%) человек – III  степени. Кровотечения различных локализаций 
были зарегистрированы у 3 (4,29%) человек. Особенности клинических проявлений 
ЦП класса А по Чайлду – Пью в зависимости от этиологии представлены в табл. 1.

Достоверные различия между клиническими проявлениями ЦП класса А по Чайл-
ду – Пью в зависимости от этиологии заболевания по критерию Крускала – Уоллиса 
не выявлены (p>0,05).

Среди лабораторных показателей повышение уровня активности аланинамино-
трасферазы (АлАТ) отмечалось у 25 (35,71%) пациентов, АсАТ – у 34 (48,57 %) человек. 
Гипербилирубинемия имела место у 27 (38,57%) пациентов, снижение протромбино-
вого индекса (ПТИ) – у 49 (70,0%) пациентов. Анемия различной степени тяжести об-
наружена у 13 (18,57%) человек, повышение скорости оседания эритроцитов (СОЭ) –  
у 38 (54,29%) человек. Оценка лабораторных параметров у пациентов с ЦП класса А 
по Чайлду – Пью в зависимости от этиологии заболевания представлена в табл. 2 и 3.

Таблица 1
Характеристика клинических проявлений у пациентов с ЦП класса А по Чайлду – Пью 
в зависимости от этиологии заболевания
Table 1
Characteristics of clinical manifestations in patients with Child – Pugh class A liver cirrhosis depending 
on the etiology of the disease

Клинический синдром
Алкогольный (1) Вирусный (2) Смешанный (3) Другой (4)

χ2 p
N % N % N % N %

Отсутствие жалоб 0 0 0 0 0 0 3 4,29 0,78 0,85
Геморрагический 0 0 1 1,43 0 0 2 2,86 3,48 0,32
Астеновегетативный 2 2,86 2 2,86 3 4,29 22 31,43 4,51 0,21
Диспепсический 3 4,29 1 1,43 2 2,86 26 37,14 1,92 0,58
Кожно-желтушный 0 0 1 1,43 0 0 9 12,86 1,78 0,62
Отечно-асцитический 4 5,71 3 4,29 2 2,86 40 57,14 0,34 0,92
Суставной 0 0 1 1,43 0 0 2 2,86 3,48 0,32
Варикоз расширенных 
вен пищевода 2 2,86 3 4,29 2 2,86 28 40,0 1,20 0,75

Кровотечения 0 0 0 0 1 1,43 2 2,86 0,67 0,08

Клинико-лабораторная характеристика пациентов с циррозом печени:  
ее зависимость от этиологии и класса тяжести по Чайлду – Пью
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Таблица 2
Параметры биохимического анализа крови у пациентов с ЦП класса А по Чайлду – Пью 
в зависимости от этиологии заболевания
Table 2
Parameters of biochemical blood tests in patients with Child – Pugh class A liver cirrhosis depending  
on the etiology of the disease

Показатель
Алкогольный (1) Вирусный (2) Смешанный (3) Другой 

(4) H p
Me; q25; q75

Общий белок, г/л 71,4; 
68; 76;6

75;
71,3; 75,6

80,1;
78,4; 81,8

73,5;
67,3; 77,4 4,12 0,25

Альбумин, % 47,3;
47,3; 47,3

56,3;
55,4; 57,4

57,98;
52,75; 63,2

53,12;
45,9; 7,46 2,26 0,52

Общий билирубин, 
мкмоль/л

23,75;
16,6; 36,1

18,7;
11,2; 26,6

6,2;
5,4; 8,4

16,43;
10; 28,6 7,10 0,07

АсАТ, Ед/л 73,0;
56; 77

38;
36; 79

37;
23; 51

55;
32; 82 2,29 0,46

АлАТ, Ед/л 47;
36, 49

32;
21; 45

22;
22; 102

38,5;
26; 64 0,81 0,85

АсАТ/АлАТ 1,77;
1,10; 2,03

1,71;
0,81; 1,76

1,68;
1,05; 2,32

1,26; 
0,92; 1,64 2,17 0,54

ГГТП, Ед/л 197,5;
161,5; 273,5

53;
36; 53

44;
23; 248

95;
53, 240 7,99 0,046

Креатинин, мкмоль/л 87,5;
70; 99

93;
84; 94,5

84;
66,5; 87,5

80,5;
66,5; 91 2,08 0,56

Мочевина, ммоль/л 5,85;
2,9; 6,4

4,2;
4; 4,8

4,3;
4,2; 5,4

5,6;
4,8; 6,9 4,31 0,23

ХС, ммоль/л 4,75;
3,95; 4,9

4;
3,2; 4,2

3,6;
3,3; 4,6

5,0;
4,4; 6,1 10,94 0,01

Протромбиновый 
индекс

0,83;
0,79; 0,89

0,84;
0,77; 0,92

0,82;
0,81; 1,1

0,89;
0,8; 0,97 1,89 0,59

Примечания: ГГТП – гамма-глутамилтранспептидаза; ХС – холестерин.

Таблица 3
Параметры общего анализа крови у пациентов с ЦП класса А по Чайлду – Пью в зависимости  
от этиологии заболевания
Table 3
Parameters of general blood tests in patients with Child – Pugh class A liver cirrhosis depending  
on the etiology of the disease

Показатель
Алкогольный (1) Вирусный (2) Смешанный (3) Другой (4)

H p
Me; q25; q75

Лейкоциты 7,93;
5,93; 11,98

5,63;
5,07; 8,5

7,45;
2; 10,49

6,4;
4,9; 7,97 1,58 0,66

Эритроциты 4,56;
3,77; 5,26

4,17;
4,05; 4,84

3,52;
2,98; 6,03

4,23;
3,77; 4,77 0,38 0,94

Гемоглобин 143;
132; 162

136;
108; 137

98;
95; 182

135;
118; 147 1,19 0,75

Тромбоциты 210;
201; 230

178,2; 
170; 221

159;
41; 337

172;
155; 215 2,66 0,45

СОЭ 21;
10; 35

10;
6; 18

15;
2; 64

12;
9; 27 1,95 0,58
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Несмотря на наличие достоверных различий между группами по критерию Кру-
скала – Уоллиса и тенденции к повышению медианы ГГТП у госпитализированных па-
циентов с алкогольным ЦП, апостериорное сравнение групп показало статистически 
значимые различия между группами 3 и 4 только по уровню ХС (p=0,04).

Среди пациентов с ЦП с классом тяжести B по Чайлду – Пью количество пациен-
тов с алкогольной этиологией заболевания составило 23 (13,07%) человека, вирус-
ной – 14 (7,95%) человек, другой – 128 (72,73%) и смешанной – 11 (6,25%) человек. 
Медиана возраста пациентов в 1-й группе находилась на уровне 51 (q25=41; q75=60) 
года, во 2-й группе – 55 (q25=46; q75=61) лет, в 3-й группе – 51 (q25=41; q75=61) года,  
в 4-й группе – 54,5 (q25=47,5; q75=61) года (H=3,47; p=0,32). 

Клиническая картина заболевания в большинстве случаев проявлялась диспеп-
сическим и астеновегетативными синдромами – у 124 (70,45%) и 121 (68,75%) чело-
века соответственно. Отечно-асцитический синдром разной степени выраженности 
имел место у 62 (35,23%) человек. В меньшей степени отмечался кожно-желтушный 
синдром (55 человек, 31,25%). ВРВ имели место у 102 (57,95%) пациентов. Во всех слу-
чаях они локализовались в пищеводе. У 41 (23,29%) человека размер вен соответ-
ствовал I степени, у 38 (21,59%) пациентов – II степени, у 23 (13,01%) человек – III сте-
пени. Кровотечения различных локализаций были зарегистрированы у 27 (15,34%) 
человек. Особенности клинических проявлений ЦП класса B по Чайлду – Пью в за-
висимости от этиологии заболевания представлены в табл. 4.

Достоверные различия между клиническими проявлениями ЦП класса В по Чайл-
ду – Пью в зависимости от этиологии заболевания по критерию Крускала – Уоллиса 
не выявлены (p>0,05).

Среди лабораторных показателей повышение уровня активности АлАТ отмече-
но у 48 (27,27%) пациентов, АсАТ – у 119 (67,61 %) человек. Гипербилирубинемия за-
регистрирована у 116 (65,91%) пациентов, ПТИ был снижен у 146 пациентов из 176 
(82,95%). Анемия различной степени тяжести была обнаружена у 97 (55,11 %) че-
ловек, ускорение СОЭ – у 106 (60,23%) человек. Оценка лабораторных параметров  

Таблица 4
Особенности клинических проявлений у пациентов с ЦП класса B по Чайлду – Пью в зависимости 
от этиологии заболевания
Table 4
Characteristics of clinical manifestations in patients with Child – Pugh class B liver cirrhosis depending 
on the etiology of the disease

Клинический синдром
Алкогольный (1) Вирусный (2) Смешанный (3) Другой (4)

χ2 p
N % N % N % N %

Отсутствие жалоб 1 0,58 1 0,58 0 0 2 1,17 2,33 0,51
Геморрагический 2 1,17 1 0,58 2 1,17 9 5,26 2,55 0,47
Астеновегетативный 15 8,77 9 5,26 6 3,51 91 53,22 0,95 0,81
Диспепсический 14 8,19 9 5,26 6 3,51 95 55,56 2,96 0,39
Кожно-желтушный 9 5,26 4 2,34 1 0,58 41 23,98 2,45 0,49
Отечно-асцитический 9 5,26 5 2,92 3 1,75 45 26,32 0,12 0,98
Суставной 1 0,58 0 0 0 0 4 2,34 0,89 0,83
Варикоз расширенных 
вен пищевода 10 5,68 8 4,55 10 5,68 74 42,05 6,89 0,08

Кровотечения 3 1,70 2 1,14 4 2,27 18 10,23 4,69 0,19

Клинико-лабораторная характеристика пациентов с циррозом печени:  
ее зависимость от этиологии и класса тяжести по Чайлду – Пью
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Таблица 5
Параметры биохимического анализа крови у пациентов с ЦП класса B по Чайлду – Пью 
в зависимости от этиологии заболевания
Table 5
Parameters of biochemical blood tests in patients with Child – Pugh class B liver cirrhosis depending  
on the etiology of the disease

Показатель
Алкогольный (1) Вирусный (2) Смешанный (3) Другой (4)

H p
Me; q25; q75

Общий белок, г/л 69,4; 
61,5; 74,1

68,8; 
62; 74,2

71,75; 
67; 76,5

69,55; 
64,25; 75,9 2,31 0,51

Альбумин, % 48,4; 
39,7; 52,97

47,7; 
36,1; 55,45

41,1; 
37,4; 41,7

48,1; 
41; 52,18 4,29 0,23

Общий билирубин, 
мкмоль/л

63,55; 
30,95; 86,55

18,8; 
12,4; 36,4

19,55; 
12,9; 44,16

38,8; 
16,4; 63,3 11,51 0,009

АсАТ, Ед/л 83;
54; 156,5

103;
74; 125

51,25; 
42; 93

61; 
44; 98 8,26 0,04

АлАТ, Ед/л 38;
27; 81

60; 
45; 95

35; 
25,2; 56

31; 
23; 48 10,60 0,01

АсАТ/АлАТ 2,15; 
1,79; 3,15

1,51; 
1,03; 1,77

1,69; 
1,45; 1,92

1,94; 
1,33; 2,59 9,98 0,02

ГГТП, Ед/л 307;
199; 507

79,5; 
35; 113

91; 
44; 167

151; 
79; 275 15,56 0,001

Креатинин, мкмоль/л 77;
70; 87,5

87; 
81; 91

78,75; 
70; 87,5

77; 
66,5; 87,5 6,57 0,09

Мочевина, ммоль/л 4,8;
3,7; 5,9

3,6; 
3,1; 7,5

5,1; 
3,9; 6,6

4,85; 
3,55; 5,95 1,55 0,67

ХС, ммоль/л 4,35; 
3,6; 6,1

3,2; 
2,95; 4

3,4; 
3,2; 3,7

4,4;
 3,6; 5,9 10,36 0,02

ПТИ 0,69; 
0,63; 0,78

0,81; 
0,72; 0,84

0,74; 
0,64; 0,85

0,74; 
0,64; 0,86 2,17 0,54

Таблица 6
Параметры общего анализа крови у пациентов с ЦП класса B по Чайлду – Пью в зависимости  
от этиологии заболевания
Table 6
Parameters of general blood tests in patients with Child – Pugh class B liver cirrhosis depending  
on the etiology of the disease

Показатель
Алкогольный (1) Вирусный (2) Смешанный (3) Другой (4)

H p
Me; q25; q75 

Лейкоциты 8,33;
5,53; 13,1

3,81;
3; 6,43

5,3;
3,8; 10,2

6,1;
4,1; 8,7 8,08 0,04

Эритроциты 3,4;
2,51; 4,06

3,57; 
3,22; 4,14

3,52;
3,21; 4,17

3,52;
3,07; 4,16 1,79 0,62

Гемоглобин 112;
94; 121

115;
103; 121

116;
107; 128

110;
97; 127 1,85 0,61

Тромбоциты 182;
123; 231

131,25; 
113; 158

137;
88; 202

164;
118; 201 3,93 0,27

СОЭ 24;
15; 41

20;
11; 36

16,5;
15; 35

22;
10; 34 1,53 0,67
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у пациентов с ЦП класса B по Чайлду – Пью в зависимости от этиологии заболевания 
представлена в табл. 5 и 6.

В результате апостериорного сравнения групп были выявлены статистически зна-
чимые различия между группами 1 и 2 по параметру общего билирубина (p=0,021), 
коэффициенту де Ритиса (p=0,02), активности ГГТП (p=0,001) и лейкоцитов (p=0,03), 
между 1-й и 4-й группами – по параметру ГГТП (p=0,03), 2-й и 4-й группами – по по-
казателю активности АлАТ (p=0,01) и ХС (p=0,03).

Среди пациентов с классом тяжести C по Чайлду – Пью количество пациентов с 
алкогольной этиологией ЦП составило 16 (18,39%) человек, вирусной – 10 (11,49%) 
человек, другой – 12 (13,79%) и смешанной – 49 (56,32%) пациентов соответствен-
но. Медиана возраста пациентов в 1-й группе составила 42 (q25=38,5; q75=57,5) года, 
во 2-й группе – 50,5 (q25=44; q75=63) года, в 3-й группе – 41,5 (q25=36; q75=62) года, в 
4-й группе – 58,0 (q25=50; q75=62) года (H=9,08; p=0,03). В результате апостериорного 
сравнения групп 1–4 методом Данна были выявлены статистически значимые раз-
личия по возрасту между группами 1 и 4 (p=0,049).

Клиническая картина в половине случаев проявлялась астеновегетативным син-
дромом (52 пациента, 59,77%). В меньшей степени отмечался отечно-асцитический, 
кожно-желтушный и диспепсический синдромы – у 38 (43,68%), 37 (42,53%) и 37 
(42,53%) человек соответственно. У 37 (42,53%) человек отмечалась желтуха разной 
степени выраженности. ВРВ были выявлены у 57 (65,52%) пациентов. Во всех случаях 
они локализовались в пищеводе. У 11 (12,64%) человек размер вен соответствовал 
I степени, у 15 (17,24%) пациентов – II степени, у 31 (35,63%) человека – III степени. 
Кровотечения различных локализаций были зарегистрированы у 35 (40,23%) чело-
век. Особенности клинических проявлений ЦП класса С по Чайлду – Пью в зависимо-
сти от этиологии заболевания представлены в табл. 7.

В результате апостериорного сравнения групп установлено, что кожно-желтуш-
ный синдром по частоте встречаемости имел статистическую значимость между 
группами 1 и 2 (χ2=8,6; p=0,003), 2 и 4 (χ2=8,26; p=0,004).

Среди лабораторных показателей повышение уровня активности АлАТ выявле-
но у 30 (34,48%) пациентов, АсАТ – у 58 (66,67%) человек. Повышение уровня актив-
ности ГГТП обнаружено у 41 (47,13%) пациента. Гипербилирубинемия имела место  

Таблица 7
Особенности клинических проявлений у пациентов с ЦП класса C по Чайлду – Пью в зависимости 
от этиологии заболевания
Table 7
Characteristics of clinical manifestations in patients with Child – Pugh class C liver cirrhosis depending 
on the etiology of the disease

Клинический синдром
Алкогольный (1) Вирусный (2) Смешанный (3) Другой (4)

χ2 p
N % N % N % N %

Отсутствие жалоб 2 2,38 2 2,38 1 1,19 3 3,57 2,12 0,55
Геморрагический 3 3,57 4 4,76 3 3,57 10 11,9 2,43 0,49
Астеновегетативный 9 10,71 6 7,14 5 5,95 32 38,10 0,63 0,89
Диспепсический 8 9,52 4 4,76 1 1,19 24 28,57 7,75 0,05
Кожно-желтушный 9 10,71 0 0 4 4,76 24 28,57 9,32 0,03
Отечно-асцитический 6 7,14 2 2,38 5 5,95 25 29,76 4,01 0,26
Суставной 1 1,19 0 0 0 0 1 1,19 1,52 0,68

Клинико-лабораторная характеристика пациентов с циррозом печени:  
ее зависимость от этиологии и класса тяжести по Чайлду – Пью
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Таблица 8
Параметры биохимического анализа крови у пациентов с ЦП класса C по Чайлду – Пью 
в зависимости от этиологии заболевания
Table 8
Parameters of biochemical blood tests in patients with Child – Pugh class C liver cirrhosis depending  
on the etiology of the disease

Показатель
Алкогольный (1) Вирусный (2) Смешанный (3) Другой (4)

H p
Me; q25; q75 

Общий белок, г/л 64,9;
57; 74,4

51,5;
48; 60,8

63,6;
60; 74,4

65,8;
61,6; 73 4,96 0,18

Альбумин, % 38,55;
33,9; 42,9

42.5
42,5; 43.1

43,83;
43,83; 43,83

40,6;
37,02; 46,55 – 1,0

Общий билирубин, 
мкмоль/л

209,7;
56,9; 424,8

46,3;
22,5; 72,6

47,9;
12,6; 169,6

86,05;
53,2; 247,85 11,25 0,01

АсАТ, Ед/л 110;
84; 176

32;
29; 40

69;
52; 254

89,5;
61; 128 12,86 0,005

АлАТ, Ед/л 41;
37; 88

22;
17; 33,5

44;
33; 72

36;
23; 61 5,69 0,13

АсАТ/АлАТ 2,27; 
1,79; 2,98

1,54;
1,37; 1,94

1,87;
1,44; 2,74

2,06;
1,79; 2,92 6,01 0,11

ГГТП, Ед/л 105;
50; 211

91;
32; 148

175;
131; 515

195;
110; 267 3,85 0,28

Креатинин, мкмоль/л 94,5;
68; 234

139;
126; 249

115,5;
97; 374

87,5;
73; 118 7,28 0,06

Мочевина, ммоль/л 7,9;
3,6; 18,5

15,4;
9,7; 24,5

7,4;
4,4; 31,7

6,4;
5; 9,56 7,29 0,06

ХС, ммоль/л 2,65;
2,3; 5,2

2,97;
1,5; 4,44

3,4;
2,4; 4,4

3,8;
2,7; 5 1,76 0,62

ПТИ 0,57; 
0,49; 0,62

0,71;
0,7; 0,86

0,65;
0,52; 0,71

0,65;
0,58; 0,76 6,51 0,09

у 74 (85,06%) человек, пониженный уровень ПТИ – у 77 (88,51 %) пациентов. Анемия 
различной степени тяжести была установлена у 62 (71,26%) человек, ускорение 
СОЭ – у 36 (41,38%) пациентов. Оценка лабораторных параметров у пациентов с ЦП 
класса С по Чайлду – Пью в зависимости от этиологии заболевания представлена 
в табл. 8 и 9.

В результате апостериорного сравнения групп были выявлены статистически 
значимые различия между группами 1 и 2 по параметру общего билирубина (p=0,03), 
АсАТ (p=0,002), группами 2 и 4 – по параметру АсАТ (p=0,02).

Таким образом, ни клинические, ни лабораторные проявления ЦП на начальных 
этапах его развития (класс А по Чайлду – Пью) не позволяют дифференцировать за-
болевание по этиологии. При достижении развернутой стадии (стадия В по Чайлду –  
Пью) при алкогольном ЦП в крови проявляются характерные для него лаборатор-
ные изменения в виде более высоких значений лейкоцитов, общего билирубина, 
активности ГГТП и коэффициента де  Ритиса, что позволяет отличить его от ЦП ви-
русной этиологии. На терминальной стадии (стадия С по Чайлду – Пью) дифферен-
циация возможна не только по более значительной гипербилирубинемии, но уже 
и по клинической картине, для которой при алкогольном ЦП в отличие от вирус-
ной этиологии более характерен кожно-желтушный синдром. Предположительно,  

Заболевания органов пищеварения / Высокотехнологичные лабораторные исследования
Digestive Diseases / High-Tech Laboratory Research
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Таблица 9
Параметры общего анализа крови у пациентов с ЦП класса C по Чайлду – Пью в зависимости  
от этиологии заболевания
Table 9
Parameters of general blood tests in patients with Child – Pugh class C liver cirrhosis depending  
on the etiology of the disease

Показатель
Алкогольный (1) Вирусный (2) Смешанный (3) Другой (4)

H p
Me; q25; q75 

Лейкоциты 11,2;
5,7; 16,2

12,3; 
10,1; 2,9

5,58;
4,2; 14,1

8,85;
6,63; 12,88 3,09 0,38

Эритроциты 2,82;
2,32; 3,4

2,84; 
2,78; 3,38

2,88;
2,8; 3,74

3,1;
2,51; 3,59 1,45 0,69

Гемоглобин 91,5;
90; 112

93;
86; 95

96;
80; 100

102;
91; 116 5,49 0,14

Тромбоциты 172;
86; 203

94;
77; 126

79,5;
52; 135

151;
99; 193 6,61 0,09

СОЭ 26;
7; 45

5;
3; 10

19;
5; 25

17,5;
59; 82 8,16 0,04

гипербилирубинемия и кожно-желтушный синдром при алкогольной этиологии за-
болевания обусловлены присоединением в ряде случаев к ЦП желтушной формы 
острого алкогольного гепатита, который в качестве отдельной нозологической фор-
мы выделяется крайне редко. В то же время можно предположить, что часть пациен-
тов с алкогольной болезнью печени в связи с этическими проблемами верификации 
диагноза попадает в группу ЦП другой этиологии и, как следствие, приводит к по-
хожим различиям этой группы по сравнению с вирусным поражением печени. Более 
высокие уровни концентрации ХС при ЦП другой этиологии являются в ряде случаев 
проявлением неалкогольной жировой болезни печени (НЖБП), которая также может 
приводить к развитию ЦП – как самостоятельно, так и утяжеляя течение заболеваний 
печени другой этиологии.

	� ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Ни клинические, ни лабораторные проявления ЦП на начальных этапах его раз-

вития (класс А по Чайлду – Пью) не позволяют дифференцировать заболевание по 
этиологии. При достижении развернутой стадии (стадия В по Чайлду – Пью) при ал-
когольном ЦП, в отличие от вирусного, в образцах крови отмечены более высокие 
показатели содержания лейкоцитов (p=0,03), общего билирубина (p=0,021), активно-
сти ГГТП (p=0,001) и коэффициента де Ритиса (p=0,02). При другой этиологии ЦП, в от-
личие от алкогольного, характерен более низкий уровень активности ГГТП (p=0,001),  
а в отличие от вирусного – более низкие значения активности АлАТ (p=0,01) и вы-
сокие показатели концентрации ХС (p=0,03). На терминальной стадии (стадия С по 
Чайлду – Пью) дифференциация возможна уже по клинической картине, для которой 
для вирусного ЦП, в отличие от алкогольной и другой этиологии, менее характерен 
кожно-желтушный синдром (p=0,003 и p=0,004 соответственно). На этой стадии у ви-
русного ЦП, в отличие от алкогольной и другой этиологии, имеют место более низ-
кие уровни активности АсАТ и билирубина (p=0,02 и p=0,002 соответственно).

Клинико-лабораторная характеристика пациентов с циррозом печени:  
ее зависимость от этиологии и класса тяжести по Чайлду – Пью
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Введение. С ростом заболеваемости COVID-19 увеличивается число случаев данной 
инфекции у беременных женщин. При  развитии инфекции происходят изменения 
некоторых лабораторных (невирусологических) показателей крови. Выраженность 
изменений этих показателей тесно взаимосвязана с тяжестью течения инфекции.
Цель. Провести сравнительный анализ клинико-лабораторных данных течения бе-
ременности у пациенток с коронавирусной инфекцией нового типа SARS-CoV-2.
Материалы и методы. В исследование включены 132 беременные женщины: 91 
с диагнозом «вирусная инфекция SARS-CoV-2» и 41  женщина без диагноза коро-
навирусной инфекции. Биохимические исследования проводили на анализаторе 
Beckman Coulter AU 5800 (США), гематологические – Sysmex XS-500i (Япония), гемо-
стазиологические – Helena AC-4 (Великобритания).
Результаты. У беременных с диагнозом COVID-19 уровень общего билирубина 
(р=0,011), сывороточного магния (р=0,06), фибриногена (р=0,016); протромбиновое 
время по Квику (р=0,009); количество лейкоцитов (р=0,03), доля палочкоядерных 
нейтрофилов (р=0,02) и показатель RDW (р<0,02) были достоверно выше, а уровень 
хлорид-ионов (р=0,009), MCHC (р=0,02) и МНО (р=0,001) достоверно ниже, чем у 
беременных без коронавирусной инфекции. У 28,6% беременных с SARS-CoV-2 на-
блюдался повышенный уровень СРБ и широкий разброс показателей концентра-
ции ферритина. Уровень печеночных трансфераз был повышен в 15,5% (АСТ) и 8,4% 
(АЛТ) случаев, гипокальциемия наблюдалась у 75% беременных с коронавирусной 
инфекцией. У  беременных с клиническими проявлениями COVID-19 показатели 
АЧВТ (р=0,008) и R (р=0,003) были достоверно ниже, чем у женщин с бессимптомным 
течением инфекции. Нейтрофилез достоверно чаще выявлялся у беременных без 
клинических признаков инфекции COVID-19 (р=0,04).
Заключение. Выявленные изменения свидетельствуют о необходимости периоди-
ческого наблюдения за беременными и мониторинга лабораторных показателей, ко-
торые могут служить объективным основанием для предупреждения в дальнейшем  
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развития сопутствующей патологии, способствовать раннему началу терапии, а так-
же иметь прогностическое значение при инфекции COVID-19.
Ключевые слова: беременные, COVID-19, биохимия, гематология, гемостаз
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Abstract ___________________________________________________________________________________________________ 

Introduction. The incidence of COVID-19 is increasing and the number of cases of this 
infection is increasing in pregnant women. Changes in some laboratory (non-virological) 
blood parameters occur with the development of infection. The  severity of changes in 
these indicators is closely related to the severity of the infection.
Purpose. To conduct a comparative analysis of clinical and laboratory data on the course 
of pregnancy in patients with a new type of coronavirus infection SARS-CoV-2.
Materials and methods. The study included 132 pregnant women: 91 with diagnosed 
"SARS-CoV-2 virus infection" and 41 women without coronavirus infection. Biochemical 
studies were performed on a Beckman Coulter AU 5800 analyzer (USA), hematological – 
Sysmex XS-500i (Japan), hemostasiological – Helena AC-4 (Great Britain).
Results. In pregnant women diagnosed with COVID-19, the level of total bilirubin 
(p=0.011), serum magnesium (p=0.06), fibrinogen (p=0.016); Prothrombin Time Quick 
(p=0.009); the number of leukocytes (p=0.03), the proportion of stab neutrophils (p=0.02) 
and the RDW index (p<0.02) were significantly higher, and the chlorine level (p=0.009), 
MCHC (p=0.02) and INR (p=0.001) are significantly lower than in pregnant women without 
coronavirus infection. In 28.6% of pregnant women with SARS-CoV-2 elevated CRP and 
a wide range of ferritin were observed. The  level of hepatic transferases was increased 
in 15.5% (AST) and 8.4% (ALT) of cases, hypocalcemia was observed in 75% of pregnant 
women with coronavirus infection. In pregnant women with clinical manifestations of 
COVID-19, the activated partial thromboplastin time, APTT (p=0.008) and R (p=0.003) 
values were significantly lower than in women with asymptomatic infection. Neutrophilia 
was significantly more frequently detected in pregnant women without clinical signs of 
COVID-19 infection (p=0.04).
Conclusion. The identified changes indicate the need for periodic monitoring of pregnant 
women and monitoring of laboratory parameters, which can help further prevent 
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the development of comorbidities, promote early initiation of therapy, and also have 
prognostic value in COVID-19 infection.
Keywords: pregnant women, COVID-19, biochemistry, hematology, hemostasis

	� ВВЕДЕНИЕ
В марте 2020 года ВОЗ объявила пандемию COVID-19 – заболевания, связанного 

с новым коронавирусом, получившего название тяжелого острого респираторного 
синдрома коронавируса-2 (SARS-CoV-2). У пациентов с COVID-19 развивается тяжелая 
интерстициальная пневмония, которая может закончиться острым респираторным 
дистресс-синдромом и синдромом системного воспалительного ответа [1]. С ростом 
заболеваемости COVID-19 возросло количество случаев данной инфекции у бере-
менных. При  беременности женщин с COVID-19 иммунитет, защищающий  плод от 
рисков случайной атаки со стороны иммунной системы матери, ослабевает. Поэто-
му беременные становятся более восприимчивы к патогенным микроорганизмам и 
простудным инфекционным заболеваниям.

Лабораторная медицина вносит немаловажный вклад в диагностику и в процесс 
принятия клинических решений при многих инфекционных заболеваниях, включая 
COVID-19. И хотя биохимический анализ крови не дает какой-либо специфической 
информации, но обнаруживаемые отклонения могут указывать на наличие орган-
ной дисфункции, сопутствующих заболеваний и/или развитие осложнений. Соглас-
но проведенным исследованиям, при COVID-19 прогностически значимыми явля-
ются отклонения от нормальных значений следующих показателей: повышение ак-
тивности аминотрансфераз и креатинкиназы, лактатдегидрогеназы, концентрации 
тропонина, креатинина, мочевины, СРБ и фибриногена [2, 3]. Электролитный дисба-
ланс не редкость при коронавирусной инфекции. Так, по данным Tezcan et al., у 53% 
из 408 лиц, инфицированных COVID-19, были выявлены электролитные нарушения: 
гипонатриемия (35,8%), гипокальциемия (9,5%), гипокалиемия (6,8%), гипохлоремия 
(6,8%) и гиперкалиемия (1,7%) [4].

Выраженность изменений гематологических показателей тесно взаимосвязана 
с тяжестью течения инфекции. SARS-CoV-2 непосредственно поражает лимфоци-
ты, которые являются основным иммунным барьером против различных вирусных 
инфекций. При коронавирусной инфекции происходит высвобождение хемокинов 
и провоспалительных цитокинов. Они, в свою очередь, «вытягивают» моноциты и 
Т-лимфоциты из крови в инфицированную область, поэтому у пациентов с COVID-19 
возникает лимфопения [5]. Другими, менее распространенными негативными про-
гностическими маркерами являются нейтрофилез и тромбоцитопения [6].

Изменения системы гемостаза во время физиологической беременности харак-
теризуются прокоагулянтным дисбалансом, который защищает женщин от крово-
течения, но увеличивает риск венозной тромбоэмболии. Сопутствующие гиперво-
спаление и коагулопатия у пациенток с COVID-19, в свою очередь, сопровождают-
ся широким изменением различных параметров гемостаза в сторону активации, 
включая D-димер, протромбиновое время (ПВ) по Квику, изменение концентрации 
фибриногена и тромбоцитопению  [6]. Причем одним из наиболее потенциальных 
прогностических маркеров тяжести болезни и/или смертности у пациентов с данной 
патологией является повышенный уровень D-димеров [7].
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	� ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Провести сравнительный анализ клинико-лабораторных данных течения бере-

менности у пациенток с коронавирусной инфекцией нового типа SARS-CoV-2.

	� МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Всего исследованы 132 беременные, проходившие стационарное лечение на базе 

УЗ «Городская клиническая больница скорой медицинской помощи города Гродно»: 
из них 91 пациентка с диагнозом «вирусная инфекция SARS-CoV-2» составила основ-
ную группу и 41 беременная женщина без коронавирусной инфекции – контрольную 
группу.

Женщины исследуемых групп были сопоставимы по возрасту и сроку беремен-
ности. Возраст беременных опытной группы составил от 19 до 40 лет, медиана (Ме) –  
29 лет, нижняя квартиль (Q25) – 25 лет, верхняя квартиль (Q75) – 32 года, срок бере-
менности от 35 до 287 дней (Ме – 259, Q25 – 124, Q75 – 274). Критериями включения 
были репродуктивный возраст, положительные результаты ПЦР на наличие РНК ви-
руса SARS-CoV-2 в назофарингеальном мазке или/и выявление в крови иммуногло-
булинов класса М против антигенов вируса SARS-CoV-2, а также наличие информи-
рованного согласия на проведение исследования.

Возраст обследуемых контрольной группы составил от 17 до 40 лет, медиана (Ме) –  
30 лет, нижняя квартиль (Q25) – 27 лет, верхняя квартиль (Q75) – 34 года, срок бере-
менности от 28 до 284 дней (Ме – 267, Q25 – 238, Q75 – 273). Критериями включения 
были: репродуктивный возраст, отрицательные результаты ПЦР на наличие РНК ви-
руса SARS-CoV-2 в назофарингеальном мазке или/и выявление в крови иммуногло-
булинов класса М против антигенов вируса SARS-CoV-2, а также наличие информи-
рованного согласия на проведение исследования.

Клиническое обследование женщин основной группы и контрольной группы 
включало детальное изучение соматического, акушерского (количество беремен-
ностей и родов, число живых детей, наличие осложнений предыдущих и текущей 
беременности, родов и т. д.), гинекологического и семейного анамнеза. Антропоме-
трическое обследование женщин включало измерение массы и длины тела. Расчет 
индекса массы тела (ИМТ) проводился по следующей формуле: масса (кг) / рост (м2). 
Особое внимание уделялось выявлению клинических проявлений острой респира-
торной коронавирусной инфекции SARS-CoV-2.

Широкий спектр биохимических исследований выполнялся на анализаторе 
Beckman Coulter AU 5800 (США). Гематологические исследования проводились с по-
мощью высокотехнологического гематологического анализатора Sysmex XS-500i 
(Япония). Исследование системы гемостаза осуществлялось с помощью современ-
ного гемостазиологического анализатора Helena AC-4 с использованием коммерче-
ских наборов Helena Biosciences Europe (производитель Великобритания). Коагуло-
логический анализ включал измерение протромбинового времени по Квику, МНО, 
активированного частичного тромбопластинового времени (АЧТВ), уровня фибри-
ногена и D-димеров. Интерпретация полученных результатов проводилась согласно 
срокам гестации.

Диагностика СOVID-19 проводилась на основе детекции РНК коронавируса SARS-
CoV-2 в биологическом материале человека методом полимеразной цепной реак-
ции с обратной транскрипцией (ПЦР или ОТ-ПЦР). Исследование антител IgM и IgG  
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к коронавирусу SARS-CoV-2 выполнялось методом иммунохроматографического 
анализа в сыворотке с использованием тест-системы Shanghai ZJ Bio-Tech Co Ltd 
(China).

Статистическая обработка данных проводилась с помощью пакета прикладных 
программ STATISTICA 10.0 (SN AXAR207F394425FA-Q). Результаты статистической об-
работки представлены в виде величины верхней (Q75) и нижней (Q25) квартилей и 
медианы (Me) – Me (Q25–Q75), количества наблюдений (n), частоты встречаемости 
(%). Связь между переменными оценивали с помощью корреляционного анализа (по 
методу Spearman), сравнение двух независимых групп изучаемой переменной про-
водили с помощью теста Манна – Уитни (U).

	� РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Возрастная характеристика, распределение по триместрам беременности, ан-

тропометрические данные и структура акушерской патологии беременных основ-
ной и контрольной групп представлены в табл. 1.

Индекс массы тела в обеих группах значимо не отличался и составил в основной 
группе 27,87 (23,74–31,98), в контрольной – 26,99 (24,85–28,98). Прегестационная 
оценка индекса массы тела в основной группе показала, что 36,47% женщин имели 
нормальную массу тела, у 27,3% женщин наблюдался избыточный вес и 18,2% бере-
менных страдали ожирением (из них 3,6%  женщин имели ожирение 2-й  степени). 
В  контрольной группе 28,1%  женщин до беременности имели нормальную массу 
тела, 56,3% – избыточную и 18,6%  женщин страдали ожирением 1-й  степени. Про-
фессиональных вредностей и вредных привычек ни одна из женщин обеих групп 
не отмечала. Количество первородящих пациенток оказалось достоверно больше в 
группе с женщин с инфекцией COVID-19 по сравнению с контрольной группой.

У большинства пациенток с COVID-19 был отягощенный соматический и акушер-
ско-гинекологический анамнез. Структура экстрагенитальной патологии у беремен-
ных основной и контрольной групп представлена в табл. 2.

Таблица 1
Акушерская характеристика представительниц основной и контрольной групп
Table 1
Obstetric characteristics of the representatives of the main and control groups

Параметр Основная группа Контрольная группа
Возраст 29 (25–32) 30 (27–34)
Распределение по триместрам беременности
I триместр 17 (18,68) 3 (7,31)
II триместр 13 (14,29) 3 (7,31)
III триместр 61 (67,03) 35 (85,38)
ИМТ 27,87 (23,74–31,98) 26,99 (24,85–28,98)
Число родов в анамнезе
0 44 (48,35) 9 (21,95)
1 28 (30,77) 17 (41,46)
2 14 (15,38) 10 (24,39)
3 и более детей 5 (5,49) 5 (12,20)
Выкидыш / неразвивающаяся беременность в анамнезе 16 (17,58) 6 (14,63)
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Таблица 2
Экстрагенитальная патология у беременных с COVID-19 и женщин без диагноза COVID-19
Table 2
Extragenital pathology in pregnant women with COVID-19 and women without a diagnosis of COVID-19

Патология Основная группа Контрольная группа
Нет 39 (42,86) 14 (34,15)
Патология дыхательной системы 18 (19,78) 2 (4,87)
Сахарный диабет 10 (10,99) 2 (4,87)
Заболевания сердечно-сосудистой системы 8 (8,79) 5 (12,2)
Патология щитовидной железы 6 (6,59) 5 (12,2)
Заболевания печени 1 (1,09) 0
Заболевания почек 16 (17,58) 7 (17,07)
Заболевания желудочно-кишечного тракта 11 (12,09) 5 (12,2)

Чаще всего у беременных с COVID-19 встречались хронический тонзиллит, ме-
таболический синдром, сахарный диабет, заболевания щитовидной железы, хрони-
ческие инфекции мочевыводящих путей и хронические заболевания желудочно- 
кишечного тракта. Неотягощенный соматический анамнез встречался у 42,86% па-
циенток основной группы.

Среди заболеваний дыхательной системы у беременных с диагнозом COVID-19 
чаще преобладал хронический тонзиллит – у 13 (14,29%) женщин, хронический гай-
морит наблюдался у 2,2% женщин, бронхиальная астма, хроническая обструктивная 
болезнь легких (ХОБЛ) и хронический ринит встречались в 1,1% случаев каждый. Па-
тология щитовидной железы чаще была представлена гипотиреозом (4,4%), узловым 
(1,1%) и диффузным зобом (1,1%). Заболевания желудочно-кишечного тракта были 
представлены следующими нозологическими формами: хронический гастрит (4,4%), 
хронический дуоденит (2,2%), язва желудка и двенадцатиперстной кишки – 1,1%. 
Среди сердечно-сосудистой патологии чаще встречались артериальная гипертен-
зия (в 7,7% случаев). Пролапс митрального клапана выявлен в 1,1% случаев. Заболе-
вания мочевыводящей системы представлены в основном патологией воспалитель-
ного характера: хронический пиелонефрит (6,6%), хронический гломерулонефрит 
(4,4%) и хронический цистит (1,1%). 

В контрольной группе преобладали заболевания мочевыводящей (17,01%), сер-
дечно-сосудистой (12,2%) и эндокринной системы (12,2%). Неотягощенный сомати-
ческий анамнез встречался у 34,15% пациенток контрольной группы. Все женщины 
в обеих группах на момент обследования находились в синдромальной ремиссии 
эндогенного заболевания.

Анализ акушерского анамнеза позволил выявить высокую частоту осложнений 
предыдущих беременностей у женщин с инфекцией COVID-19 (19,78% беременных), 
их них: 9,89% приходилось на долю самопроизвольных выкидышей в I и II триместрах 
гестации, в 8,79%  наблюдений в анамнезе женщин основной группы установлены 
случаи неразвивающейся беременности и 1,1% – случаи внематочной беременно-
сти. В контрольной группе выкидыши и случаи замершей беременности установле-
ны у 14,63% женщин (9,76% и 4,87% соответственно). Искусственный аборт отмечен у 
8,79% пациенток основной группы и у 7,32% женщин контрольной группы.

Коронавирусная инфекция и ее осложнения / Практикующему врачу
Coronavirus Infection and Its Complications / To the Practitioner



402 "Laboratory Diagnostics. Eastern Europe", 2023, volume 12, № 3

Из перенесенных гинекологических заболеваний женщины основной группы 
отмечали неспецифический кольпит и цервицит (14,9%), сальпингоофорит (12,1%), 
эрозию шейки матки (17,5%), кисту яичников (12,6%) и эндометрит (7,8%).

Наиболее частым осложнением настоящей беременности у женщин основной 
группы были угроза ее прерывания (41,76%), угрожающие преждевременные роды 
(15,68%), а также плацентарные нарушения (3,3%). В контрольной группе чаще на-
блюдались угроза прерывания (29,27%) и плацентарные нарушения (7,32%).

Бессимптомное течение COVID-19 зарегистрировано у большинства (68,13%; 
62/91) пациенток опытной группы. Остальная часть беременных основной группы 
(31,87%; 29/91) перенесли коронавирусную инфекцию в легкой форме. Основными 
клиническими проявлениями вирусной инфекции SARS-CoV-2 в основной группе 
были гипертермия (41,7%), кашель (74,4%) и потеря обоняния (21,4%). Общую сла-
бость отмечали 7 беременных (24,14%), заложенность носа или насморк – 5 человек 
(17,24%), диспепсические явления – 4 человека (13,79%), на головную боль предъ-
являли жалобы только две женщины (6,9%). По данным компьютерной томографии в 
большинстве случаев (95,6%) характерные признаки вирусной пневмонии у них от-
сутствовали и только у 4 женщин выявлено усиление легочного рисунка.

Анализ данных биохимического исследования при поступлении в стационар бе-
ременных основной и контрольной групп показал отсутствие статистически значи-
мых различий при сравнении средних значений измеренных параметров у пациен-
ток, кроме показателя общего билирубина (табл. 3).

Таблица 3
Данные биохимических исследований в основной и контрольной группах
Table 3
Data of biochemical studies in the main and control groups

Параметр Основная группа Контрольная группа р
Общий белок, г/л 62 (59–66) 62 (60–65) –
Мочевина, ммоль/л 3,2 (2,7–3,8) 3,05 (2,7–3,6) –
Глюкоза, ммоль/л 4,34 (3,7–4,84) 4,3 (4–4,7) –
Лактат, ммоль/л 1,06 (0,91–1,48) 1,1 (0,85–1,41) –
Креатинин, мкмоль/л 58 (50–68) 59 (56–71) –
Общий билирубин, мкмоль/л 11 (9,3–14,5) 10,2 (8,9–11) 0,011
Прямой билирубин, мкмоль/л 5,35±1,06 5,01±0,96 –
АСТ, ЕД/л 25 (21–30) 26 (23–28) –
АЛТ, ЕД/л 17 (14–28) 17 (14–23) –
ЛДГ, ЕД/л 449 (340–478) 426 (311–428) –
СРБ, мг/л 17,0 (0–21,0) 8,10 (0–70,5) –
Ферритин, нг/л 16,8 (9,7–27,9) 74,7 (10–80,9) –
Са, ммоль/л 2,2 (2,06–2,24) 2,11 (2,07–2,21) –
Na, ммоль/л 140,2 (138,9–141,9) 141,7 (139–142,9) –
K, ммоль/л 4,24 (4,05–4,5) 4,4 (4,05–4,74) –
Cl, ммоль/л 103,6 (100,6–105,4) 105,7 (102–108,5) 0,009
Mg, ммоль/л 0,81 (0,77–0,99) 0,76 (0,67–0,77) 0,046
Железо, ммоль/л 15,6 (9,7–38,0) 14,9 (7–16,5) –
ОЖСС, ммоль/л 77,7 (72–91,8) 80,8 (45–99) –

Примечания: ЛДГ – лактатдегидрогеназа; АСТ – аспартатаминотрансфераза; АЛТ – аланинаминотрансфераза; СРБ – 
С-реактивный белок.
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Установлено, что уровень общего билирубина был достоверно выше (р=0,011) 
у беременных с инфекцией SARS-CoV-2, чем в группе беременных без диагноза 
COVID-19. Следует отметить, что уровень билирубина в обеих группах не выходил за 
пределы референсных значений. Однако данные последних исследований демон-
стрируют, что показатель общего билирубина считается одним из главных лабора-
торных маркеров повреждения печени у пациентов с COVID-19, в особенности при 
прогрессировании и тяжести инфекционного процесса  [8]. Повреждение печени 
при COVID-19 может быть обусловлено как прямым вирусным повреждением гепа-
тоцитов и холангиоцитов, так и результатом системной воспалительной реакции, ци-
токиновой агрессией или лекарственной токсичностью [9].

Согласно другим параметрам, отражающим печеночный профиль (АСТ и АЛТ), 
достоверных различий между опытной и контрольной группами не обнаружено. Тем 
не менее, у 14 (15,6%) беременных с COVID-19 наблюдался умеренно повышенный 
уровень АСТ и в 8,9%  случаев – умеренное повышение АЛТ, что является призна-
ком цитолитического процесса. По данным литературы, активность трансаминаз при 
инфекции COVID-19 повышалась у 14–53% пациентов [10]. Как правило, повышение 
активности АЛТ/АСТ не превышало 1,5–2 норм от верхней границы нормы. При этом 
повышенный уровень АЛТ и АСТ у пациентов с инфекцией SARS-CoV-2 отмечался уже 
на ранних стадиях заболевания [11].

В отдельности следует отметить, что у 28,6% беременных с COVID-19 отмечалось 
увеличение СРБ в диапазоне 10–169 мг/л, являющегося неспецифическим и высоко-
чувствительным маркером острого воспаления. Уровень данного биохимического 
маркера коррелирует с тяжестью состояния пациентов, распространенностью вос-
палительного процесса и неблагоприятным исходом COVID-19 [12, 13].

Несмотря на то, что уровень ферритина у женщин с инфекцией COVID-19 в боль-
шинстве случаев не выходил за референсные пределы, наблюдался широкий раз-
брос данного показателя (от 15,8 до 1264,3 мкг/л). Ферритин является информатив-
ным маркером-индикатором острофазовой реакции воспаления, увеличение его 
концентрации наряду с другими маркерами воспаления отмечается при неблаго-
приятном течении данного заболевания [13, 14].

В ходе исследования электролитного состава сыворотки крови и минерально-
го обмена основная и контрольная группы различались по уровню сывороточно-
го магния и хлора (табл. 3). Так, уровень магния был выше в группе беременных с 
подтвержденным диагнозом COVID-19, чем в группе беременных без инфекции 
(р=0,046). Магний считается одним с основных адаптогенных факторов в организме 
человека. Так, магнийсодержащие ферменты, а также свободные ионы Mg2+, поми-
мо участия в различных энергетических и пластических процессах, играют значи-
тельную роль при передаче нервных импульсов, синтезе АТФ, метаболизме проста-
гландинов, окислении жирных кислот, принимают участие в регуляции осмотиче-
ского равновесия, обмене катехоламинов и других нейротрансмиттеров. Физиоло-
гическая беременность сопровождается значительным снижением уровня магния 
(в 2–3 раза по сравнению с таковым у небеременной женщины) как в сыворотке 
крови, так в тканях в связи с широким его использованием в пластических и энерге-
тических процессах [15]. Можно допустить, что повышение уровня магния является 
результатом активации системы противовирусной защиты организма (в том числе 
против нового вируса SARS-CoV-2).
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Другой особенностью минерального обмена при физиологической беременно-
сти является задержка в организме солей натрия, калия, хлоридов. В выполненном 
исследовании установлено достоверное снижение уровня хлорид-ионов сыворотки 
крови беременных с подтвержденным COVID-19 относительно контрольной группы 
(р=0,009). Хлорид-ионы играют большую роль в процессах передачи нервного им-
пульса, в синаптической передаче и в образовании соляной кислоты желудочного 
сока. Учитывая, что ионы хлора и натрия являются осмотически активными веще-
ствами, в связи с падением уровня осмолярности (вследствие увеличения объема 
циркулирующей крови) наблюдается тенденция к снижению уровня этих электроли-
тов. Другая возможная причина гипохлоремии – перераспределение хлора из крови 
в ткани, например, в условиях ацидоза.

Отдельно стоит отметить, что статистических отличий в исследуемых группах по 
сывороточному кальцию не выявлено, однако гипокальциемия в выполненном ис-
следовании наблюдалась у 46 (55,1%) беременных с диагнозом COVID-19. Уровень 
кальция практически не меняется при физиологической беременности. Кальций не-
обходим для мышечного сокращения, синаптической передачи нервного импульса 
и является одним из факторов свертывающей системы крови. В ряде исследований 
показано, что при коронавирусной инфекции гипокальциемия отмечается у 62–82% 
пациентов при поступлении в стационар и ассоциирована с более тяжелым течени-
ем заболевания  [16]. Наблюдающаяся у беременных гипокальциемия может быть 
связана как с нарушением канальциевого транспорта кальция, так и со снижением 
функциональной активности нефронов почек [17].

Результаты гематологического обследования беременных в исследуемых груп-
пах представлены в табл. 4.

Таблица 4
Гематологические показатели женщин основной (с инфекцией COVID-19) и контрольной 
(без инфекции COVID-19) групп
Table 4
Hematological parameters of the main (with COVID-19 infection) and control (without COVID-19 
infection) groups

Показатели Основная группа Контрольная группа р
RBC, 1012/л 4,1 (3,7–4,3) 3,9 (3,6–4,1) –
Hb, г/л 116 (102–124) 115 (109–119) –
Ht 36,9 (34–39) 36,1 (33,8–37,1) –
MCV 92,7 (88,6–95,2) 92,7 (88,4–95) –
MCH 29,1 (27,1–30,4) 29,9 (28,6–30,8) –
MCHC 311 (306–325) 319 (315–326) 0,02
RDW 14,2 (13–15,5) 13 (12,7–14) 0,02
PLT, 109/л 213 (187–255) 213 (185–278) –
WBC, 109/л 10,8 (7,6–13,2) 7,1 (6,6–9,1) 0,03
Палочкоядерные нейтрофилы, % 4 (3–6) 3 (2–4) 0,02
Сегментоядерные нейтрофилы, % 69,5 (61–74) 67 (61–72) –
Лимфоциты, % 19,5 (15–23) 24 (17–26) –
Моноциты, % 5 (3–7) 5 (3–6) –
Эозинофилы, % 1 (0–2) 1 (1–2) –
СОЭ, мм/час 27 (22–36) 29,5 (24–39) –
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Медианы показателей общего анализа крови в опытной и контрольной груп-
пах не выходили за пределы референсных значений. Однако в группе беременных 
с подтвержденным COVID-19 количество лейкоцитов (р=0,03) и процент палочко-
ядерных нейтрофилов были достоверно выше (р=0,02), чем в контрольной группе. 
Также в группе беременных с подтвержденным диагнозом COVID-19 оказался досто-
верно ниже (р=0,02) показатель средней концентрации гемоглобина в эритроцитах 
(MCHC) и выше (р=0,02) – показатель анизоцитоза (RDW). Лейкоцитоз с увеличени-
ем количества молодых нейтрофилов свидетельствует об остром инфекционном 
процессе, а снижение показателя MCHC говорит о нарушении синтеза гемоглобина 
вследствие недостаточной эритропоэтической реакции костного мозга на воспали-
тельный процесс.

Анемия легкой степени тяжести выявлена у 13,5% беременных с COVID-19, не-
большой лейкоцитоз обнаружен у 28,4% женщин, тромбоцитопения – у 4,1% паци-
енток опытной группы. В  27,0% случаев у женщин с диагнозом «вирусная инфек-
ция SARS-CoV-2» наблюдалась ускоренная СОЭ. В группе беременных без диагноза 
COVID-19 анемия легкой степени тяжести выявлена у 12,5% беременных, небольшой 
лейкоцитоз обнаружен у 15,0%, тромбоцитопения – у 47,5% пациенток, в 22,5% слу-
чаев наблюдалась ускоренная СОЭ.

Относительная лимфоцитопения от 5% до 18% наблюдалась у 29,7% пациенток с 
коронавирусной инфекцией и у 25% женщин контрольной группы. Абсолютная лим-
фоцитопения (количество лимфоцитов <0,98×109/л) выявлена только у беременных 
группы с коронавирусной инфекцией: у пяти (5,5%) женщин с клиническими прояв-
лениями инфекции и у трех (3,3%) пациенток с бессимптомным течением болезни. 
Примечательно, что во всех случаях у беременных с выявленной абсолютной лим-
фоцитопенией одновременно наблюдались лейкоцитоз со сдвигом лейкоцитарной 
формулы влево, относительная лимфоцитопения и ускоренная СОЭ.

Достоверных отличий между гематологическими показателями опытной и кон-
трольной группы, а также между показателями беременных с клиническими прояв-
лениями инфекции и без таковых выявлено не было, кроме показателя содержания 
нейтрофилов в периферической крови. Отмечено, что у беременных с диагнозом 
COVID-19 без клинических проявлений инфекции достоверно чаще выявлялся ней-
трофилез (р=0,04), чем в группе женщин с клиническими признаками инфекции. По-
вышенное количество лейкоцитов и С-реактивного белка может быть связано с вто-
ричной бактериальной инфекцией.

Данные коагулологических показателей в опытной и контрольной группах пред-
ставлены в табл. 5.

В ходе гемостазиологического обследования медианы коагулологических по-
казателей в опытной и контрольной группах не выходили за пределы референсных 
значений, однако наблюдалось достоверное повышение протромбинового време-
ни по Квику (р=0,009) и уровня фибриногена (р=0,016), а также снижение показате-
ля МНО (р=0,001) в группе беременных с подтвержденным диагнозом COVID-19 по 
сравнению с контрольной группой. Показатели МНО и протромбин по Квику, отра-
жающий содержание факторов свертывания в процентах, характеризуют внешний 
путь свертывания крови. Повышение протромбинового времени по Квику наряду 
со снижением МНО указывает на гиперкоагуляционное состояние и свидетельству-
ет о риске возникновения тромбозов и тромбоэмболических осложнений. Уровень  
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Таблица 5
Результаты гемостазиологических тестов у беременных с инфекцией COVID-19 (опытная группа)  
и без инфекции COVID-19 (контрольная группа)
Table 5
Results of hemostasiological tests in pregnant women with COVID-19 infection (experimental group) 
and without COVID-19 infection (control group)

Параметры Контроль Опыт р
ПВ по Квику, сек. 101,6 (95,1–107,1) 93,4 (87,3–105,4) 0,009
МНО 0,94 (0,88–1,02) 1,03 (0,92–1,09) 0,001
АЧТВ, сек. 26,8 (24,9–28,9) 27,5 (24,5–30,6) –
R 0,84 (0,79–0,92) 0,89 (0,8–1,01) –
Фибриноген, г/л 3,9 (3,41–4,36) 3,42 (2,9–4,34) 0,016
D-димеры, нг/мл 98,5 (16–181) 164 (56–355) –

фибриногена повышается при инфекционных заболеваниях, в том числе и при ви-
русных инфекциях (COVID-19), так как он является белком острой фазы.

В ходе сравнения коагулологических показателей в группе беременных с клини-
ческими проявлениями инфекции COVID-19 и без клинических проявлений инфек-
ции наблюдалось достоверное укорочение теста АЧВТ (р=0,008) и снижение пока-
зателя  R (р=0,003) у беременных с признаками острой коронавирусной инфекции 
(табл. 6).

Укорочение активированного частичного тромбопластинового времени (АЧТВ) 
и снижение показателя R свидетельствуют об активации системы гемостаза по вну-
треннему пути свертывания крови и риске тромбообразования. Такое состояние 
возможно при тромбозах, тромбоэмболиях, при наличии воспалительных очагов в 
организме.

	� ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Выявленные изменения (увеличение активности трансаминаз, билирубина, ги-

пермагниемия, гипохлоремия, гипокальциемия, повышение уровня С-реактивного 
белка, фибриногена, лейкоцитоз, повышение протромбина по Квику, укороче-
ние АЧТВ) свидетельствуют о необходимости периодического наблюдения за бе-
ременными и мониторинга лабораторных показателей, которые могут помочь  

Таблица 6
Результаты гемостазиологических исследований у женщин с клиническими проявлениями 
инфекции COVID-19 и без таковых
Table 6
Results of hemostasiological tests in women with clinical manifestations of COVID-19 infection  
and without clinical manifestations of COVID-19 infection in the experimental group

Параметры Клиника есть Клиники нет р
ПВ по Квику, сек. 93,2 (87,3–103,0) 100,6 (89,2–106,9) –
МНО 1,03 (0,92–1,09) 0,97 (0,92–1,07) –
АЧТВ, сек. 27,9 (25,2–31,3) 25,1 (23,2–28,3) 0,008
R 0,91 (0,80–1,01) 0,80 (0,68–0,84) 0,003
Фибриноген, г/л 3,41 (2,9–4,34) 3,66 (2,96–3,74) –
D-димеры, нг/мл 156 (56–355) 172 (48,5–454,5) –
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в дальнейшем предупредить развитие сопутствующей патологии, способствовать 
раннему началу терапии, а также иметь прогностическое значение при новой коро-
навирусной инфекции COVID-19.
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Abstract ___________________________________________________________________________________________________ 

Introduction. Abnormal uterine bleeding (AUB) is defined as a fluctuation in the menstrual 
cycle that can occur at any age in women, the changes happen in the cycle frequency, in 
the duration, in the intermenstrual periods and in the amount of the blood loss.
Purpose. To evaluate the histopathological changes of the endometrium in curetting 
specimens of premenopausal and postmenopausal women who complain of AUB.
Materials and methods. A retrospective study of a total of 159 cases of AUB collected 
from the pathology department in the period between (2019–2021). This study was 
done by slides review of formalin-fixed paraffin-embedded endometrial tissue stained by 
hematoxylin and eosin to be examined microscopically for any abnormalities.
Results. Histopathologic examination of the 159 cases showed various patterns in AUB. 
Normal cyclic changes including the proliferative phase represent the most common 
finding (18.5%) at the mean age of 40.21±8.38. While Arias Stella reaction represents 
the least percentage (1.3%) at the mean age of 42.00±5.66. The most common clinical 
presentation was seen as irregular vaginal bleeding in cases of a retained product of 
gestation (RPOG) (30.1%).
Conclusions. The importance of evaluation of histological changes of endometrium in 
AUB in different age groups from (16–70 years) is to detect the diagnosis precisely and 
determine the underlying etiology, thus, helping in the management of a disease. In the 
postmenopausal age group, excluding or confirming malignancy in this age group is the 
most important objective.
Keywords: abnormal uterine bleeding, endometrial biopsy, endometrial hyperplasia, 
hematoxylin, eosin, Arias Stella reaction, irregular vaginal bleeding, postmenopausal 
women, premenopausal women
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Введение. Аномальные маточные кровотечения (АМК) определяют как колебания 
менструального цикла, которые могут возникать в любом возрасте у женщин. Изме-
нения происходят в частоте цикла, продолжительности, межменструальных перио-
дах и объеме кровопотери.
Цель. Оценить гистопатологические изменения эндометрия в препаратах выскабли-
вания женщин пременопаузального и постменопаузального возраста с жалобами на 
АМК.
Материалы и методы. Проведено ретроспективное исследование 159 случаев 
АМК, собранных в патолого-анатомическом отделении в период с 2019 по 2021 г. Это 
исследование было проведено путем просмотра слайдов ткани эндометрия, фикси-
рованной формалином и залитой парафином, окрашенной гематоксилином и эози-
ном, для микроскопического исследования на наличие каких-либо аномалий.
Результаты. Гистопатологическое исследование 159 случаев показало различные 
паттерны АМК. Нормальные циклические изменения, включая пролиферативную 
фазу, представляют собой наиболее частую находку (18,5%) в среднем возрасте 
40,21±8,38 года. В то же время реакция Ариаса-Стеллы составляет наименьший про-
цент (1,3%) в среднем возрасте 42,00±5,66 года. Наиболее частой клинической кар-
тиной были нерегулярные вагинальные кровотечения в случаях задержки продукта 
гестации (30,1%).
Выводы. Важность оценки гистологических изменений эндометрия при АМК в раз-
личных возрастных группах (от 16 до 70 лет) заключается в точной постановке диа-
гноза и установлении основной этиологии, что помогает в лечении заболевания. 
В  постменопаузальной возрастной группе наиболее важной задачей является ис-
ключение или подтверждение злокачественного новообразования.
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	� INTRODUCTION
Abnormal uterine bleeding (AUB) is defined as a fluctuation in the menstrual cycle that 

can occur at any age in women, it is described as changes in the frequency of the cycle, 
duration, or bleeding in the intermenstrual periods, but sometimes it is seen as changes 
in the amount of the blood loss [1].

AUB may occur due to many different causes; these causes can be structural as fibroids, 
polyps, endometrial hyperplasia, endometrial carcinoma, and complications of pregnancy 
or cause related to disorders in function as dysfunctional uterine bleeding (DUB) [2]. 

A menstrual cycle frequency can be decreased (less than 21 days cycles) or increased 
(more than 35 days cycles) and the duration of fewer than 2 days or more than 7 days, all 
these cases are considered AUB [3].

Biopsies from the endometrium are required in certain situations and ages mainly 
in cases of suspected neoplasia, and incomplete abortion and to determine the cycle 
phases in the treatment of infertility, but also it is important to obtain a biopsy from the 
endometrium in cases of AUB to direct the diagnosis and treatment [4].

AUB is due to many etiologic reasons ranging homeostasis like infections, hormonal 
imbalances, malignancy and structural lesions. In 2011, International Federation of 
Gynaecology and Obstetrics (FIGO) devised a classification named PALM-COEIN for 
the AUB etiology. Adenomyosis, polyps, malignancy and leiomyoma are the structural 
features of PALM. Ovulatory dysfunction, coagulation defects, iatrogenic causes, 
endometrial causes, and non-classified causes are addressed as non-structural causes 
of COEIN [5]. Endometrial biopsies are used as a diagnostic aid in the AUB. Initially test 
done in females >45 years and done in women <45 years of age with a history of failed 
medical management, unopposed estrogen exposure and persistent AUB [6]. The prime 
advantage is to rule out the precursor lesions of cancer like aggressive endometrial 
carcinoma and hyperplasia [5]. 

This study is designed to present the histopathological findings of endometrium 
biopsies in cases of AUB in different age groups in Basrah city.

	� PURPOSE OF THE STUDY 
To evaluate the histopathological changes of the endometrium in curetting specimens 

of premenopausal and postmenopausal women who complain of AUB.

	� MATERIALS AND METHODS
A retrospective study of a total of 159 cases of DUB collected from the pathology 

department in Almawanee teaching hospital in Basrah City received in the period between 
(2019–2021). Routinely, suspected samples received by our team of laboratory. All samples 
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put and fixed in a solution of 10% formalin. Then each sample examined macroscopically 
for gross features. After that, samples processing and embedded in paraffin blocks. 
Thereafter, the paraffin blocks were sectioned by a microtome into 4 to 8 μ which fixed 
into glass slides, then stained by Hematoxylin and Eosin. Then slides microscopically 
examined by a histopathologist. Copies of reports archived in the laboratory. The reports 
retrieved and the diagnosis of the gross and histological characters were extracted.  
If there are doubts a review of slides, blocks of tissue, and gross specimens for second look 
must be done. The data collected for the study were statistically analyzed using a one-way 
ANOVA test. P-value <0.0001 was considered significant.

	� RESULTS
Histopathologic examination of the 159 cases showed various patterns in AUB. Normal 

cyclic changes including the proliferative phase represent the most common finding 
(18.5%) at a mean age of 40.21±8.38.

While Arias Stella reaction represents the least percentage (1.3%) at the mean age of 
42.00±5.66 as shown in Table 1.

The most common clinical presentation was seen as irregular vaginal bleeding in cases 
of a retained product of gestation RPOG (30.1%) as seen in Table 2.

Table 1
The frequency of occurrence of certain forms of pathological and physiological conditions in women  
of premenopausal and postmenopausal age

Diagnosis No. % Age
Mean±SD (years)

Proliferative phase 29 18.5 40.21±8.38

Retained product of gestation (RPOG) 25 15.9 29.96±7.22

Endometrial polyp 19 12.1 48.89±9.94

Endometrial hyperplasia without atypia 19 12.1 46.79±4.29

Hormonal related changes 14 8.9 33.29±9.99

Hydatidiform mole 12 7.6 32.50±8.46

Endocervical polyp 9 5.7 56.00±9.94

Secretory phase 7 4.5 42.71±7.65

Nonsecretory phase 5 3.2 49.20±0.84

Carcinoma of cervix 4 2.5 59.75±7.76

Chronic endometritis 3 1.9 47.33±9.0

Atypical endometrial hyperplasia 3 1.9 53.67±10.21

Endometrial adenocarcinoma 3 1.9 62.00±9.00

Atrophic endometrium 3 1.9 51.33±4.93

Arias Stella reaction 2 1.3 42.00±5.66

Total 157 100 42.06±11.82
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Table 2
The frequency of occurrence of bleeding in various forms of physiological and pathological conditions

Diagnosis
Clinical presentation

Total Significant
Menorrhagia Irregular vaginal 

bleeding
Postmenopausal 
vaginal bleeding

Secretory phase
3 2 2 7

FE=99.32
P=0.0001

5.8% 2.7% 6.3% 4.5%

RPOG
3 22 0 25
5.8% 30.1% 0 15.9%

Proliferative phase
13 14 2 29
25% 19.2% 6.3% 18.5%

Endometrial polyp
11 2 6 19
21.2% 2.7% 18.8% 12.1%

Endocervical polyp
0 3 6 9
0 4.1% 18.8% 5.7%

Endometrial hyperplasia 
without atypia

12 2 5 19
23.1% 2.7% 15.6% 12.1%

Hydatidiform mole
0 12 0 12
0 16.4% 0 7.6%

Carcinoma of cervix
1 1 2 4
1.9% 1.4% 6.3% 2.5%

Hormonal related changes
2 12 0 14
3.8% 16.4% 0 8.9%

Chronic endometritis
1 1 1 3
1.9% 1.4% 3.1% 1.9%

Atypical endometrial 
hyperplasia

1 0 2 3
1.9% 0 6.3% 1.9%

Non-secretory phase
2 2 1 5
3.8% 2.7% 3.1% 3.2%

Endometrial 
adenocarcinoma

1 0 2 3
1.9% 0 6.3% 1.9%

Atrophic endometrium
0 0 3 3
0 0 9.4% 1.9%

Arias Stella reaction
2 0 0 2
3.8% 0 0 1.3%

	� DISCUSSION
Endometrium as a dynamic tissue undergoes cyclic proliferation and shedding under 

hormonal control, however, these hormonal changes depending on the patient’s age can 
be Physiological or pathological leading to uterine bleeding continuing from menarche 
to menopause [7].

Endometrial biopsy and curettage are important for the diagnosis of AUB, it is also 
necessary to obtain a complete clinical history of the menstrual cycle and the drug history 
especially the exogenous hormones, yearly about 6% of women aged 25–44 years had 
consulted their physician about excessive blood loss during menstruation [8]. 

In this study, the most common cause of AUB was a proliferative phase (18.5%) which 
was consistent with a previous study carried out by Vaidya et al. which mentioned that 
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endometrial hyperplasia was the most common finding because of the stimulation of 
proliferation by estrogen [2]. 

The second finding was Retained product of gestation RPOG (15.9%) at a mean age 
of 29.96±7.22, also in another study done by Asuzu and Olaofe (2018) there was a high 
percentage of AUB because of Products of conception retention especially in childbearing 
age [4]. 

Endometrial hyperplasia without atypia represents 12.1% which was inconsistent with 
a study done by Vaidya et al. (30%) and also, Azim et al. study showed a percentage of only 
4.9%, this may be explained by the difference in the selected age group since the estrogen 
effect becomes more obvious in later ages leading to different rates among adolescence, 
reproductive age with largely perimenopausal and menopausal age groups [2, 3]. 

AUB related to hormonal changes represents 8.9% at a mean age of 33.29±9.99 this 
may relate to anovulatory cycles were described by Elmaoğulları and Aycan, 2018 that 
many physiological causes or polycystic ovary syndrome lead to Delayed or absent 
ovulation and due to endometrium proliferation induced by lack of progesterone and 
excessive E2 production from ovarian follicles which make the endometrium more prone 
to changes in amount and timing of menstrual bleeding [9]. 

1.9% of cases diagnosed as adenocarcinoma which causes AUB since it is preceded by 
endometrial hyperplasia [10]. The carcinoma of cervix and adenocarcinoma were seen in 
older age groups since there is an elevated risk of cancerous changes with age.

	� CONCLUSIONS
The importance of evaluation of histological changes of endometrium in AUB 

in different age groups from (16–70 years) is to detect the diagnosis precisely and 
determine the underlying etiology, thus, helping in the management of a disease. In the 
postmenopausal age group, excluding or confirming malignancy in this age group is the 
most important objective.
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Abstract ___________________________________________________________________________________________________ 

Introduction. Many methods were invented to obtain endometrial tissue samples to 
evaluate and realize the reason for abnormal vaginal bleeding. 
Purpose. To compare endometrial histology of the sampling specimen by Pipelle with 
hysterectomy specimens, and D&C biopsy. 
Materials and methods. A total of 50 premenopausal and postmenopausal women were 
prospectively included in this study and were scheduled for hysterectomy, two samples 
from each patient were taken one by Pipelle device and the other after the hysterectomy. 
Both were analyzed at the same pathology laboratory. 
Results. The patient’s mean age was 51.2±7.7 years. Endometrial thickness was more than 
normal in 37.5% of premenopausal women (>10 mm) and in 83.3% of postmenopausal 
women (>5  mm). The final histopathology reports were the same in women who had 
D&C biopsy followed by hysterectomy. Pipelle endometrial histopathology results were 
in agreement with Hysterectomy histopathology results in 48 patients out of 50 patients, 
this yielded 96% sensitivity for the Pipelle endometrial sampling device. Invasive well-
differentiated endometrial adenocarcinoma was found in 2 cases, they were identical in 
both, thus this study yielded 100% sensitivity for the Pipelle sampling device in confirming 
endometrial cancer. Pipelle sampling failed to get adequate samples for histopathology in 
two samples, which gave 96% adequacy for histopathology. 
Conclusions. Pipelle endometrial sampling is an accurate and cost-effective method in 
diagnosing patients with endometrial disease.
Keywords: Pipelle Endometrial Sampling, Dilatation and Curettage, Endometrial 
thickness, hysterectomy
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Введение. Существует множество методов для получения образцов ткани эндоме-
трия, чтобы понять и оценить причину аномального вагинального кровотечения.
Цель. Сравнить гистологию эндометрия в образце, взятом способом Пиппеле, с об-
разцами, полученными после гистерэктомии и биопсией D&C (дилатация и кюретаж).
Материалы и методы. В общей сложности 50 женщин в пременопаузе и постме-
нопаузе были проспективно включены в это исследование, и им была назначена 
гистерэктомия, было взято по два образца от каждой пациентки, один с помощью 
пипетки, а другой после гистерэктомии. Оба были проанализированы в одной и той 
же лаборатории.
Результаты. Средний возраст составил 51,2±7,7 года. Толщина эндометрия была 
больше нормы у 37,5% женщин в пременопаузе (>10 мм) и у 83,3% женщин в пост-
менопаузе (>5 мм). Окончательные гистопатологические отчеты были одинаковыми 
у женщин, которым была проведена биопсия D&C с последующей гистерэктомией. 
Результаты гистопатологии эндометрия способом Пиппеле совпали с результата-
ми гистопатологии гистерэктомии у 48  пациенток из 50, что продемонстрировало  
96%-ю чувствительность устройства для взятия проб эндометрия способом Пиппе-
ле. Инвазивная высокодифференцированная аденокарцинома эндометрия была об-
наружена в 2 случаях, они были идентичными; таким образом, это исследование про-
демонстрировало 100%-ю чувствительность устройства для отбора проб способом 
Пиппеле в подтверждении рака эндометрия. В двух образцах способом Пиппеле не 
удалось получить адекватные образцы для гистопатологии.    
Выводы. Забор эндометрия способом Пиппеле является точным и экономически 
эффективным методом диагностики у пациенток с заболеванием эндометрия.
Ключевые слова: забор эндометрия способом Пиппеле, дилатация и кюретаж, тол-
щина эндометрия, гистерэктомия
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	� INTRODUCTION
Endometrial hyperplasia relates to excessive cellular proliferation leading to a rising 

volume of endometrial tissues. Endometrial hyperplasia is further classified based on the 
complexity of endometrial glands and cytological atypia, resulting in a classification system 
of simple or complex hyperplasia, with or without atypia. The most common presentation 
of endometrial hyperplasia is abnormal uterine bleeding, including menorrhagia, and 
inter-menstrual bleeding [1, 2]. 

The WHO classified glandular/stroma architectural patterns, which are either simple 
or complex. The presence or absence of nuclear atypia is classified into simple atypical 
hyperplasia and complex atypical hyperplasia [2–5]. 

Simple hyperplasia represents a very low risk of cancer progression. It is reported 
that the majority spontaneously regress [2, 4], 18% persist [2], 3% progress to complex 
atypical hyperplasia [5], and 1% progress to endometrial adenocarcinoma [4, 5]. 
Complex hyperplasia is reported to regress in the majority of cases, with 22% persisting 
and 4% progressing to endometrial carcinoma, with a mean duration to progression of 
approximately 10 years. Both simple and complex hyperplasia is, therefore, not considered 
pre-neoplastic forms [3]. 

Complex atypical hyperplasia has been reported to progress in 29% of cases, with a 
mean duration to progression of 4.1 years [2]. Endometrial hyperplasia with cytological 
atypia may carry a higher risk of coexistent invasive carcinoma than previously believed 
14 with recent studies showing up to 50% of women with atypia having an endometrial 
carcinoma in subsequent hysterectomy specimens [5–7]. 

Screening for endometrial hyperplasia and cancer is generally not warranted in 
asymptomatic women, except those with hereditary nonpolyposis colorectal cancer 
Women taking tamoxifen are at increased risk of developing endometrial hyperplasia, 
endometrial polyps, and endometrial cancer and sarcoma although the risk increases 
are statistically significant only in postmenopausal women [8, 9]. An endometrial biopsy 
should be performed in all women with abnormal uterine bleeding in whom endometrial 
hyperplasia or carcinoma is a possibility [9]. 

Asymptomatic women with benign-appearing endometrial cells noted on cervical 
cytology should undergo endometrial biopsy if they are at increased risk of endometrial 
cancer (e.g. postmenopausal, family or personal history of ovarian, breast, colon, or 
endometrial cancer; tamoxifen use; chronic anovulation; obesity; estrogen therapy; prior 
endometrial hyperplasia; diabetes) [10–12]. 

In the UK, hysteroscopy remains the gold standard investigation for abnormal uterine 
bleeding. Other techniques include blind endometrial biopsy, directed biopsy, dilation and 
curettage, transvaginal ultrasound, and sono-hysterography. Blind endometrial biopsy 
techniques are commonly performed using the Pipelle and endometrial lavage. Meta-
analysis of 28 of 7914 women has shown Pipelle biopsy to have the highest sensitivity 
(81%) for the overall detection of atypical endometrial hyperplasia [13–16]. 

A prospective randomized control trial of Pipelle versus curettage in women with 
abnormal uterine bleeding revealed a 96% agreement between biopsy pathology and 
final diagnosis for both procedures [17]. The combination of hysteroscopy with dilatation 
and curettage or endometrial biopsy, therefore, appears to be a superior diagnostic tool 
compared with hysteroscopy, dilatation, and curettage or endometrial biopsy performed 
alone [18, 19]. 
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Transvaginal ultrasound assessment of endometrial thickness is of proven value in the 
investigation of abnormal uterine bleeding. When considering an endometrial thickness 
of >5 mm, a meta-analysis of 33 of 35 studies revealed high sensitivity and specificity for 
detecting endometrial disease. Studies on sono-hysterography and Pipelle biopsy have 
shown high sensitivity (94%) comparable to that for hysteroscopy and dilatation and 
curettage in detecting endometrial pathology. Both transvaginal ultrasound and sono-
hysterography should be performed in conjunction with endometrial biopsy [20, 21]. 

	� PURPOSE OF THE STUDY 
To compare endometrial histology of the sampling specimen by Pipelle with 

hysterectomy specimens and D&C biopsy.

	� MATERIALS AND METHODS
Study design and setting
A total of 50 women presented with abnormal uterine bleeding were prospectively 

included in this study. They were scheduled for a hysterectomy. D&C biopsy was done 
Full history was taken, and full examination was done. A pelvic ultrasound scan is done 
on all of them to assess the endometrial thickness, uterine shape, and position and to 
screen for any abnormality in the ovaries and adnexia. Endometrial samples were taken 
from each patient by Pipelle sampling instrument preoperatively and sent for histological 
examination. The histology results of Pipelle endometrial sampling were compared with 
the histology results of the preoperative D&C biopsy and postoperative hysterectomy 
results and all were done in the same laboratory. 

Inclusion criteria
50 patients were diagnosed previously by D&C biopsy due to abnormal uterine 

bleeding for which a hysterectomy was planned. 

Exclusion criteria
Women planned for hysterectomy due to cervical cancer, uterine fibroids, ovarian 

tumors, or prolepses.

Procedures
A woman is placed in a lithotomy position and a bimanual examination is performed 

to determine the uterine size and position. Then pick up a sterile speculum from the 
sterile tray and place it in the vagina. The cervix was anesthetized and then cleaned with 
a povidone-iodine solution. The  cervix was gently probed with the sterile sound after 
stabilizing the cervix with a tenaculum placed on the anterior lip of the cervix grabbing 
enough tissue to avoid laceration of the cervix. The endometrial catheter was inserted into 
the cervix, avoiding contamination from nearby tissue up to the fundus of the uterus until 
resistance was felt, then the internal piston of the catheter was fully withdrawn, creating 
suction at the catheter tip. The  catheter was moved with an in-and-out motion taking 
care not to exit the internal os of the cervix, which maintains the vacuum effect than a 
360-degree twisting motion was done to move the catheter between the uterine fundus 
and the internal os. At least four up and down motions were done to ensure that adequate 
tissues are obtained in the catheter, once the catheter was filled with tissues, the catheter 
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was withdrawn, and the sample was placed in a formalin container. The tenaculum was 
gently removed (Figure).

Statistical analysis
Data were entered into SPSS version 20, descriptive statistics were applied as mean, 

SD, frequencies, and percentage.

	� RESULTS
Fifty patients with a history vaginal bleeding were recruited for the study. Their mean 

age of (51.2±7.7 years), with a range of 30 years minimum age years and maximum age of 
70 years. Eighty-eight percent of patients were housewives and 94% of them were Iraqi. 
Eighty-six percent of patients were from urban, while 14% were from rural. According 
to marital status, 72% were married and 20% were widows. Family history of cancer was 
positive in 6 (12%) women, HT in 12%, asthma in 4% and DM in 6%. Surgical history was 
positive in 33 (66%) patients, 26% had D &C. and 20% had CS in the past (Table 1).

The mean age of menarche was (12.7±0.60 years). The mean duration of the menstrual 
cycle was (5.7±1.9 days), with a minimum of 2 days and a maximum of 10 days. Length 
of menstrual period range between 15 days to 32 days, with a mean equal to (28.5±2.7 
days). Regular menstrual periods were recorded in 84% and a normal amount of blood 

Pipelle method of sampling [https://www.eurosurgical.co.uk/gynaecology/1997-2/]
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Table 1
The demographic of the study

Variables No. %

Age (years)

40–49 24 48
50–59 17 34
60–69 6 12
≥70 3 6

Job

Housewife 44 88
Teacher 4 8
Nurse 1 2
Lawyer 1 2

Nationality 
Iraqi 47 94
Non 3 6

Residency 
Urban 43 86
Rural 7 14

Marital status
Married 36 72
Divorce 4 8
Widow 10 20

History of cancer
Yes 3 6
No 47 94

DM
Yes 3 6
No 47 94

HT
Yes 6 12
No 44 88

Bronchial asthma
Yes 2 4
No 48 96

Surgical history 

CS 10 20
Appendectomy 3 6
D&C 13 26
Cholecystectomy 5 10
Polypectomy 1 2
Thyroidectomy 1 2
No 17 34

loss in 62%, while 38% mentioned that their cycles were heavy. Eighteen (36%) of patients 
were postmenopausal. The median duration of menopause was 5.5 years with a minimum 
of one year and a maximum of 20  years. Nulliparity was recorded in one (2%) patient 
only, and gravida 6 or more in 60%. A parity of 6 and more was recorded in 36%, with a 
mean parity of (5.1±2 children), with a range equal to 9 children. Abnormal bleeding was 
the main complaint of the patients in 40%, menorrhagia in 38%, postcoital bleeding in 
6%, postmenopausal bleeding in 34%, dysmenorrhoea in 28%, and others complained 
of vaginal discharge and lower abdominal pain in 20% of cases. History of ever using 
contraceptives was positive in 22 (44%), 24% of them used combined oral contraceptive 
pills and 20% did use an IUC device. The mean duration of oral contraceptive use was 
(2.14±1.3 years) with a range of 5.6 years, while the mean duration of using the intrauterine 
contraceptive device was (3.4±1.13 years) with a range of 6 years (Table 2).
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About 58% of the patient’s blood group was O+. Systolic blood pressure was high in 
27 (54%) of the patient 140 mmHg, normal in 23 (46%). The mean systolic blood pressure 
was (136.6±12.87 mmHg). Diastolic blood pressure was ≥90  mmHg in 19 (38%) of the 
patients with a mean of (83.7±7.8 mmHg). Speculum examination identifies bleeding in 
10% and abnormal vaginal discharge in 20%. Ultrasound findings were abnormal in 40% 

Table 2
Gynecologic and obstetric history of women

Variables No. %

Age at menarche (years)

12 16 32
13 23 46
14 3 6
Un-identify 8 16

Duration of menstrual period 
(days)

2–7 40 80
>7 10 20

Length of menstrual period 
(days)

15–24 2 4
25–34 48 96

Regularity of cycle
Regular 42 84
Irregular 8 16

Blood loss amount
Normal 31 62
Heavy 19 38

Menopause duration (years)

1–5 9 50
6–10 2 11.1
11–15 6 33.3
16–20 1 5.6

Gravidity 

Nulliparous 1 2
1–5 19 38
6–10 28 56
>10 2 4

Parity 

Nulliparous 1 2
1–5 31 62
6–10 16 32
>10 2 4

Abortion 

1 10 20
2 12 24
3 3 6
Non 25 50

Chief complain

Menorrhagia 19 38
Intermenstrual bleeding 20 40
Post-coital bleeding 3 6
Postmenopausal bleeding 17 34
Dysmenorrhea 14 28
Other: VD and pain 10 20

Contraceptive 
CCP (Oral) 12 24
Intrauterine device 10 20
No 28 56
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Table 3
Examination and investigation of women

Variables No. %

Blood group

O+ 29 58
A+ 11 22
B+ 7 14
O– 3 6

Systolic BP (mmHg)
<140 23 46
≥140 27 54

Diastolic BP (mmHg)
<90 31 62
≥90 19 38

US 
Abnormal 20 40
Normal 30 60

Speculum examination
Normal 35 70
Bleeding 5 10
Discharge 10 20

Hb (g/dl)
<11 10 20
≥11 40 80

Endometrium thickness 
(n=32)
premenopause

<10 mm 20 62.5

≥10 mm 12 37.5

Endometrium thickness 
(n=18)
postmenopause

<5 mm 3 16.7

≥5 mm 15 83.3

of patients (polycystic ovarian, bulky uterus, and small-size uterus). Hemoglobin level was 
<11 in 20% of patients, with a mean of (8.7±4.8 g/dl), minimum hemoglobin level was 
8.5g/dl and maximum level was 13.2g/dl. Endometrial thickness was more than normal in 
37.5% of premenopausal women and 83.3% in postmenopausal women (Table 3).

The histopathology results of the endometrial tissues obtained by D&C were 
completely the same as those endometrial tissues obtained by hysterectomy and the 
Pipple endometrial samples.

The Pipelle endometrial histological results were in agreement with Hysterectomy 
histology results in 48  patients out of 50  patients, there for this study yielded 96% 
sensitivity for the Pipelle endometrial sampling device. In two patients the Pipelle failed 
to get an adequate sample. Comparing Pipelle and hysterectomy histology for individual 
patients. Simple glandular endometrial hyperplasia without atypia was identical in 10 
patients, but in two patients the Pipelle failed to detect polyps, while by hysterectomy 
sample both were identified.

Complex endometrial hyperplasia with mild atypia was found in 9 patients, and 
the results were identical in both groups. Complex endometrial hyperplasia with ever 
atypia was identified in 4 patients and was reported in both groups, Simple and complex 
endometrial hyperplasia without atypia, were identified in 14 samples of hysterectomy, 
while detected in 13 samples of Pipelle, because one sample of Pipelle was not adequate 
for histology. Simple complex endometrial hyperplasia with reactive atypia was present in 
5 samples and was identical in both groups.
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	� DISCUSSION
A population-based study in Finland by Hinkula M. et al reported that a high number 

of birth, older age of first birth, long birth period, and a short premenopausal delivery-
free period reduces the risk of endometrial hyperplasia and cancer in grand-multiparous 
women 46, history of abortion was positive in 50% of the patients, 24% had 2 abortion, 
with a mean (1.7±0.68 abortion) [22].

Kurman and colleagues retrospectively studied endometrial samples from 170 patients 
with untreated endometrial hyperplasia followed by a mean of 14.3  years. They found 
that progression to carcinoma occurred in 1% of patients with simple hyperplasia, 3% in 
patients with complex hyperplasia, 8% in patients with simple atypical hyperplasia, and 
29% in patients with complex atypical hyperplasia [2]. Acute on (and) chronic endometritis, 
hypersecretory endometrium with mild atypia, and proliferative endometrium gland no 
atypia was found in one sample and were reported in both groups [13].

Well-differentiated endometrial adenocarcinomas were found in 2 samples, there 
were identical in both groups. This confirmed the 100% sensitivity of the Pipelle sampling 
device in detecting endometrial cancer. Thomas G. et al study found that the sensitivity of 
the device in detecting endometrial carcinoma was 97.5% 42, and Schneider J., et al, gave 
a 100% sensitivity result for cancer diagnosis [23]. 

Invasive cystic atrophic endometrium with degenerative changes was found in 3 
samples of hysterectomy, while found in two samples of the Pipelle group. It was due 
to the inadequacy of the sample. Pipelle sampling failed to get adequate tissue in two 
samples, which gave it 96% adequacy for histological evaluation [24, 25].

	� CONCLUSIONS
Adequate preoperative histological assessment of the endometrium is feasible with 

Pipelle biopsies and they are highly accurate in detecting endometrial malignancy, 

Table 4
Histopathology distribution

Histopathology Pipelle D&C Hysterectomy Accuracy (%)
Simple glandular endometrial hyperplasia without 
atypia 10 10 10 100

Complex endometrial hyperplasia with mild atypia 9 9 9 100
Complex endometrial hyperplasia with severe 
atypia 4 4 4 100

Simple and complex endometrial hyperplasia 
without atypia 13 14 14 93

Simple and complex endometrial hyperplasia with 
reactive atypia 5 5 5 100

Acute on (and) chronic endometritis 1 1 1 100
Hypersecretory endometrial with mild atypia 1 1 1 100
Cystic atrophic endometrial with degeneration 2 3 3 66.7
Invasive well-differentiation endometrial 
carcinoma 2 2 2 100

Proliferative endometrium gland no atypia 1 1 1 100
Inadequate sample 2 0 0 0
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with 100% sensitivity. The only disadvantage of this study for Pipelle, it failed to get an 
adequate sample in two patients and failed to detect polyps The cost of D&C was 6 times 
the cost of Pipelle.

We recommend the use of Pipelle endometrial sampling when we suspect endometrial 
pathology through careful assessment of the patient by history and examination as 
an alternative method to D&C biopsy, aiming to reduce the cost and overcome some 
problems related to D&C biopsy, such as the risk of general anesthesia, uterine perforation, 
and others.

_________________________________________________________________________________________________

	� REFERENCES
1.	 Scully R.E., Bonfiglio T.A., Kurman R.J. Uterine corpus, In Scully R.E., Poulsen H.E., Sobin L.H. (eds) Histological Typing of Female Genital Tract Tumors. 

New York: Springer-Verlag: 1994;13.
2.	 Kurman R.J., Kaminiski P.F., Norris H.J. The behaviour of endometrial hyperplasia A long-term study of untreated hyperplasia in 170 women. 

Cancer. 1985;56:403–412.
3.	 Lidor A., Ismajovich B., Confino E., Davides M.P. Histopathologic finding in 226 women with post-menopausal uterine bleeding. Acta Obstet 

Gynecol Scand. 1986;65:41–3.
4.	 Palmer J.E., Perunovic B., Tidy J.A. Endometrial hyperplasia. The Obstetrician & Gynaecologist. 2008:10:211–216. 
5.	 Howard A. Zacur, Robert L. Giuntoli, Marcus Jurema. Endometrial hyperplasia literature review. September 15, 2006 Official reprinted Up To Date 

http://www.uptodate.com. P. 118.
6.	 Terakawa N., Kigawa J., Taketani Y., Yoshikawa H., Yajima A., Noda K. The behavior of endometrial hyperplasia: a prospective study. Endometrial 

Hyperplasia Study Group. J Obstet Gynaecol Res. 1997;23:223–30.
7.	 Montgomery B.E., Daum G.S., Dunton C.J. Endometrial hyperplasia A review. Obstet Gynecol. 2004;59:368–78.
8.	 Trimble C.L., Kauderer J., Zaino R.J., Silverburg S., Lim P.C., Burke J.J. 2nd. Concurrent endometrial carcinoma in women with a biopsy diagnosis of 

atypical endometrial hyperplasia. Gynecologic Oncology Group study. Cancer. 2006;106:812–9. doi: 10.1002/cner.21650(Medline).
9.	 Zaino R.J., Kauderer J., Timble C.L., Silverburg S.G., Curtin J.P., Lim P.C. Reproducibility of the diagnosis of atypical endometrial hyperplasia.  

A Gynecologic Oncology Group study. Cancer. 106:804–11.
10.	 Gucer F., Reich O., Tamusino K., Bader A.A., Pieber D., Scholl W. Concomitant endometrial hyperplasia in patients with endometrial carcinoma. 

Gynecol Oncol. 1998;69:64–8.
11.	 Cohen I. Endometrial pathologies associated with postmenopausal tamoxifen treatment. Gynecol Oncol. 2004;94:256–66. 
12.	 Cheng W.F., Lin H.H., Torng P.L., Huang S.C. Comparison of endometrial changes among symptomatic tamoxifen- treated and non-treated 

premenopausal and postmenopausal breast cancer patients. Gynecol Oncol. 1997;66:233.
13.	 Lipscomb G.H., Lopatine S.M., Stovall T.G., Ling F.W. A randomized comparison of the Pipelle, Accurate, and Explora endometrial sampling 

devices. Am J Obstet Gynecol. 1994:170:591.
14.	 Silver M.M., Miles P., Rosa C. Comparison of Novak and Pipelle endometrial biopsy instruments. Obstet Gynecol. 1991;78:828.
15.	 Stovall T.G., Solomon S.K., Ling F.W. Endometrial sampling prior to hysterectomy. Obstet Gynecol. 1989;73:405.
16.	 Dijkhuizen F.P., Mol B.W., Brolmann H.A., Heintz A.P. The accuracy of endometrial sampling in the diagnosis of patients with endometrial 

carcinoma and hyperplasia. A meta-analysis. Cancer. 2000;89:1765–72.
17.	 Clark T.J., Mann C.J., Shah N., Khan K.S., Song F., Gupta J.K. Accuracy of outpatients endometrial biopsy in the diagnosis of endometrial 

hyperplasia. Acta Obstet Gynecol Scand. 2001;80:784–93.
18.	 Stovall T.G., Ling F.W., Morgan P.L. A prospective, randomized comparison of Pipelle endometrial sampling device with the Novak curette. Am J 

Obstet Gynecol. 1991;165:1287–90.
19.	 Ben-Yehuda O.M., Kim Y.B., Leuchter R.S. Does hysterectomy improve upon the sensitivity of dilatation and curettage in the diagnosis of 

endometrial hyperplasia or carcinoma? Gynecol Oncol. 1998;68:4–7.
20.	 Lemer J., Timor-Tritsch I., Monteagudo A. Use of transvaginal sonography in the evaluation of endometrial hyperplasia and carcinoma. Obstet. 

Gynecol Surv. 1996:51:718.
21.	 Fleischer A.C., Wheeler J.E., Lindsay I. An assessment of the value of ultrasonographic screening for endometrial disease in postmenopausal 

women without symptoms. Am J Obstet Gynecol. 2001;184:70. 
22.	 Mariane Hinkula, Ero Pukkala, Pentti Kyronen; Grandmultiparity and incidence of endometrial cancer; A population-based study in Finland. 

International journal of cancer. 2002;98(6):912–15.
23.	 Schneider J., Centeno M.M., Ausin J. Use of the comier Pipelle as the only means of pre-surgical histological diagnosis in endometrial carcinoma: 

agreement between initial and final histology. Eur J Gynecol Oncol. 2000;21(1):74–5.
24.	 Ceci O., Bettocchi S., Pellegrino A., Impedevol L.D., Venere R., Pansini N. Comparison of hystreroscopic and hysterectomy finding for assessing the 

diagnostic accuracy of office hysteroscopy. Fertil Steril. 2002;78:628–31.
25.	 Creasman W.T., Odicino F., Miasonneuve P. Carcinoma of corpus uteri lot. Journal gynecol obst. 2003;83:79.

Акушерство и гинекология / Гистопатологические исследования
Obstetrics and Gynecology / Histopathological Studies



424 "Laboratory Diagnostics. Eastern Europe", 2023, volume 12, № 3

https://doi.org/10.34883/PI.2023.12.3.011
УДК 579.61:616.348-007.64-06-089.168.7

Полуян О.С., Костюк С.А., Мельникова Т.Ю., Юдина Н.А.
Белорусская медицинская академия последипломного образования,  
Минск, Беларусь

Усовершенствование и клиническая апробация 
метода определения уровней нормализованной 
экспрессии генов костного гомеостаза (COL1A1) 
и рецептора витамина D (VDR) в биологическом 
материале пациентов с воспалительными 
заболеваниями периодонта
Конфликт интересов: не заявлен.
Вклад авторов: концепция и дизайн исследования – Полуян О.С., Костюк С.А.; сбор материала – Мельникова  Т.Ю.,  
Юдина Н.А.; обработка материала, написание текста – Полуян О.С.; редактирование – Костюк С.А.

Подана: 28.03.2023
Принята: 12.09.2023
Контакты: olga.poluyan@mail.ru

Резюме ___________________________________________________________________________________________________ 

Цель. Усовершенствование и клиническая апробация молекулярно-генетического 
метода определения уровней нормализованной экспрессии генов COL1A1 и VDR в 
биологическом материале пациентов с воспалительными заболеваниями перио-
донта. 
Материалы и методы. В исследование включено 123 образца биологического мате-
риала (соскоб клеток эпителия ротовой полости), в которых с использованием усо-
вершенствованного метода ПЦР в реальном времени проводили определение уров-
ней нормализованной экспрессии генов COL1A1 и VDR. Статистическая обработка 
данных проводилась с помощью SPSS  16 (SPSS Inc.). Все количественные данные 
имели непараметрическое распределение и представлены в виде значений меди-
ан (Ме) с указанием 25/75 процентилей – Ме (25/75), сравнение независимых групп 
количественных переменных проводили с использованием критерия Манна – Уит-
ни. Критическим уровнем значимости при проверке статистических гипотез принят 
уровень р<0,05.
Результаты. В ходе исследования подобраны нуклеотидные последовательности 
пар праймеров и молекулярных зондов, меченных флуоресцентными красителями, 
оптимизированы состав амплификационной смеси и температурные профили реак-
ции амплификации. Для нормализации использовали ген человека HPRT1. Усовер-
шенствованный метод, основанный на использовании мультиплексной ПЦР в режи-
ме реального времени, специфических пар праймеров и зондов, можно использо-
вать для одновременной амплификации таргетного гена (COL1A1 и VDR) и референс-
ного гена HPRT1 при определении уровней нормализованной экспрессии указанных 
генов в биологическом материале пациентов с заболеваниями периодонта.
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Заключение. Проведенные молекулярно-генетические исследования с использова-
нием усовершенствованного метода позволили получить количественные данные 
уровней нормализованной экспрессии генов COL1A1 и VDR в образцах биологиче-
ского материала пациентов с воспалительными заболеваниями периодонта. С  ис-
пользованием непараметрических методов статистического анализа установлено 
отсутствие (p>0,05) статистически значимых достоверных различий в уровнях нор-
мализованной экспрессии гена VDR, тогда как для гена COL1A1 такие различия уста-
новлены (p<0,05), за исключением групп 1-4, 2-3, 2-4 и 3-4.
Ключевые слова: ПЦР, ген α-1 цепи коллагена 1-го типа, ген рецептора витамина D, 
уровни нормализованной экспрессии, заболевания периодонта
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Abstract ___________________________________________________________________________________________________ 

Purpose. Improvement of the molecular genetic method for determining the normalized 
expression levels of the COL1A1 and VDR genes and its clinical approbation in the 
biological material of patients with inflammatory periodontal diseases.
Materials and methods. The study included 123 samples of biological material (scraping 
of the epithelial cells of the oral cavity), in which, using an improved real-time PCR method, 
the levels of normalized expression of the COL1A1 and VDR genes were determined. 
Statistical data processing was carried out using SPSS 16 (SPSS Inc.). All quantitative data 
had a non-parametric distribution and are presented as median values (Me) indicating 
25/75 percentiles: Me (25/75), comparison of independent groups of quantitative 
variables was performed using the Mann-Whitney test. The critical level of significance in 
testing statistical hypotheses was the level p<0.05.
Results. In the course of the study, the nucleotide sequences of pairs of primers and 
molecular probes labeled with fluorescent dyes were selected, the composition of the 
amplification mixture and the temperature profiles of the amplification reaction were 
optimized. The  human HPRT1 gene was used for normalization. An  improved method 
based on the use of multiplex real-time PCR, specific pairs of primers and probes, can 
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	� ВВЕДЕНИЕ
Болезни периодонта – ведущая стоматологическая проблема. Наибольшей рас-

пространенности (60–65%) периодонтит достигает у людей старше 30 лет [1]. Одной 
из задач лечения пациентов с заболеваниями периодонта становится профилактика 
или устранение функциональной перегрузки периодонта, которая на определенной 
стадии болезни оказывается одним из главных патогенетических факторов, опреде-
ляющих ее течение.

Авторы многих работ указывают на взаимосвязи болезней с нарушением метабо-
лизма костной ткани организма и патологией периодонта. Так, у пациентов с тяже-
лой потерей минеральной плотности кости (МПК) отмечается достоверное повыше-
ние риска тяжелых форм генерализованного периодонтита [2]. В ряде исследований 
[3, 4] продемонстрирована значимая корреляция (р<0,02) между потерей плотности 
костной ткани в периферическом скелете и потерей МПК в челюстях.

Коллаген 1-го типа является основным белком матрикса соединительной (до 
25–30%) и костной (90%) тканей. Он придает механическую прочность и выполняет 
морфогенетическую функцию, влияя на рост, миграцию и дифференцировку клеток, 
определяя их секреторную и синтетическую активность. Структурно он образован из 
α1- и α2-полипептидных цепей, синтез которых у человека детерминируется двумя 
соответствующими генами – COL1A1 и СОL1А2. В настоящее время известны мутации 
в этих генах, приводящие к развитию переломов, остеопений, а также полиморфиз-
мы, ассоциированные со снижением минеральной плотности костной ткани [5]. К на-
стоящему времени одним из генов-кандидатов снижения минеральной плотности 
костной ткани является ген α-1 цепи коллагена 1-го типа (COL1A1) [6].

Нарушение образования гормонов и их дефицит также могут стать причиной раз-
вития патологии периодонта. Дефицит витамина D, обладающего широким спектром 
биологических свойств и участвующего в регуляции многих важных физиологиче-
ских процессов, также имеет негативные последствия и лежит в основе ряда заболе-
ваний [2]. До недавнего времени наиболее изученным свойством витамина D была 
его регуляция кальций-фосфорного гомеостаза. Однако новые данные отечествен-
ных и зарубежных авторов позволяют расширить представления о подлинном его 

be used for simultaneous amplification of the target gene (COL1A1 and VDR) and the 
reference gene HPRT1 in determining the levels of normalized expression of these genes 
in the biological material of patients with periodontal diseases.
Conclusion. Conducted molecular genetic studies using an improved method made 
it possible to obtain quantitative data on the levels of normalized expression of the 
COL1A1 and VDR genes in samples of biological material from patients with inflammatory 
periodontal diseases. Using non-parametric methods of statistical analysis, it was found 
that there were no (p>0.05) statistically significant differences in the levels of normalized 
expression of the VDR gene, then for the COL1A1 gene such differences were established 
(p<0.05), except for groups 1-4, 2-3, 2-4 and 3-4.
Keywords: PCR, type 1 collagen α-1 gene, vitamin D receptor gene, normalized expression 
levels, periodontal disease
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влиянии на разнообразные биологические эффекты. Витамин D имеет свой ядерный 
рецептор, в связи с этим его относят к гормоноподобным соединениям и даже часто 
называют D-гормоном [7]. Молекулярные механизмы действия витамина D связаны 
с наличием участков ДНК, с которыми происходит связывание комплекса гормон –  
рецептор в генах, кодирующих трансэпителиальные кальциевые каналы в эпите- 
лиоцитах кишечника и почках, а также в гене RANKL, который отвечает за созрева-
ние, активацию и продолжительность жизни остеокластов [8, 9]. Рецептор витами-
на  D входит в суперсемейство стероидных ядерных рецепторов и обязателен для 
реализации большинства известных биологических эффектов витамина D [8, 10].

Изучение влияния молекулярно-генетических факторов на риск развития тяже-
лых форм воспалительных заболеваний периодонта является весьма важным для 
современной персонифицированной и предиктивной медицины, поскольку дает 
возможность прогнозировать развитие заболевания, характер течения и риск воз-
можных осложнений.

	� ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Усовершенствование и клиническая апробация молекулярно-генетического ме-

тода определения уровней нормализованной экспрессии генов COL1A1 и VDR в био-
логическом материале пациентов с воспалительными заболеваниями периодонта.

	� МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве биологического материала для установления функционального состо-

яния генов COL1A1 и VDR использовали соскоб клеток эпителия ротовой полости 
108 пациенток репродуктивного возраста с заболеваниями периодонта, проходив-
ших амбулаторное лечение на базе кафедры общей стоматологии ГУО «Белорусская 
медицинская академия последипломного образования», а также 15 практически 
здоровых женщин, составивших группу контроля.

Всем пациенткам диагноз устанавливали на основании клинических параметров 
и рентгенологической картины. В группу 1 (n=26) «хронический гингивит» (МКБ-10 
К05.10 – хронический простой маргинальный гингивит) относили пациенток с при-
знаками воспаления десны, без потери зубодесневого прикрепления, глубина зон-
дирования десневой борозды не превышала 3 мм. Группы с хроническим периодон-
титом отличались наличием периодонтальных карманов и потери зубодесневого 
прикрепления. В группу 2 (n=22) «хронический периодонтит» (МКБ-10 К05.30 – хро-
нический простой периодонтит) включены пациентки с горизонтальной деструк-
цией костной ткани (по данным дополнительной, лучевой диагностики). В группу 3 
(n=35) «хронический сложный периодонтит» (МКБ-10 К05.31 – хронический сложный 
периодонтит) включены пациентки с горизонтальной и вертикальной деструкцией 
костной ткани (по данным дополнительной, лучевой диагностики). В группу 4 (n=25) 
«сложный агрессивный периодонтит» (МКБ-10 К05.31 – хронический сложный пери-
одонтит (агрессивная форма течения)) включены пациентки с хроническим сложным 
периодонтитом, у которых по данным анамнеза было установлено раннее начало за-
болевания (до 30 лет) с частым абсцедированием. 

Учитывая возраст обследуемых пациенток (женщины до 44 лет) и высокую рас-
пространенность патологии периодонта (до 98% взрослого населения), существо-
вали ограничения по включению женщин в группу контроля (здоровые, без истории 
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любого заболевания тканей периодонта, без клинических признаков воспаления 
десен, кровоточивости десны, рентгенологических признаков потери костной тка-
ни, без потери зубодесневого прикрепления на любой поверхности зуба. Таким об-
разом, в исследование включено 15 женщин группы контроля, что достаточно для 
непараметрических методов статистического анализа.

Выделение РНК из образцов биологического материала, основанное на принци-
пе связывания нуклеиновых кислот с силикатными сорбентами в присутствии хао-
тропных солей и их последующей элюции в низкосолевой буфер, проводили с ис-
пользованием наборов реагентов «АртРНК MiniSpin» (производитель «АртБиоТех», 
Республика Беларусь). По окончании этапа пробоподготовки препарат РНК незамед-
лительно использовали для постановки реакции обратной транскрипции. 

Определение концентрации РНК и степени чистоты выделенной нуклеиновой 
кислоты проводили спектрофотометрически (NanoDrop 1000, Thermo scientific, США) 
на длине волны λ=230 нм. Степень чистоты выделенной РНК оценивали по соотно-
шениям 260/280 и 260/230. 

Расчет уровней нормализованной экспрессии таргетных генов осуществлялся по 
формуле: 

% уровня экспрессии = 2–(Сt интересующего гена-Сt гена omp1)×100%,

где CT – пороговый цикл (cycle threshold).

Статистическая обработка данных проводилась с помощью пакета прикладных 
программ SPSS, версия 16 (SPSS Inc.). Все количественные данные имели непараме-
трическое распределение и представлены в виде значений медиан (Ме) с указанием 
25/75 процентилей – Ме (25/75). Для решения задачи сравнения двух независимых 
групп количественных переменных применялся критерий Манна  – Уитни (U-тест). 
Критическим уровнем значимости при проверке статистических гипотез принят 
уровень р<0,05.

	� РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На первом этапе исследования с использованием программного обеспечения 

Vector NTI нами были подобраны специфические олигонуклеотидные пары прайме-
ров (forward и reverse), а также TaqMan-зонды (probe) для определения уровней нор-
мализованной экспрессии гена COL1A1 и гена VDR.

С помощью демонстрационной версии коммерческого программного пакета 
Vector NTI Advance  11.0 и встроенного приложения AlignX выбранные последова-
тельности «выравнивали» для выбора наиболее консервативных участков. Далее 
проводили «выравнивание» последовательностей ДНК исследуемых генов.

Дизайн олигонуклеотидов осуществляли последовательно для выбранных гомо-
логичных участков c использованием бесплатного программного онлайн-приложе-
ния Primer3 v. 0.4.0 и бесплатного онлайн-алгоритма mfold/DNAfold.

На основании проведенных исследований нами подобраны пары прай-
меров (forward и reverse) и TaqMan-зонд (probe) для гена COL1A1: forward – 
CCTGGAATGAAGGGACACAGAGGT; reverse – TGACCAGGAGCTCCATTTTCACCA; 
probe – FAM-TGCTGGTCCTGCTGGTCCTA-BHQ1. Для  гена VDR: forward – 

Усовершенствование и клиническая апробация метода определения уровней  
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ACAGCATCCAAAAGGTGGTC; reverse – TGACTTCAGCAGCACGATCT, probe – FAM-
TATGGGCAAAAACCACAG-BHQ1.

Проведенная оценка специфичности выбранных наборов олигонуклеотидных 
праймеров и зондов с использованием онлайн-приложения NCBI/Blast подтвердила 
100%-ную гомологию геному человека и отсутствие гомологии с другими организ-
мами.

Для дизайна олигонуклеотидных праймеров внутреннего контроля ПЦР в ре-
жиме реального времени использовали последовательность ДНК гена HPRT1 
(hypoxanthine phosphoribosyltransferase human) генома человека. Дизайн олигону-
клеотидов начали с последовательности, расположенной в начале гена и протяжен-
ностью 1200 п. о.

Перед началом анализа последовательностей олигонуклеотидных праймеров 
осуществлен анализ последовательности предполагаемого ампликона Ic AGCGGTA
ACCATGCGTATTTGACACACGAAGGAACTAGGGAAAAGGCATTAGGTCATTTCAAGCCGAAAT
TCACATGTG.

В результате анализа с использованием алгоритма mfold установлено, что во вре-
мя протекания ПЦР, а именно на стадии отжига/элонгации при +60 °С все вероятные 
вторичные шпилечные структуры будут нестабильны. Анализ с использованием ал-
горитма Vector NTI показал наличие 29 вероятных вторичных шпилечных структур. 
Стабильных структур выявлено не было. Результаты анализа олигонуклеотидных 
праймеров показали практически полное отсутствие негативных эффектов за счет 
гомо- и гетеродимеров. 

Затем были проведены исследования по моделированию совместимости вну-
треннего контроля и олигонуклеотидных праймеров для амплификации участков 
генов COL1A1 и VDR в условиях мультиплекс-ПЦР (две реакции в одной пробирке). 
При  постановке совместных мультиплекс-реакций учитывались вероятные гетеро-
димеры олигонуклеотидов, которые компенсировались, исходя из пропорций и 
процентного соотношения стабильный гетеродимер / нестабильный гетеродимер. 
Как правило, является достаточным повышение концентрации олигонуклеотидов до 
500–600 нМ. 

Анализ вероятности совместного протекания специфической реакции с набора-
ми олигонуклеотидов гена COL1A1 и гена VDR и внутреннего контроля показал, что 
в большинстве случаев выбранные олигонуклеотиды последнего не образуют ста-
бильных гетеродимеров в условиях протекания этапа отжига/элонгации ПЦР.

Для анализа возможности использования подобранных пар праймеров и зон-
дов при определении экспрессии исследуемых генов последовательно проводили 
моноплексную ПЦР в режиме реального времени (ПЦР-РВ). Амплификацию для каж-
дого гена проводили в 10 образцах, пробы ставили в дублях.

Состав амплификационной смеси включал в себя: 19 мкл Platinum PCR SuperMix,  
3 мкл смеси F-праймер – R-праймер – P-зонд (все компоненты данной смеси в кон-
центрации 3,2 рмоль/мкл) и 3 мкл соответствующей кДНК. 

На основании расчета температуры отжига пар праймеров была выбрана про-
грамма амплификации: 95 °С – 15 мин.; 50 циклов: 95 °С – 20 с., 58 °С – 20 с., 72 °С –  
15  с.; 1  цикл: 72  °С – 10  мин. при использовании термоциклера Rotor-Gene-6000 
(Corbett research, Австралия). Детекцию проводили по каналу Green, так как зонды 
для всех генов были мечены флуорофором FAM.
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Значения пороговых циклов, полученные при выполнении моноплексной ПЦР 
в режиме реального времени (табл. 1), для гена COL1A1 находились в пределах от 
20,05 до 32,84, для гена VDR – в пределах от 19,45 до 33,47. 

Для оценки уровня амплификации неспецифических фрагментов ДНК допол-
нительно был проведен электрофоретический анализ полученных ампликонов. 
На электрофореграмме присутствовали четкие полоски на уровне детекции специ-
фических фрагментов ДНК во всех анализируемых образцах.

После проведения электрофореза из геля извлекли фрагменты ДНК с использо-
ванием набора реагентов QIAquick Gel extraction kit (Qiagen, Германия) для прове-
дения секвенирования с целью анализа нуклеотидной последовательности полу-
ченных фрагментов ДНК, для оценки аналитической специфичности разработанной 
методики [11]. 

Сиквенс-анализ проводили с использованием набора реагентов BigDye Terminator 
Cycle Sequencing kit v3.1 (Applied Biosystems, США) и forward-праймера для каждого 
гена. Отсеквенированные фрагменты ДНК подвергались очистке с использованием 
DyeEx 2.0 Spin kit (Qiagen, Германия) и последующему электрофоретическому анали-
зу на генетическом анализаторе ABI Prism 310 (Applied Biosystems, США) [11]. 

Полученные данные о нуклеотидной последовательности образцов сравнивали 
с зарегистрированными последовательностями анализируемых генов в поисковой 

Таблица 1
Значения пороговых циклов, полученные при выполнении моноплексной ПЦР
Table 1
Threshold cycle values obtained from monoplex PCR

№ образца
Значения пороговых циклов (Ct) 
для гена COL1A1 для гена VDR

1
1.1 29,24 23,15
1.2 29,47 23,46

2
2.1 28,85 19,45
2.2 28,33 19,54

3
3.1 20,05 25,16
3.2 20,18 25,84

4
4.1 26,65 22,19
4.2 26,71 22,23

5
5.1 27,14 28,87
5.2 26,85 29,04

6
6.1 29,78 31,05
6.2 29,06 31,33

7
7.1 24,52 26,74
7.2 23,93 26,59

8
8.1 31,82 33,29
8.2 31,03 33,47

9
9.1 30,13 21,13
9.2 29,68 20,95

10
10.1 32,84 28,14
10.2 32,55 28,34
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онлайн-системе BLAST (www.ncbi.nlm.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/bl2.html) для иденти-
фикации принадлежности той или иной последовательности к определенному гену. 
Все анализируемые образцы имели 100%-ную гомологию с зарегистрированными в 
базе данных последовательностями, что свидетельствовало о 100%-ной специфич-
ности разработанной методики [11].

По результатам анализа кривых амплификации были выбраны два образца (№ 3, 7)  
для проведения оценки эффективности (Е) ПЦР-РВ для гена COL1A1 и два образца  
(№ 2, 9) для проведения оценки эффективности (Е) ПЦР-РВ для гена VDR, так как зна-
чения пороговых циклов амплификации для указанного гена в данных образцах 
были самыми низкими.

Для оценки эффективности протекания ПЦР проводили амплификацию 10-крат-
ных разведений образцов кДНК: с целью построения стандартной кривой. Концен-
трацию кДНК в неразведенном образце условно принимали за 100 и делали 2 раз-
ведения (10, 1). Амплификацию проб проводили в дублях.

При анализе результатов амплификации проводили построение стандартной 
кривой корреляции между значениями пороговых циклов Сt и log10 условной кон-
центрации кДНК для изучаемого гена. 

Для гена COL1A1 корреляция (R2) между значениями пороговых циклов Сt и log10 
условной концентрации кДНК в образце составила 0,997. Полученное значение эф-
фективности ПЦР составило 1,61. Для гена VDR корреляция (R2) между значениями 
пороговых циклов Сt и log10 условной концентрации кДНК в образце составила 
0,998. Полученное значение эффективности ПЦР составило 1,72.

Количественное определение house-keeping гена проводили в тех же образцах, 
в которых оценивали амплификацию исследуемых таргетных генов, для оценки кон-
центрации применяли плазмидный стандарт. Амплификацию всех проб проводили 
в дублях, для расчета коэффициента вариации использовали средние значения кон-
центраций.

В ходе оценки эффективности протекания реакции амплификации для выбранно-
го референсного гена HPRT1 было установлено, что при использовании подобран-
ных пар праймеров, зонда, состава реакционной смеси и условий амплификации 
(которые были использованы и для таргетных генов) рассчитанное значение эффек-
тивности протекания реакции для генов COL1A1 и VDR составило 1,67 и 1,63 соот-
ветственно. Сравнение эффективностей протекания реакции для референсного гена 
HPRT1 и исследуемых генов позволило сделать вывод о возможности проведения 
мультиплексной ПЦР для одновременной амплификации таргетного и референсно-
го генов в одной пробирке.

В ходе оптимизации мультиплексной ПЦР-РВ в одной пробирке одновременно 
амплифицировали исследуемый ген (COL1A1 или VDR) и референсный ген HPRT1. 
Детекцию таргетного гена проводили по каналу Green, так как зонды были мечены 
флуорофором FAM, а детекцию гена HPRT1 проводили по каналу Orange, так как зонд 
для него был мечен флуорофором ROX.

В пробирки для амплификации вносили: 19 мкл Platinum PCR SuperMix, 1,5 мкл 
смеси эквивалентных концентраций праймеров и зонда таргетного гена, 1,5 мкл сме-
си эквивалентных концентраций праймеров и зонда для гена HPRT1 и 3 мкл кДНК.

Для выбора оптимального режима амплификации при проведении мультиплекс-
ной ПЦР были опробованы 4 режима (табл. 2) с учетом оптимальной температуры  
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отжига праймеров и одновременной амплификации двух генов в одной пробир-
ке. Амплификацию проводили с использованием термоциклера Rotor-Gene-6000 
(Corbett research, Австралия).

Наилучший результат амплификации был достигнут при использовании режима 1.  
Значения пороговых циклов для гена COL1A1 находились в пределах от 19,55 до 
25,83, для референсного гена HPRT1 – от 21,86 до 27,99; для гена VDR – в пределах от 
3,58 до 29,12, для референсного гена HPRT1 – от 22,54 до 29,38.

Для апробации разработанного метода расчет уровней нормализованной экс-
прессии (УНЭ) таргетного гена (табл. 3) осуществляли по формуле.

Анализ результатов, полученных в ходе оптимизации мультиплексной ПЦР-РВ, 
позволил сделать вывод, что усовершенствованный метод можно использовать для 
одновременной амплификации таргетного гена COL1A1 и референсного гена HPRT1, 
а также таргетного гена VDR и референсного гена HPRT1. Полученные с использо-
ванием усовершенствованного метода данные оказалось возможным использо-
вать для расчета процента уровня нормализованной экспрессии генов COL1A1 и 
VDR. Рассчитанные значения процента уровня нормализованной экспрессии генов  

Таблица 2
Тестируемые программы амплификации
Table 2
Tested amplification programs

Режим № Программа амплификации

1
1 цикл: 95 °С – 15 мин.; 
50 циклов: 95 °С – 20 с., 58 °С – 20 с., 72 °С – 15 с.; 
1 цикл: 72 °С – 10 мин.

2
1 цикл: 95 °С – 10 мин.; 
45 циклов: 95 °С – 20 с., 58 °С – 20 с., 72 °С – 15 с.; 
1 цикл: 72 °С – 10 мин.

3
1 цикл: 94 °С – 10 мин.; 
45 циклов: 94 °С – 20 с., 58 °С – 20 с., 72 °С – 20 с.; 
1 цикл: 72 °С – 10 мин.

4
1 цикл: 94 °С – 15 мин.; 
50 циклов: 94 °С – 20 с., 58 °С – 20 с., 72 °С – 20 с.; 
1 цикл: 72 °С – 10 мин.

Таблица 3
Значения пороговых циклов и УНЭ для гена COL1A1 и VDR
Table 3
Threshold cycles values and normalized gene expression levels for COL1A1 and VDR genes

Ген
Значения пороговых циклов (Ct) для образцов
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

COL1A1 25,18 25,33 19,55 23,94 22,27 23,00 21,23 20,32 24,79 25,83
HPRT1 27,99 23,34 21,86 23,67 22,03 23,85 22,52 23,32 23,35 27,42
% УНЭ 14,26 397,24 20,17 20,58 118,10 55,48 40,90 12,50 271,32 33,22
VDR 18,79 21,56 13,51 3,58 19,26 26,11 29,12 27,73 25,54 28,09
HPRT1 23,18 26,48 22,54 27,11 26,94 25,63 29,38 22,97 23,59 24,42
% УНЭ 4,77 3,30 0,19 0,00 0,49 139,47 83,51 2709,58 386,37 1272,86
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находились в пределах от 12,50 до 397,24% (для гена COL1A1) и в пределах от 0,00 до 
2709,58% (для гена VDR).

На следующем этапе были проведены молекулярно-генетические исследования 
по определению уровней нормализованной экспрессии генов COL1A1 и VDR непо-
средственно в образцах биологического материала (соскоб клеток эпителия рото-
вой полости) пациенток с воспалительными заболеваниями периодонта.

На основании выполненных молекулярно-генетических исследований установ-
лено, что уровни нормализованной экспрессии гена COL1A1 для группы 1 составили 
Ме (Q25/75) 123,54 (95,69/179,71)%, для группы 2 – 46,05 (20,59/126,08)%, для груп-
пы 3 – 22,38 (11,66/52,12)%, для группы 4 – 35,60 (14,95/215,21)%, для группы 5 – 338,70 
(232,95/499,33)% (рис. 1).

Использование непараметрического критерия Манна – Уитни позволило сделать 
вывод о наличии статистически достоверных различий между некоторыми исследу-
емыми группами (табл. 4).

Рис. 1. Уровни нормализованной экспрессии гена COL1A1 в биологическом материале пациентов 
с воспалительными заболеваниями периодонта
Fig. 1. Normalized gene expression levels for COL1A1 gene in the biological material of patients 
with inflammatory periodontal diseases
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Таблица 4
Статистические параметры критерия Манна – Уитни
Table 4
Statistical parameters of the Mann-Whitney test

Сравниваемые группы Показатель Z Показатель p
1-2 –2,638 0,008
1-3 –4,631 <0,001
1-4 –1,781 0,075
1-5 –4,168 <0,001
2-3 –1,746 0,081
2-4 –0,192 0,848
2-5 –4,547 <0,001
3-4 –1,162 0,245
3-5 –4,965 <0,001
4-5 –3,087 0,002

Рис. 2. Уровни нормализованной экспрессии гена VDR в биологическом материале пациентов 
с воспалительными заболеваниями периодонта
Fig. 2. Normalized gene expression levels for VDR gene in the biological material of patients 
with inflammatory periodontal diseases
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Таким образом, на основании проведенного статистического анализа установле-
но наличие достоверных (p<0,05) различий между обследуемыми группами, за ис-
ключением групп 1-4, 2-3, 2-4 и 3-4.

Затем были проведены аналогичные исследования по определению уровней 
нормализованной экспрессии гена VDR. Для группы 1 значения Ме (Q25/75) соста-
вили 25,61 (10,16/50,35)%, для группы  2 – 28,79 (6,68/73,05)%, для группы  3 – 36,07 
(10,42/82,44)%, для группы 4 – 35,67 (12,67/82,84)%, для группы 5 – 22,47 (9,74/45,56)% 
(рис. 2).

При использовании непараметрического критерия Манна – Уитни установлено 
отсутствие статистически значимых (p<0,05) достоверных различий по анализируе-
мому признаку для всех групп.

	� ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты выполненного исследования легли в основу усовершенствования 

молекулярно-генетического метода определения уровней нормализованной экс-
прессии генов COL1A1 и VDR. Показано, что подобранные нуклеотидные последо-
вательности пар праймеров и молекулярных зондов, меченных флуоресцентными 
красителями, позволяют проводить амплификацию генов COL1A1 и VDR, а также 
гена человека HPRT1 с применением ПЦР в режиме реального времени с обратной 
транскрипцией в мультиплексном формате. В ходе определения аналитических ха-
рактеристик установлено, что аналитическая специфичность амплификации генов 
COL1A1 и VDR составляет 100% соответственно.

Для стандартизации ПЦР в режиме реального времени с обратной транскрипцией 
в качестве референсного гена для определения уровней экспрессии генов COL1A1 
и VDR был выбран ген HPRT1 (hypoxanthine phosphoribosyltransferase human), так как 
именно для него было установлено наиболее низкое значение коэффициента ва-
риации.

Анализ полученных результатов позволил сделать вывод о том, что усовершен-
ствованный метод, основанный на использовании мультиплексной ПЦР в режиме 
реального времени, специфических пар праймеров и зондов, можно использовать 
для одновременной амплификации таргетного гена (COL1A1 и VDR) и референсного 
гена HPRT1 при определении уровней нормализованной экспрессии указанных ге-
нов в биологическом материале пациентов с заболеваниями периодонта.

При клинической апробации усовершенствованного метода рассчитаны коли-
чественные показатели уровней нормализованной экспрессии генов COL1A1 и VDR 
в образцах биологического материала пациентов с воспалительными заболевани-
ями периодонта. Использование непараметрических методов статистического ана-
лиза позволило установить отсутствие (p>0,05) статистически значимых достовер-
ных различий в уровнях нормализованной экспрессии гена VDR, тогда как для гена 
COL1A1 такие различия установлены (p<0,05), за исключением случаев сравнения 
пациентов с хроническим гингивитом (группа 1), хроническим периодонтитом (груп-
па 2) и хроническим сложным периодонтитом (группа 3) с пациентами со сложным 
агрессивным периодонтитом (группа 4), а также при сравнении полученных данных 
по уровням нормализованной экспрессии между пациентами с хроническим перио-
донтитом (группа 2) и хроническим сложным периодонтитом (группа 3).
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Резюме ___________________________________________________________________________________________________ 

Цель. Определить информативность иммунодиагностического теста, основанного 
на высвобождении гамма-интерферона Т-клетками крови, в диагностике латентной 
туберкулезной инфекции. 
Материалы и методы. В исследование включено 1815 пациентов, которым прове-
дено тестирование на инфицирование микобактериями туберкулеза с использова-
нием теста QFT-plus (Qiagen, Германия), выполненное в РНПЦ пульмонологии и фти-
зиатрии в период 2019–2022 гг. при проведении дифференциальной диагностики с 
легочной и внелегочной формами туберкулеза.
Результаты. Тестирование с помощью теста QFT-plus выявило инфицирование ми-
кобактериями туберкулеза у 23,69% (95% ДИ 21,7–25,6) лиц со значительной вариа-
бельностью частоты инфицирования в разных возрастных группах с наиболее высо-
кой частотой в группах пациентов в возрасте 0–20 лет и 61–70 лет (21,16% (95% ДИ 
17,3–25,0) и 18,37% (95% ДИ 14,7–22,0) соответственно). В когорте пациентов с поло-
жительными результатами теста QFT-plus после клинико-рентгенологического и ла-
бораторного обследования латентная туберкулезная инфекция выявлена у 58,46% 
пациентов. Выявлены статистически значимые различия частоты латентной туберку-
лезной инфекции у пациентов с различными хроническими соматическими заболе-
ваниями по сравнению с пациентами без сопутствующих заболеваний (75,44% (95% 
ДИ 70,6–85,7) и 24,56% (95% ДИ 16,7–32,5) соответственно (χ2=59,018; р<0,001)).
Заключение. Тест QFT-plus обеспечивает точность и эффективность тестирования 
на инфицирование M.  tuberculosis за счет клеточно-опосредованного иммунного 
ответа как CD4+ Т-клетками, так и CD8+ Т-клетками. QFT-plus не позволяет диффе-
ренцировать латентную и активную туберкулезную инфекцию. В то же время приме-
нение теста позволяет идентифицировать пациентов для углубленного обследова-
ния с целью выявления латентной туберкулезной инфекции и проведения лечения  
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в группах высокого риска развития латентного туберкулеза, что будет способство-
вать снижению заболеваемости туберкулезом.
Ключевые слова: туберкулезная инфицированность, тест, основанный на высво-
бождении гамма-интерферона, латентная туберкулезная инфекция, группы риска, 
диагностика латентного туберкулеза
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Abstract ___________________________________________________________________________________________________ 

Purpose. To determine the informative value of the immunodiagnostic test based on the 
release of gamma-interferon by T-cells of the blood in the diagnosis of latent tuberculosis 
infection.
Materials and methods. The study included 1815 patients who were tested for MBT 
infection using the QFT-plus test (Qiagen, Germany), performed at the Republican 
Scientific and Practical Center for Pulmonology and Phthisiology in the period 2019–2022 
during differential diagnosis with pulmonary and extrapulmonary forms of tuberculosis.
Results. Testing with the QFT-plus test revealed MBT infection in 23,69% (95% CI 21,7–25,6) 
of individuals, with the presence of variability in the frequency of infection in different age 
groups with the highest frequency in groups of people aged 0–20 years and 61–70 years 
(21,16% (95% CI 17,3–25,0) and 18,37% (95% CI 14,7–22,0 respectively)). In the cohort of 
patients with QFT-plus test results after clinical, radiological and laboratory studies, latent 
tuberculosis infection (LTBI) was detected in 58,46% of patients. Statistically significant 
rates of LTBI were found in patients with chronic somatic diseases compared with patients 
without concomitant diseases (75,44% (95% CI 70,6–85,7) and 24,56% (95% CI 16,7–32,5) 
respectively (χ2=59,018; p<0,001)).
Conclusion. The QFT-plus assay provides accuracy and efficiency in testing for 
M.tuberculosis infection through a cell-mediated immune response from both CD4+ 
Т-cells and CD8+ T-cells. QFT-plus does not allow differentiation between latent and active 
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	� ВВЕДЕНИЕ
Контакт с микобактериями туберкулеза (МБТ) может привести к инфицированию 

макроорганизма человека, не проявляющегося клинико-рентгенологическими сим-
птомами активного туберкулезного процесса. Единственным показателем состояния 
инфицирования МБТ является развитие стойкого иммунного ответа на стимуляцию 
антигенами МБТ при отсутствии клинико-рентгенологических проявлений активно-
го туберкулеза, определяемое в настоящее время как латентная туберкулезная ин-
фекция (ЛТБИ) [1].

ЛТБИ – состояние, при котором МБТ длительное время присутствуют в макроор-
ганизме человека в «дремлющем» состоянии, обуславливая положительную реак-
цию на туберкулезные антигены.

По оценкам ВОЗ, 1/3 населения планеты инфицирована возбудителем туберку-
леза. Без лечения от 5 до 10% инфицированных лиц в какой-то момент своей жизни 
заболевают активными формами туберкулеза и становятся источником распро-
странения инфекции. ВОЗ признает, что основополагающим фактором для эффек-
тивной борьбы с туберкулезом является точное определение и лечение не только 
активной формы заболевания, но и ЛТБИ, что крайне важно для снижения тубер-
кулезной нагрузки в обществе и предотвращения дальнейшего распространения 
заболевания [1]. 

До недавнего времени единственным убедительным свидетельством инфици-
рования МБТ без признаков активного туберкулеза являлась реакция гиперчув-
ствительности замедленного типа, которая проявляется положительной реакций 
на туберкулин. Постановка туберкулиновой пробы Манту 2 ТЕ ППД-Л позволяет 
выявить иммунитет и специфическую сенсибилизацию организма, обусловленные 
как инфицированием МБТ, так и введением вакцины БЦЖ, что не дает возможности 
проведения точного тестирования на туберкулезную инфекцию. В последние годы 
были внедрены в практику новые диагностические тесты, такие так Диаскинтест с 
рекомбинантным туберкулезным аллергеном и тесты, основанные на высвобожде-
нии гамма-интерферона (Interferon Gamma Release Assay – IGRA-тесты), или подсчет 
количества лимфоцитов в ответ на стимуляцию специфическими антигенами МБТ, 
позволяющие более точно диагностировать ЛТБИ, особенно у вакцинированных 
лиц. Наиболее значимыми антигенами МБТ являются ранний секретируемый анти-
ген – ESAT-6 (early secretory antigenic target 6), белок клеточного фильтрата – CFP-10 
(culture filtrate protein 10) и пептид ТВ 7.7, которые кодируются геном RD1 (region of 
difference 1) генома M.  tuberculosis. Указанные антигены отсутствуют в вакцинном 
штамме M. bovis BCG и у пациентов с выделением нетуберкулезных микобактерий, 
за исключением M. kansasii, M. szulgai, M. marinum. 

TB infection. At the same time, the use of the test makes it possible to identify patients for 
in-depth examination in order to detect LTBI and provide treatment in groups at high risk 
of developing latent tuberculosis, which will help reduce the incidence of tuberculosis.
Keywords: tuberculosis infection, interferon-gamma release test, latent tuberculosis 
infection, risk groups, diagnosis of latent tuberculosis
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В то же время IGRA-тесты, в частности QuantiFERON-TB Gold, отличаются мень-
шей чувствительностью у иммунокомпрометированных лиц и у детей младшего 
возраста [2], а также низкой корреляцией с риском прогрессирования активного 
туберкулеза [3].

Тест-система QuantiFERON-TB Gold Plus (QFT-plus) представляет собой новую бо-
лее совершенствованную версию QuantiFERON-TB Gold, обеспечивая более точную 
оценку клеточно-опосредованного иммунного ответа на туберкулезную инфекцию 
как CD4+, так и CD8+ T-клетками на множественные антигены с количественной 
оценкой результатов и высокой чувствительностью (95%) и специфичностью (98%). 

Тест-система QFT-plus, основанная на принципах контакта лимфоцитов крови с 
высокоспецифическими антигенами ESAT-6, CFP-10, ТВ 7.7, включает пробирки TB1 
для определения клеточного иммунного ответа CD4+-лимфоцитов (Т-хелперов) и 
TB2 (что позволяет одновременно оценить CD4+ и CD8+ T-клеточный ответ), нулевую 
контрольную пробирку (Nil) – для контроля фоновых реакций и пробирку с митоге-
ном (Mitogen) – положительный контроль. 

Высокий процент ложноположительных результатов туберкулиновых проб  
(до 40%) по сравнению с результатами IGRA-тестов ведет к значительным финансовым 
затратам на дообследование туберкулиноположительных лиц. Применение тестов, 
основанных на высвобождении гамма-интерферона, обуславливает более точную 
диагностику ЛТБИ за счет повышения диагностической чувствительности и специ- 
фичности исследования. Точная диагностика ведет к снижению количества лиц с 
ложноположительными результатами и, соответственно, к снижению финансовых 
затрат на лечение пациентов с латентной туберкулезной инфекцией. 

	� ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Определить информативность иммунодиагностического теста, основанного на 

высвобождении гамма-интерферона Т-клетками крови, в диагностике латентной  
туберкулезной инфекции. 

	� МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Проведен ретроспективный анализ результатов тестирования на инфицирова-

ние МБТ в различных выборках лиц с использованием теста QFT-plus (Qiagen, Гер-
мания), выполненных в РНПЦ пульмонологии и фтизиатрии в период 2019–2022 гг. 

Тестирование проводилось у лиц, направленных к фтизиатру для обследования 
и/или на консультацию, и у пациентов, которым требовалась дифференциальная 
диагностика с легочной и внелегочной формами туберкулеза, согласно инструкции 
производителя. Группы лиц были стратифицированы по возрасту без учета факто-
ров риска и ВИЧ-инфицирования.

Результаты теста интерпретировались согласно критериям, установленным про-
изводителем тест-системы. Результат теста QFT-plus считается положительным (на-
личие инфекции M.  tuberculosis), если значения IFN-γ в любых пробирках (ТВ1 или 
ТВ2) значительно превышают значение IFN-γ в нулевой контрольной пробирке,  
т.  е. ТВ1 минус Nil ≥0,35 МЕ/мл и ≥25% Nil МЕ/мл. При отрицательном результате  
(отсутствие инфекции M. tuberculosis) значение ТВ1 или ТВ2 минус значение нулевой 
пробы должно быть <0,35 МЕ/мл или ≥0,35 МЕ/мл и <25% Nil МЕ/мл значения нуле-
вой пробирки. Слабый ответ на митоген <0,5 МЕ/мл при отрицательных реакциях ТВ1 
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и ТВ2 указывает на сомнительный результат, который в большинстве случаев связан 
с нарушением взятия и транспортировки образцов. Уровень гамма-интерферона 
определялся методом ELISA, что обеспечивало измерение иммунного Т-клеточного 
ответа на МБТ.

Для исключения активного туберкулеза все лица с положительными результа-
тами теста QFT-plus были обследованы клинически и рентгенологически (обзорная 
рентгенограмма или компьютерная томография органов грудной клетки). 

Статистическую обработку материала производили с использованием програм-
мы Statistica 10.0. Использовали метод доверительных интервалов (95% ДИ) и крите-
рий χ2 Пирсона. Различия в сравниваемых группах считали статистически значимы-
ми при p<0,05.

	� РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
За период 2019–2022 гг. проведено тестирование инфицирования МБТ 1815 паци-

ентам в возрасте от 3 до 93 лет (соотношение мужчин и женщин 1:1,3). Положитель-
ные результаты теста QFT-plus были получены у 23,69% (430/1815; 95% ДИ 21,7–25,6) 
пациентов. 

Анализ результатов IGRA-тестирования инфицирования МБТ в зависимости от 
возраста пациентов выявил значительную вариабельность частоты инфицирования 
в разных возрастных группах. Лица в возрасте 0–20 лет составили 21,16% (91/430; 
95% ДИ 17,3–25,0), 21–30 лет – 9,53% (41/430; 95% ДИ 6,8–12,3), 31–40 лет – 14,65% 
(63/430; 95% ДИ 11,3–17,9), 41–50 лет – 12,09% (52/430; 95% ДИ 9,0–15,2), 51–60 лет –  
12,79% (55/430; 95% ДИ 9,6–15,9), 61–70 лет – 18,37% (79/430; 95% ДИ 14,7–22,0), 71– 
80 лет – 8,60% (37/430; 95% ДИ 5,9–11,3), 81–90 лет и старше – 2,79% (12/430; 95%  
ДИ 1,2–4,4) (табл. 1).

По данным IGRA-тестирования, высокий удельный вес инфицирования отмечен в 
возрастной группе до 20 лет, в возрасте от 21 до 30 лет инфицирование МБТ сохра-
няется, но на невысоких уровнях, однако к 61–70 годам число лиц, инфицированных 
МБТ, достоверно возрастает до 18,37% (79/430) по сравнению с другими возрастны-
ми группами старше 20 лет, за исключением группы лиц в возрасте 31–40 лет. Среди 
лиц пожилого возраста старше 70 лет и вплоть до 80 лет инфицированность сохра-
няется, но на более низких уровнях. Самая низкая инфицированность МБТ отмечена 
в возрастной группе 81–90 лет и старше – 2,79% (12/430; 95% ДИ 1,2–4,4).

Анализ количественных показателей продукции гамма-интерферона в когор-
те пациентов с положительными результатами теста QFT-plus (n=254) показал, 
что величина продукции гамма-интерферона на стимуляцию CD4+ Т-клеток (ТВ1) 
и одновременно СD4+ и CD8+ Т-клеток (ТВ2) варьировала в широких пределах  
от 0,35 МЕ/мл до 10 МЕ/мл. 

Высокие значения уровня продукции гамма-интерферона одновременно в ТВ1 и 
ТВ2 установлены в 81,88% (208/284) случаев. Выявлена разница между величинами 
продукции гамма-интерферона для TB1 и TB2 у 46 пациентов (18,11%, 46/254), обу-
словленная более значительным одновременным CD4+ и СD8+ Т-клеточным иммун-
ным ответом (ТВ2) либо ответом только CD4+ Т-клеток (ТВ1).

Повышенная продукция гамма-интерферона при комбинированной стимуля-
ции СD4+ и СD8+ Т-клеток (ТВ2) определялась у 47,82% (22/46) пациентов при более 
низких значениях гамма-интерферона на стимуляцию только СD4+ Т-клеток (ТВ1).  
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Таблица 1
Возрастная характеристика лиц с положительным результатом теста QFT-plus за период 2019–
2022 гг.
Table 1
Age characteristics of individuals with a positive QFT-plus test result for the period 2019–2022

П
ок

аз
ат

ел
ь

Ко
л-

во
 Q

FT Кол-во 
положи-
тельных 
результа-
тов

Возраст, абс. ч., %, 95% ДИ

0–20 21–30 31–40 41–50 51–60 61–70 71–80 81–90  
и старше

1 2 3 4 5 6 7 8

Аб
с.

18
15 430 91 41 63 52 55 79 37 12

%
 (9

5%
 Д

И
)

10
0

23,69
(21,7–25,6)

21,16
(17,3–25,0)

9,53
(6,8–12,3)

14,65
(11,3–17,9)

12,09
(9,0–15,2)

12,79
(9,6–15,9)

18,37
(14,7–22,0)

8,60
(5,9–11,3)

2,79
(1,2–4,4)

Примечания: достоверность: 2–6 – χ2=13,985 (р<0,001); 3–6 – χ2=2,159 (р=0,142); 4–6 – χ2=6,565 (р=0,011); 5–6 – χ2=5,092 
(р=0,025); 6–7 – χ2=17,578 (р<0,001) 6–8 – χ2=55,167 (р<0,001).

В то же время у 52,17% (24/46) пациентов была выявлена разница между значениями 
ТВ1 и ТВ2 с более высокой продукцией гамма-интерферона на стимуляцию только 
СD4+ Т-клеток (χ2=0,174; р=0,677).

В литературе широко обсуждается вопрос о клинической специфичности продук-
ции гамма-интерферона на стимуляцию одновременно CD4+ и CD8– Т-клеток мно-
жественными специфическими для МБТ антигенами. Считается, что CD8+ Т-клетки 
могут дать дополнительную клиническую информацию и чаще определяются у па-
циентов с активным туберкулезом по сравнению с ЛТБИ [4, 5] либо у недавно инфи-
цированных МБТ лиц [6].

По данным С.L. Day et al., 2011 [4], СD8+ Т-клетки коррелируют с увеличением ми-
кобактериальной нагрузки и обнаруживаются у пациентов с активным туберкулезом 
легких.

Комбинация стимуляции одновременно CD4+ Т-клеток (ТВ1) и CD4+ и CD8+ 
Т-клеток (ТВ2) в определенной степени повышает точность и улучшает диагностику 
ЛТБИ у пациентов с низкой продукцией IFN-γ CD4+ Т-клетками.

Таблица 2
Характеристика пациентов с положительным результатом теста QFT-plus (n=195)
Table 2
Characteristics of patients with a positive QFT-plus test result (n=195)

Показа-
тель

Кол-во поло-
жительных 
результатов

Активный 
туберкулез

Посттубер-
кулезные 
изменения

ЛТБИ,
всего

В т.ч. ЛТБИ

без сопут-
ствующих 
заболеваний

со множе-
ственными 
сопутствую-
щими забо-
леваниями

1 2 3 3.1 3.2
Абс. 195 73 8 114 28 86
% (95% 
ДИ) 100 37,43

(30,6–44,2)
4,10
(1,3–6,9)

58,46
(51,5–65,4)

24,56
(16,7–32,5)

75,44
(67,5–83,3)

Примечания: достоверность: 1–3 – χ2=17,270 (р<0,001); 3.1–3.2 – χ2=59,018 (р<0,001).

Оценка эффективности скрининга латентной туберкулезной инфекции  
с помощью теста, основанного на высвобождении гамма-интерферона
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Получены доказательства участия Т-клеток CD8+ в защите организма от 
M. tuberculosis путем секреции IFN-γ и других факторов, активирующих макрофаги, 
подавляющие рост M. tuberculosis [7].

В когорте пациентов с положительными результатами теста QFT-plus (n=195) по-
сле клинико-рентгенологического и лабораторного обследования ЛТБИ выявля-
лась у 58,46% лиц (114/195, 95% ДИ 51,5–65,4), по сравнению с активным туберку-
лезом – 37,43% (73/195, 95% ДИ 30,6–44,2) (χ2=17,270; р<0,001), посттуберкулезные 
изменения установлены у 4,10% (8/195; 95% ДИ 1,3–6,9) обследованных пациентов. 
ЛТБИ чаще выявлялась у пациентов с различными хроническими соматическими 
заболеваниями по сравнению с лицами без сопутствующих заболеваний – 75,44% 
(86/114; 95% ДИ 67,5–83,3) против 24,56% (28/114; 95% ДИ 16,7–32,5) соответственно 
(χ2=59,018; р<0,001) (табл. 2).

	� ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Тестирование инфицирования МБТ группы лиц, стратифицированных по воз-

расту, на основе теста количественной оценки состояния иммунного Т-клеточного 
ответа на стимуляцию специфическими антигенами выявило инфицирование МБТ у 
23,69% пациентов. Наиболее высокая частота инфицирования отмечена в возраст-
ных группах 0–20 и 61–70 лет.

Тест QFT-plus позволяет оценить выраженность клеточно-опосредованного им-
мунного ответа на инфицирование M. tuberculosis как для CD4+ Т-клеток, так и для 
CD8+ Т-клеток за счет введения новой пробирки ТВ2, что обеспечивает точность и 
эффективность тестирования. Выявление несоответствия в величинах продукции 
IFN-γ в пробирках ТВ1 и ТВ2 позволяет клиницисту получить дополнительную ин-
формацию о туберкулезной инфицированности у лиц с нарушением иммунной 
функции CD4+ Т-лимфоцитов (ВИЧ-инфицированные, лица, принимающие иммуно-
супрессивную терапию).

Выполнение теста QFT-plus не предоставляет возможности дифференцировать 
латентный и активный туберкулез. Установить или исключить диагноз активного 
туберкулеза возможно только в совокупности с рентгенологическими и други-
ми клинико-лабораторными данными. В то же время применение теста позволяет 
идентифицировать пациентов для углубленного обследования с целью выявления 
латентного туберкулеза и проведения терапии ЛТБИ в группах высокого риска, что 
делает целесообразным включение QFT-теста в диагностический комплекс фтизиа-
трического обследования.

_________________________________________________________________________________________________
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Цель. Разработка клинической фармакодинамической оценки эффективности декс-
медетомидина на основе мониторинга функциональных параметров автономной 
нервной, гормональной и иммунологической реактивности организма пациентов 
при проведении интенсивной терапии.
Материалы и методы. В исследование включено 16 пациентов, поступивших в ле-
чебно-профилактическое учреждение в периоде более 21 суток после состоявше-
гося острого нарушения мозгового кровообращения либо травмы головного мозга 
(мужчин – 13, женщин – 3, средний возраст – 49,25±5,02 года). Фармакодинамический 
тест выполнен на 21–30-е сутки развития повреждения головного мозга с внутривен-
ным применением дексмедетомидина при начальной скорости инфузии 0,66–1,11 
мкг/кг/ч в течение 180 минут (суммарно 200 мкг, 0,01% – 2,0 мл). Затем внутривенная 
инфузия дексмедетомидина проводилась со скоростью введения 0,14–0,28 мкг/кг/ч 
в течение 24 часов (суммарно 400 мкг, 0,01% – 4,0 мл). При фармакодинамическом 
тесте регистрировали функциональную активность автономной нервной системы 
по параметрам вариабельности ритма сердца исходно, через 90, 180 минут и спу-
стя 24 часа от начала применения препарата. Критерием начала инфузии препарата 
дексмедетомидина (фирма Orion Pharma, Финляндия) служили электрофизиологи-
ческие показатели вариабельности ритма сердца, характерные для симпатической 
гиперреактивности (использовались 5-минутные записи кардиоинтервалов). Сим-
патическая гиперактивность принималась в пределах значений для SDNN <4,54 мс, 
для RMSSD <2,25 мс, для pNN50% <0,109%, для SI >900 н. е. (нормализованные ед.), 
для TP <200 мс2. Исходно и спустя 24 часа от начала применения препарата опреде-
ляли содержание в сыворотке крови TNF-α, IL-6, кортизола, свободного миоглобина, 
С-реактивного белка, прокальцитонина, подклассов Т-лимфоцитов CD(3)(+) – зрелые 
лимфоциты, CD(4)(+)- Т-хелперы, CD(8)(+) – Т-лимфоциты, CD(4)(+)/CD(8)(+); CD(16)(+) 
киллеры.
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Результаты. Дексмедетомидин устраняет симпатическую гиперактивность (па-
раметры: SDNN, RMSSD, pNN50%, SI, TP), снижает уровень провоспалительных ци-
токинов крови (TNF-α, IL-6), маркеров системного воспаления (прокальцитонин, 
С-реактивный белок), уменьшает концентрацию стресс-гормона коры надпочечни-
ков (кортизол), тканевую гипоксию (свободный миоглобин) и снижает избыточную 
цитотоксическую функцию лимфоцитов.
Заключение. Разработанная схема достаточна для объективной оценки и раскры-
тия свойств дексмедетомидина по поддержанию гомеостаза организма.
Ключевые слова: фармакодинамический тест, вариабельность ритма сердца, декс-
медетомидин, миоглобин, кортизол, прокальцитонин
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Abstract ___________________________________________________________________________________________________ 

Purpose. Development of clinical pharmacodynamic evaluation of dexmedetomidine 
efficacy based on monitoring of functional parameters of autonomic nervous, hormonal 
and immunological reactivity of patients during intensive therapy.
Materials and methods. The study included 16 patients (men – 13, women – 3, 
average age – 49.25±5.02), over 21 days with the consequences brain damage. A single 
pharmacodynamic test was performed on the 20–30th day of the development of head 
injury, after the end of the acute period of development of cerebrovascular pathology 
with the intravenous use of dexmedetomidine with an initial IV infusion rate of 0.66–1.11 
μg/kg/h for 180 minutes (total 200 μg, 0.01% – 2.0 ml). Then the intravenous infusion of 
dexmedetomidine was carried out at a rate of 0.14–0.28 μg/kg/h for 24 hours (total 400 μg,  
0.01% – 4.0 ml). The dosages of the pharmacodynamic test correspond to the dosages 
of the State Register of Medicines. The pharmacodynamic test recorded the functional 
activity of the autonomic nervous system (ANS) according to the parameters of the heart 
rate variability (HRV) initially, after 90, 180 minutes and after 24 hours from the start of 
the drug use. Patients with a permanent form of atrial fibrillation were excluded from 
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the study. The criterion for starting the infusion of dexmedetomidine (Orion Pharma, 
Finland) was the electrophysiological indicators of HRV characteristic of sympathetic 
hyperactivity (5-minute recordings of RR intervals were used). HRV parameters were 
recorded initially, at the 90th and 180th minutes of application, and 24 hours after the 
start of the drug infusion. Sympathetic hyperactivity was taken within the values for 
SDNN <4.54 ms; for RMSSD <2.25 ms; for pNN50% <0.109%; for TP <200 ms2. To verify 
sympathetic hyperactivity, norm or parasympathetic hyperactivity, at least 3 out of 4 HRV 
parameters must be within the specified limits. Blood serum parameters were recorded at 
baseline and 24 hours after the start of the drug administration TNF-α, IL-6, cortisol, free 
myoglobin, C-reactive protein, procalcitonin, subclasses of T-lymphocytes CD (3) (+) –  
mature lymphocytes, CD (4) (+) – T-helpers, CD (8) (+) – T-lymphocytes, CD (4) (+) / CD (8) 
(+); CD (16) (+) killers.
Results. Dexmedetomidine shows the elimination of sympathetic hyperactivity (HRV 
parameters: SDNN, RMSSD, pNN50%, TP), reduces the level of pro-inflammatory blood 
cytokines (TNF-α, IL-6), markers of systemic inflammation (procalcitonin, C-reactive 
protein), reduces the concentration of stress hormone of the adrenal cortex (cortisol) and 
tissue hypoxia (free myoglobin). Dexmedetomidine simulates T and B cell immunity by 
decreasing the excessive cytotoxic function of lymphocytes. 
Conclusion. Dexmedetomidine in a clinical pharmacodynamic test normalizes the 
neuroendocrine response and homeostasis of the body.
Keywords: pharmacodynamic test, heart rate variability, dexmedetomidine, myoglobin, 
cortisol, procalcitonin

	� ВВЕДЕНИЕ
Поддержание гомеостаза при остром и хроническом критическом состоянии 

обеспечивается взаимодействием автономной нервной, гормональной и иммунной 
систем [1, 2]. Адаптационный ответ организма проявляется балансом возникающих 
клинических синдромов, важнейшими из которых являются синдром системного 
воспалительного ответа – ССВО (SIRS – systemic inflammatory response syndrome), ком-
пенсаторный противовоспалительный ответный синдром (CARS – the compensatory 
anti-inflammatory response syndrome), синдром высвобождения цитокинов (CRS  – 
cytokine release syndrome), активация холинергического противовоспалительно-
го пути (cholinergic anti-inflammatory pathway  – CAP), синдром стойкого воспале-
ния-иммуносупрессии и катаболизма (persistent inflammation-immunosuppression 
and catabolism syndrome – PICS) [3, 4]. Каскад возникающих при данных синдромах 
реакций приводит (либо не приводит) к появлению изолированной (single-organ 
respiratory failure  – acute respiratory distress syndrome, ARDS) или множественной 
органной недостаточности (мультисистемная недостаточность органов  – multiple 
organ failure (MOF)). Очевидно, что необходимым элементом оценки эффективности 
интенсивной терапии является фармакодинамическое тестирование того или ино-
го метода лекарственной терапии исходя из анализа параметров, составляющих 
стресс-ответ организма [5–8].

Многокомпонентный тест оценки эффективности дексмедетомидина  
как средства подавления симпатической гиперактивности при интенсивной терапии
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	� ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Разработка метода фармакодинамической оценки эффективности дексмедето-

мидина на основе одновременного мониторинга функциональных параметров ав-
тономной нервной, гормональной и иммунологической реактивности у пациентов 
при интенсивной терапии.

	� МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследование включено 16 пациентов (мужчин – 13, женщин – 3, средний воз-

раст – 49,25±5,02 года) в период более 21 суток с последствиями черепно-мозговой 
травмы (ЧМТ) (n=2), острого нарушения мозгового кровообращения (ОНМК) (n=11), 
аноксического повреждения головного мозга (n=1), субарахноидального кровоиз-
лияния (n=2). В  исследование включены пациенты с показателями симпатической 
гиперактивности по данным анализа вариабельности ритма сердца; возраст от  
18 лет. Критериями исключения являлись: острый период повреждения головного 
мозга, кардиогенный шок, постоянная форма фибрилляции предсердий.

Фармакодинамический тест внутривенного введения дексмедетомидина вы-
полнен на 21–30-е сутки интенсивной терапии и развития повреждения головно-
го мозга. Начальная скорость в/в инфузии лекарственного препарата составила  
0,66–1,11 мкг/кг/ч в течение 180 минут (суммарно 200 мкг, 0,01% – 2,0 мл). Затем в/в 
инфузия дексмедетомидина проводилась со скоростью введения 0,14–0,28 мкг/кг/ч 
в течение 24 часов (суммарно 400 мкг, 0,01% – 4,0 мл). Дозировки фармакодинамиче-
ского теста соответствуют дозам Государственного реестра лекарственных средств. 
Электрофизиологические и лабораторные показатели крови фиксировались ис-
ходно, через 90 минут, 180 минут и 24 часа от момента начала инфузии препарата.  
При фармакодинамическом тесте регистрировали:
1)	 функциональную активность АНС по параметрам вариабельности ритма сердца 

(ВРС), для чего использовались 5-минутные записи кардиоинтервалов (прибор 
Полиспектр-8 ЕХ, фирма «Нейрософт», Россия). Регистрировали следующие пока-
затели ВРС: SI – стресс-индекс Баевского (индекс напряжения) в нормализованных 
единицах (н. е.); SDNN – среднеквадратичное отклонение R-R кардиоинтервалов 
в мс; rMSSD – среднеквадратичное отклонение разности двух смежных отсчетов 
R-R кардиоинтервалов в мс; pNN50% – доля R-R кардиоинтервалов в процентах, 
отличающихся от предыдущего более чем на 50 мс; TP – общая мощность спектра 
частот в мс2.
Критерием начала инфузии препарата дексмедетомидина (фирма Orion Pharma, 

Финляндия) служили электрофизиологические показатели ВРС, характерные для 
симпатической гиперреактивности. 

О симпатической гиперактивности судили по значениям для SDNN <4,54 мс, для 
RMSSD <2,25 мс, для pNN50% <0,109%, для SI >900 н. е. (нормализованные ед.), для 
TP <200  мс2. Норма параметров ВРС принималась в пределах значений для SDNN 
[13,31–41,4  мс], для RMSSD [5,78–42,3  мс], для pNN50% [0,110–8,1%], для SI [80–900 
н.  е.], для TP [200–2000  мс2]. Парасимпатическая гиперактивность принималась 
в пределах значений для SDNN >41,5  мс, для RMSSD >42,4  мс, для pNN50% >8,1%,  
для SI <80 н.  е., для TP >2000 мс2. Для верификации симпатической гиперактивно-
сти, нормы или парасимпатической гиперактивности в указанных пределах должны 
быть как минимум 3 из 5 параметров ВРС;
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2)	 показатели провоспалительной цитокиновой активности сыворотки крови 
(TNF-α, IL-6) – с использованием иммунохимической системы IMMULITE 2000XPi 
(Siemens Healthcare Diagnostics, Германия);

3)	 концентрацию в сыворотке крови кортизола, прокальцитонина, миоглобина – на 
автоматическом иммунофлуоресцентном анализаторе Vidas (bioMerieux SA, Био-
Мерье, Франция);

4)	 оценка субпопуляционного спектра (дисбаланса) лимфоцитов включала в себя 
определение исходно и через 24  часа применения препарата содержания 
подклассов Т-лимфоцитов: CD(3)(+)  – зрелые лимфоциты, CD(4)(+)- Т-хелперы,  
CD(8)(+) – Т-лимфоциты, обладающие супрессорно-цитотоксическими свойства-
ми, CD(4)(+)/CD(8)(+), CD(16)(+) киллеры – на проточном цитофлуориметре CyFlow 
Space (Partec, Германия);

5)	 концентрацию С-реактивного белка в сыворотке крови определяли исходно и 
через 24 часа применения препарата на биохимическом анализаторе Advia 1800 
(Siemens Healthcare Diagnostics, Германия).
Статистическая обработка полученных данных проведена с использованием 

программы MedCalc Software, версия 18.10.2. Достоверными признавались разли-
чия при p≤0,05. «Нулевая» гипотеза оценивалась с применением анализа дисперсий 
выборок (Anova-analysis of variance). Статистическая обработка полученных данных 
проведена с использованием t-критерия Стьюдента, регрессионно-корреляционно-
го анализа.

Исследование выполнено согласно Хельсинкской декларации и основам законо-
дательства Республики Беларусь и Российской Федерации об охране здоровья граж-
дан; одобрено комитетом по биомедицинской этике и деонтологии Центральной 
городской больницы имени М.П. Кончаловского.

	� РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Все пациенты, включенные в проведение фармакодинамического теста по дан-

ным электрофизиологического мониторинга ВРС, имели показатели, характерные 
для симпатической гиперактивности. Данные, полученные в ходе исследования, 
представлены в табл. 1–3. Очевидно, что дексмедетомидин вызывает снижение сим-
патической активности: отмечены рост pNN50%, SDNN, rMSSD, TP и снижение SI. Эф-
фекты симпатической ингибиции, вызываемой дексмедетомидином, носят возрас-
тающий по времени характер, максимальные изменения (уменьшение) активности 
симпатического звена АНС наблюдались через 24 часа после начала инфузии пре-
парата. Симпатолитическая терапия дексмедетомидина изменяет показатели марке-
ров воспаления в сыворотке крови  – С-реактивного белка, прокальцитонина, IL-6, 
TNF-α, значение которого было достоверно снижено относительно исходного при 
24-часовой постоянной инфузии дексмедетомидина (табл. 2). Кроме того, достовер-
но ниже от исходных при 24-часовой постоянной внутривенной инфузии дексмеде-
томидина концентрации в крови гормона коры надпочечников кортизола и уровень 
свободного миоглобина (табл. 2). С-реактивный белок крови – реактивный белок – 
относится к белкам острой фазы воспаления, и его снижение является благопри-
ятным прогностическим фактором в оценке воспаления [9]. Уровень прокальцито-
нина (ПКТ) увеличивается при тяжелых бактериальных инфекциях и сепсисе вслед-
ствие возрастания синтеза ПКТ не только в щитовидной железе, но и вне данного  
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анатомического органа: снижение концентрации его служит маркером улучшения ис-
хода заболевания [10]. TNF – цитокин, избыточная продукция которого вызывает рас-
стройства гемодинамики (снижает сократимость миокарда, минутный объем крови, 
диффузно увеличивает проницаемость капилляров) [11]. Уменьшение концентрации 
IL-6 указывает на снижение индукции белков острой фазы воспаления [12]. Снижение 

Таблица 1
Динамика показателей временного и спектрального анализа международных единиц 
вариабельности ритма сердца при проведении фармакодинамического теста с внутривенной 
постоянной инфузией дексмедетомидина (X±Sx)
Table 1
Dynamics of indicators of temporal and spectral analysis of international units of heart rate variability 
during a pharmacodynamic test with intravenous continuous infusion of dexmedetomidine (X±Sx)

Параметры ВРС
Период применения дексмедетомидина
Исходно 90 минут 180 минут 24 часа

SDNN, ms 7,63±1,4 16,6±3,2* 23±4,64* 28,2±5,72*
RMSSD, ms 4,63±0,7 17,8±5,62* 12,2±3,6* 10,1±1,56**
pNN50% 0,02±0,01 0,3±0,13 2,27±1,6 6,47±0,16
SI (стресс-индекс),  
норм. ед. 2313±617 1233±561 596,7±157,1* 381,7±66,1**

TP, ms2 84,7±19,3 343,9±89,8* 886±65,7*** 1349,8±530,6*

Примечания: SDNN – среднеквадратичное отклонение R-R кардиоинтервалов в мс; rMSSD – среднеквадратичное откло-
нение разности двух смежных отсчетов R-R кардиоинтервалов в мс; pNN50% – доля R-R кардиоинтервалов в процентах, 
отличающихся от предыдущего более чем на 50 мс; SI – стрессовый индекс Баевского в норм. единицах; TP – общая мощ-
ность спектра частот (total power spectrum – TP), мс2; * p<0,05; ** p<0,01; отличие параметра от исходного уровня (до на-
чала применения дексмедетомидина) по t-тесту или дисперсионному анализу.

Таблица 2
Некоторые гематологические и биохимические данные лабораторного исследования крови 
пациентов с проведением фармакодинамического теста с внутривенной постоянной инфузией 
дексмедетомидина (X±Sx)
Table 2
Some hematological, biochemical data in a group of patients with a pharmacodynamic test  
with intravenous continuous infusion of dexmedetomidine (X±Sx)

Показатель
Период применения дексмедетомидина
Исходно 24 часа

С-реактивный белок крови (СРБ), мг/л 224,64±40,2
[40; 393]

140,54±27,5*
[27; 205]

Прокальцитонин, 
мкг/л

1,62±0,42
[0,11; 1,01]

1,25±0,31*
[0,13; 0,83]

Фактор некроза опухоли альфа (ФНО-α), нг/л 13,7±1,91
[8,9; 13,3]

6,9±0,61**
[6,9; 9,7]

Интерлейкин 6, нг/л 126,1±30,4
[24,49; 111,6]

44,7+8,1*
[18,64; 70,78]

Кортизол, нмоль/л 728,1+32,1
[619,03; 837,29]

563,7+22,7***
[501; 626,535]

Миоглобин, мкг/л 687,7+13,5
[300,4; 313,6]

541,5+31,6***
[132,1; 568,1]

Примечания: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 отличие параметра от исходного уровня (до начала применения дексмедето-
мидина) по t-тесту или дисперсионному анализу. В скобках – квартили показателей (Q1; Q3).
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Таблица 3
Иммунологические данные в группе пациентов с проведением фармакодинамического теста 
с внутривенной постоянной инфузией дексмедетомидина (X±Sx)
Table 3
Immunological data in a group of patients with a pharmacodynamic test with intravenous continuous 
infusion of dexmedetomidine (X±Sx)

Показатель
Период применения дексмедетомидина
Исходно 24 часа

Т-лимфоциты (СD3+СD19-), % 81,5±1,36
[79; 84]

76,7±1,79*
[72; 81]

Т-лимфоциты (СD3+СD19-), 109/л 2,41±0,24
[2,04; 2,89]

1,16±0,11**
[1,01; 1,363]

Т-хелперы (CD3+CD4+), % 48,9±1,94
[43; 52]

40,07±2,56*
[32; 46]

Т-хелперы (CD3+CD4+), 109/л 1,46±0,21
[1,07; 1,48]

0,58±0,05**
[0,35; 0,74]

Т-цитотоксические лимфоциты (CD3+CD8+), % 31,8±3,12
[19; 41]

33,8±4,28
[18; 46]

Т-цитотоксические лимфоциты (CD3+CD8+), 109/л 0,92±0,1
[0,92; 1,04]

0,55±0,09*
[0,307; 0,673]

Иммунорегуляторный индекс  
(Т-хелперы/Т-цитотоксические) (CD3+CD4+/CD3+CD8+)

1,81±0,26
[1,07; 2,73]

1,63±0,32
[0,696; 2,556]

В-лимфоциты (CD-CD19+), % 10±1,52
[5; 12]

12,6±1,96
[5; 18]

В-лимфоциты (CD-CD19+), 109/л 0,28+0,05
[0,138; 0,285]

0,17+0,03*
[0,116; 0,212]

NK-клетки общие (CD3-CD16+CD56+), % 8,1±0,61
[6; 11]

9,3±0,41
[8; 11]

NK-клетки общие (CD3-CD16+CD56+), 109/л 0,228±0,02
[0,138; 0,293]

0,159±0,02*
[0,09; 0,212]

Примечания: * p<0,05; ** p<0,001 отличие параметра от исходного уровня (до начала применения дексмедетомидина)  
по t-тесту или дисперсионному анализу. В скобках – квартили показателей (Q1; Q3).

секреции кортизола указывает на уменьшение действия стрессовых факторов (ин-
фекция, травма, мультиорганная недостаточность и т. д.) [13, 14]. Снижение уровня 
свободного миоглобина – кислородсвязывающего белка скелетных мышц – указыва-
ет на уменьшение степени кислородного долга и гиперпродукции цитокинов [15–17]. 
При 24-часовой инфузии дексмедетомидина достоверно ниже от исходных значений 
абсолютное и относительное содержание Т-лимфоцитов (СD3+СD19-), Т-хелперов 
(CD3+CD4+), абсолютное содержание Т-цитотоксических лимфоцитов (CD3+CD8+), 
В-лимфоцитов (CD-CD19+), NK-клеток общих (CD3-CD16+CD56+) (табл. 3). Динамика 
подклассов лимфоцитов указывает на снижение избыточной иммунной активации 
под действием внутривенного введения дексмедетомидина.

Применение дексмедетомидина под контролем чувствительного индикатора 
функционального состояния АНС в виде электрофизиологической оценки ВРС име-
ет высокие перспективы точной навигации и оптимальной стратегии выбора дозы 
данного лекарственного препарата в интенсивной терапии [18–21]. Нейроэндокрин-
ная и иммунная дисрегуляция может приводить к цитокиновому шторму и способ-
ствовать развитию синдрома токсического шока [22–25]. Возникающая при этом по-
лиорганная недостаточность остается главным фактором критического состояния, 
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определяет летальность и ресурсоемкость для здравоохранения [26–28]. Оценка 
изменений параметров, одновременно отражающих изменения нейроэндокринной 
регуляции, иммунных показателей, концентрации цитокинов, белков воспаления 
на фоне инфузии лекарственного препарата, позволяет получать таргетированный 
подход к использованию того или иного метода медикаментозного воздействия при 
интенсивной терапии.

	� ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Многокомпонентный анализ компьютерного анализа вариабельности сердеч-

ного ритма, динамики концентрации кортизола, уровня провоспалительных цито-
кинов, маркеров системного воспаления, клеточного иммунитета сыворотки крови 
при фармакодинамическом исследовании позволяет оценить эффективность декс-
медетомидина с позиций адаптационного ответа организма. Лекарственный препа-
рат устраняет симпатическую гиперактивность, снижает уровень провоспалитель-
ных цитокинов крови, маркеров системного воспаления, выброс стресс-гормонов 
коры надпочечников, тканевую гипоксию и избыточную цитотоксическую функцию 
лимфоцитов. Навигационными параметрами для пролонгированного внутривенно-
го применения дексмедетомидина являются цифровые параметры вариабельности 
ритма сердца, концентрация в крови TNF-α, IL-6, кортизола, свободного миоглобина, 
С-реактивного белка, прокальцитонина, подклассов лимфоцитов. Разработанный 
диапазон электрофизиологической и лабораторной оценки лекарственного препа-
рата позволяет выделять пациентов для таргетированного применения дексмедето-
мидина, подбирать дозу препарата и контролировать важнейшие гомеостатические 
показатели у пациентов с повреждениями головного мозга различной этиологии и 
при интенсивной терапии.
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Резюме ___________________________________________________________________________________________________ 

Цель. Оценить NO-синтазную активность эндотелия сосудов путем определения 
плазменного уровня аргинина, еNOS и NOх у детей с артериальной гипертензией.
Материалы и методы. Обследовано 111 детей в возрасте от 14 до 18 лет, из них 
мальчиков – 77 (69,4%), девочек – 34 (30,6%). Медиана возраста обследуемых паци-
ентов была равна 15,2 года (14,0–16,5). Все пациенты были разделены на 3 группы: 
1-ю группу (n=51) составили дети с артериальной гипертензией, 2-ю группу (n=30) – 
дети с высоким нормальным артериальным давлением, 3-ю группу  – 30 здоровых 
детей из групп периодического диспансерного наблюдения.
Результаты. Установлено, что уровень аргинина у детей с артериальной гипертензи-
ей выше по сравнению с таковым в группе контроля (p=0,02). Группа детей с артери-
альной гипертензией характеризовалась более низкими значениями концентрации 
eNOS и NOx по сравнению с группой здоровых детей (p=0,03, р=0,04 соответственно).
Выводы. У детей с артериальной гипертензией выявляются нарушения в системе 
L-аргинин-NO, характеризующиеся снижением синтеза NO вследствие низкой актив-
ности эндотелиальной синтазы оксида азота.
Ключевые слова: оксид азота, эндотелиальная синтаза оксида азота, L-аргинин,  
артериальная гипертензия, дети
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	� ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время функциональному состоянию эндотелия придается большое 

значение при изучении этиологии, патогенеза и прогрессирования артериальной 
гипертензии. Одним из основных вазоактивных метаболитов, определяющих ре-
гуляцию сосудистого тонуса, является эндотелиальный фактор релаксации – оксид 
азота (NO) [1–3]. Известно, что NO непрерывно продуцируется ферментативным пу-
тем и выполняет функции универсального мессенджера внутри- и межклеточной 
сигнализации [4].
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Abstract ___________________________________________________________________________________________________ 

Purpose. To evaluate the NO-synthase activity of the endothelium by determining the 
plasma level of arginine, eNOS and NOх in children with arterial hypertension.
Materials and methods. 111 children aged 14 to 18 years were examined, including: 
77  boys (69.4%), 34 girls (30.6%). The median age of the examined patients was  
15.2 years (14.0–16.5). All patients were divided into 3  groups: the first group (n=51) 
consisted of children with arterial hypertension, the 2nd group (n=30) – with high normal 
blood pressure, the 3rd group – 30 healthy children.
Results. It was found that the level of arginine in children with arterial hypertension 
is higher compared to the control group (p=0.02). The group of children with arterial 
hypertension was characterized by lower concentrations of eNOS and NOx compared to 
the group of healthy children (p=0.03, p=0.04, respectively). 
Conclusions. In children with arterial hypertension, disturbances in the L-arginine-NO 
system are revealed, characterized by a decrease in NO synthesis due to low activity of 
endothelial nitric oxide synthase.
Keywords: nitric oxide, endothelial nitric oxide synthase, L-arginine, arterial hypertension, 
children
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NO представляет собой восстановленную форму моноокиси азота с периодом 
полураспада от 2 до 30 секунд, которая образуется посредством окисления терми-
нальной группы гуанидина аминокислоты L-аргинина [1, 3]. Считают, что без участия 
L-аргинина невозможна системная и локальная регуляция тонуса гладкомышечного 
слоя стенки сосудов [5].

L-аргинин является основным субстратом для синтазы оксида азота (NOS), которая 
продуцирует NO [6, 7]. В настоящее время идентифицированы три изоформы NOS: 
NOS-1 – нейрональная (nNOS) или мозговая (bNOS), NOS-2 – индуцибельная (iNOS) 
или макрофагальная (mNOS) и NOS-3 – эндотелиальная (eNOS) [3, 7]. Две изоформы 
(nNOS и mNOS) локализованы главным образом в цитоплазме клеток, еNOS содер-
жится в мембранах клетки. Все изоформы NOS катализируют образование NO, име-
ют сходную структуру, однако механизм действия, локализация каждой изоформы и 
биологический эффект имеют специфические особенности [7–9]. Известны научные 
данные о существовании четвертой изоформы  – митохондриальной NOS (mtNOS), 
убедительно подтверждающие участие митохондрий в продукции NO [7, 10].

В норме образование NO происходит в основном с участием eNOS (nNOS про-
дуцируют NO в очень малых количествах) [11]. Функциональная роль eNOS и ее спо-
собность синтезировать NO определяется как уровнем экспрессии самого фермента 
в тканях, так и процессами, приводящими к изменению ее активности. При эндоте-
лиальной дисфункции отмечается нарушение синтеза и биодоступности NO вслед-
ствие подавления экспрессии/инактивации еNOS, уменьшения уровня L-аргинина, 
кофакторов NO-синтазы, повышения содержания эндогенных ингибиторов NO или 
из-за повышенного распада NO активными формами кислорода [10, 12, 13]. Поэтому 
изменение плазменной концентрации основных компонентов системы L-аргинин-
NO может выступать в качестве раннего биохимического маркера сосудистого по-
вреждения.

	� ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Оценить NO-синтазную активность эндотелия сосудов путем определения плаз-

менного уровня аргинина, еNOS и NOx у детей с артериальной гипертензией.

	� МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Обследовано 111 детей в возрасте от 14 до 18 лет, из них мальчиков – 77 (69,4%), 

девочек – 34 (30,6%). Медиана возраста обследуемых пациентов была равна 15,2 года 
(14,0–16,5). Все пациенты были разделены на 3 группы: 1-ю группу (n=51) составили 
дети с артериальной гипертензией, 2-ю группу (n=30) – дети с высоким нормальным 
артериальным давлением, 3-ю группу – 30 здоровых детей из групп периодического 
диспансерного наблюдения.

Содержание аргинина в плазме крови определяли методом обращенно-фазовой 
высокоэффективной жидкостной хроматографии с флуоресцентной детекцией [14].

Количественное определение уровня эндотелиальной синтазы оксида азота 
(eNOS) в плазме крови проводилось с помощью набора для иммуноферментного 
анализа Human NOS3/еNOS (Nitric oxide synthase, endothelial) ELISA Kit cat. № EH0554.

Концентрацию стабильных метаболитов оксида азота (нитратов и нитритов, NOx) 
в плазме крови определяли с помощью реактива Грисса [15].
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Cтатистическая обработка результатов проводилась с помощью программы 
Statistica 10.0. Количественные данные, распределение которых не являлось нор-
мальным, представлялись в виде медианы (Me), нижнего (Q25) и верхнего (Q75) 
квартилей. Для оценки различий количественных признаков применялись непара-
метрические методы статистического анализа. Различия считались достоверными 
при значении р <0,05.

	� РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
При определении аргинина в плазме крови медиана уровня данной аминокис-

лоты у пациентов группы 1 составила 78,26 (57,30; 90,55) мкмоль/л, в группе 2 – 71,61 
(50,00; 89,48) мкмоль/л, среди здоровых детей – 65,48 (49,67; 77,88) мкмоль/л (рис. 1).

Установлено, что у детей с артериальной гипертензией уровень аргинина был 
статистически выше по сравнению со здоровыми детьми (p=0,02). Группа 1 и группа 
2, как группа 2 и группа 3, по концентрации аргинина статистически не различались 
(p>0,05). Полагаем, что повышение содержания аргинина у детей с артериальной 
гипертензией в нашем исследовании можно объяснить наличием у них гипергомо-
цистеинемии, которая подавляет активность основного катализатора  – еNOS, тем 
самым нарушает биодоступность аргинина для синтеза NO.

Рис. 1. Уровень аргинина в плазме крови обследованных детей

Примечание: * статистически значимые различия между группой 1 и группой 3 (р=0,02).  

Fig. 1. Level of arginine in blood plasma of examined children

Note: * statistically significant differences between group 1 and group 3 (p=0.02).
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Рис. 2. Уровень еNOS в плазме крови обследованных детей

Примечание: * статистически значимые различия между группой 1 и группой 3 (р=0,03).  

Fig. 2. Level of eNOS in blood plasma of examined children

Note: * statistically significant differences between group 1 and group 3 (p=0.03).

При определении активности eNOS в плазме крови установлено, что медиа-
на eNOS у детей группы 1 составила 480,28 (400,0; 617,93) нг/л, в группе 2 – 569,79 
(492,96; 709,39) нг/л, среди здоровых детей – 638,38 (516,89; 700,96) нг/л (рис. 2).

У детей с эссенциальной артериальной гипертензией уровень еNOS характеризо-
вался более низкими значениями по сравнению с группой здоровых детей (p=0,03). 
Группа 1 и группа 2, как группа 2 и группа 3, по концентрации еNOS статистически не 
различались (p>0,05).

Уровень стабильных метаболитов оксида азота у детей с артериальной гипертен-
зией составил 20,25 (16,87; 22,30) мкмоль/л, в группе детей с высоким нормальным ар-
териальным давлением – 18,12 (15,62; 20,98) мкмоль/л, среди здоровых детей – 21,39 
(18,03; 26,89) мкмоль/л (рис. 3). При сравнительном анализе содержания плазменно-
го уровня NOx у пациентов в зависимости от сформированных групп установлены 
статистически значимые различия между группой здоровых детей и пациентами с 
артериальной гипертензией (р=0,04) и между группой сравнения и группой детей с 
высоким нормальным артериальным давлением (р=0,004). Достоверных различий 
между пациентами 1-й и 2-й группы выявлено не было.

Следует отметить, что среди обследованных детей с артериальной гипертензией 
и высоким нормальным артериальным давлением уровень NOx в плазме крови был 
достоверно ниже по сравнению с таковым в группе контроля, что может указывать 
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Рис. 3. Уровень стабильных метаболитов NO в плазме крови обследованных детей

Примечания: * статистически значимые различия между группой 1 и группой 3 (р=0,04); ** статистически значимые раз-
личия между группой 2 и группой 3 (р=0,004).

Fig. 3. Level of stable NO metabolites in blood plasma of examined children

Notes: * statistically significant differences between group 1 and group 3 (p=0.04); ** statistically significant differences between 
group 2 and group 3 (p=0.004).

на падение продукции эндотелиального NO и усугублять дисфункцию эндотелия. По-
лагаем, что эти изменения в метаболизме NO являются одним из главных механиз-
мов формирования повышенного артериального давления у детей.

	� ЗАКЛЮЧЕНИЕ
1.	 Группа детей с артериальной гипертензией характеризовалась повышенным 

уровнем аргинина в плазме крови по сравнению с таковым в группе сравнения.
2.	 Активность эндотелиальной синтазы оксида азота и уровень стабильных мета-

болитов оксида азота в плазме крови у детей с артериальной гипертензией ха-
рактеризовались более низкими значениями по сравнению с аналогичными зна-
чениями в группе здоровых детей, что может указывать на падение продукции 
эндотелиального NO.

3.	 У детей с артериальной гипертензией выявлены нарушения в системе L-арги-
нин-NO, характеризующиеся снижением синтеза NO вследствие низкой актив-
ности эндотелиальной синтазы оксида азота.
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Резюме ___________________________________________________________________________________________________ 

Цель. Определить динамику изменений состава нативных липопротеинов очень 
низкой плотности (ЛПОНП), содержания С-пептида и глюкозы крови в периоды пе-
ред операцией пересадки почки и в ранние послеоперационные сроки как у муж-
чин, так и у женщин второго периода зрелого возраста, получавших комплексную 
терапию с применением такролимуса. 
Материалы и методы. В исследуемую группу вошли 14 мужчин (36–60 лет) и 14 жен-
щин (36–55  лет) с терминальной стадией хронической болезни почек (ХБП), при-
бывших в больницу для пересадки почки. Контрольная группа сформирована из 
15  здоровых мужчин и 15  здоровых женщин того же возраста. Выделение ЛПОНП 
проводилось методом препаративного ультрацентрифугирования. Содержание бел-
ка, холестерола (ХС), триацилглицеринов (ТГ), общих фосфолипидов (ОФЛ) в ЛПОНП 
и глюкозы, апопротеина B (апоB) в плазме крови определяли биохимическими мето-
дами. Концентрацию С-пептида определяли методом иммуноферментного анализа.
Результаты. У пациентов с терминальной ХБП установлено повышение содержания 
ХС и ТГ ЛПОНП, уровня С-пептида крови, а также нивелирование характерных для 
здоровых людей гендерных отличий по содержанию апоВ в плазме крови. После 
операции до приема такролимуса остается повышенным содержание С-пептида, по-
вышается уровень глюкозы, в то время как значения ХС и ТГ ЛПОНП снижаются прак-
тически до уровня контрольной группы. Через 24 часа и на 7-е сутки после операции 
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содержание С-пептида остается повышенным, появляются гендерные отличия в со-
держании ТГ и общего белка ЛПОНП, а также апоВ плазмы крови.
Выводы. У пациентов с терминальной ХБП имеются проатерогенные изменения 
ЛПОНП, «сглаживающиеся» непосредственно после операции и вновь возникающие 
через 24 часа после операции и приема такролимуса. При этом на всех этапах ис-
следования у пациентов сохраняется повышенный уровень С-пептида плазмы крови 
на фоне неизменной концентрации глюкозы, что может служить маркером инсули-
норезистентности.
Ключевые слова: дислипопротеинемия, ЛПОНП, такролимус, инсулинорезистент-
ность, трансплантация почки
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Abstract ___________________________________________________________________________________________________ 

Purpose. To determine the dynamics of changes in the composition of native VLDL, the 
content of C-peptide and blood glucose in the periods before kidney transplantation 
and in the early postoperative periods in both men and women of the second period of 
mature age who received complex therapy with tacrolimus.
Materials and methods. The study group included 14 men (36–60 years old) and 14 
women (36–55 years old) with end-stage chronic kidney disease (CKD) who arrived at 
the hospital for a kidney transplant. The control group consisted of 15 healthy men and 
15 healthy women of the same age. Isolation of very low density lipoproteins (VLDL) 
was carried out by preparative ultracentrifugation. The content of protein, cholesterol, 
triacylglycerols (TAG), total phospholipids in VLDL and glucose, apoprotein B in blood 
plasma, was determined by biochemical methods. The concentration of the C-peptide 
was determined by ELISA.
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	� ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время основным иммунодепрессантом, применяемым после опера-

ции пересадки почки, является такролимус, обладающий менее выраженными по-
бочными эффектами по сравнению с циклоспорином А. Вместе с тем вызываемые 
им проатерогенные изменения липидтранспортной системы крови стали одним из 
наиболее значимых факторов выживаемости таких пациентов [1]. Известно, что на 
сердечно-сосудистые заболевания приходится от 35% до 50% смертей среди реци-
пиентов почечного трансплантата [2]. В связи с проатерогенными изменениями, вы-
зываемыми такролимусом, исследование молекулярных механизмов их реализации 
является высокоактуальным. Вместе с тем до настоящего времени механизмы, ле-
жащие в основе проатерогенного действия такролимуса, не определены в полной 
мере. Более того, в публикациях по данному вопросу зачастую не учитываются ген-
дерные и возрастные особенности регуляции состояния липидного обмена обсле-
дуемых пациентов, что не позволяет считать полученные результаты в полной мере 
отражающими состояние проблемы. Так, на кафедре урологии медицинского уни-
верситета Осаки были обследованы 12 мужчин и 5 женщин в возрасте 35,2±10,9 го- 
да после пересадки почки с использованием такролимуса в качестве иммуноде-
прессанта. Через месяц после пересадки почки был выявлен рост содержания ХС 
ЛПОНП и ХС ЛПВП2 [3]. К сожалению, в статье не нашло отражения сравнение об-
следованных по полу и возрасту. Gerold Thölking и соавторы [4] обследовали 96 па-
циентов обоего пола в возрасте от 39 до 65 лет после пересадки почки, разделив 
их на быстрых и медленных метаболизаторов такролимуса. Авторы сделали вывод 
о том, что развитие проатерогенной дислипопротеинемии не зависит от скорости 
метаболизма такролимуса. Вместе с тем, как и в предыдущей работе, авторы объеди-
нили обследуемых пациентов в группы вне зависимости от их пола и возраста, что 
могло послужить причиной ошибочной оценки полученных результатов. В работе [5] 
показано, что первичные гиперхолестеролемии, связанные с приемом такролимуса, 

Results. In patients with terminal CKD, an increase in the content of VLDL cholesterol 
and TAG, the level of C-peptide in blood plasma and the leveling of gender differences 
in the content of apoB in blood plasma, which are characteristic of healthy people, were 
found. After the operation, before taking tacrolimus, the content of C-peptide remains 
elevated and the level of glucose rises, while the values of VLDL cholesterol and TAG 
decrease almost to the level of the control group. After 24 hours and on the 7th day after 
the operation, the content of C-peptide remains elevated, gender differences appear in 
the content of TAG, total protein of VLDL and blood plasma apoB.
Conclusions. Patients with end-stage CKD have proatherogenic changes in VLDL, 
"smoothing" out immediately after surgery and reappearing 24 hours after surgery and 
tacrolimus. At the same time, at all stages of the study, patients maintain an elevated level 
of blood plasma C-peptide against the background of a constant glucose concentration, 
which can serve as a marker of insulin resistance.
Keywords: dyslipoproteinemia, LDL, tacrolimus, insulin resistance, kidney transplantation
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встречаются в 3 раза реже, чем у лиц, получавших циклоспорин А, при этом распро-
страненность гипертриглицеридемий не имеет отличий. 

Ранее нами была описана [6] дислипопротеинемия IV типа по Фредриксону (уве-
личение содержания ХС и ТГ ЛПОНП) [7] у пациентов с терминальной почечной не-
достаточностью. Известно, что резистентность к инсулину стимулирует выработку 
ЛПОНП в печени [8]. В то же время в литературе описано увеличение содержания 
инсулина и С-пептида в крови пациентов, получавших такролимус [9].

	� ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Определить динамику изменений состава нативных ЛПОНП, содержания 

С-пептида, апопротеина B и глюкозы крови в периоды перед операцией пересадки 
почки и в ранние послеоперационные сроки как у мужчин, так и у женщин второго 
периода зрелого возраста [10], получавших комплексную терапию с применением 
такролимуса. 

	� МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Работа проведена в рамках ГПНИ «Трансляционная медицина», № государствен-

ной регистрации 20220305 от 16.03.2022 г.
Для проведения исследования были сформированы группы пациентов с тер-

минальной стадией хронической болезни почек, находившихся на заместитель-
ной почечной терапии (26 – гемодиализ и 2 – перитонеальный диализ). В группу 
обследуемых пациентов включены 14 мужчин (36–60 лет) и 14 женщин (36–55 лет) 
второго периода зрелого возраста [10]. Причиной хронической почечной недо-
статочности в 3/4 случаев был хронический гломерулонефрит с исходом в нефро-
склероз, в 1/4 – сахарный диабет I типа с исходом в нефропатию, поликистоз и ги-
пертоническая болезнь с поражением почек. Анализ распределения полученных 
данных показал, что все исследуемые показатели находились внутри диапазонов 
распределения значений, характерных для пациентов с хроническим гломеруло-
нефритом, что свидетельствует об однородности групп обследованных пациентов. 
В контрольную группу включены по 15 здоровых мужчин и 15 здоровых женщин 
той же возрастной группы. В рамках договора о сотрудничестве между Витебским 
государственным медицинским университетом (ВГМУ) и Минским научно-прак-
тическим центром хирургии, трансплантологии и гематологии (МНПЦХТиГ) кровь 
для исследований пациентов с пересадкой почки и здоровых лиц контрольной 
группы забирали в МНПЦХТиГ натощак в вакутайнеры с ЭДТА перед операци-
ей пересадки почки, перед первым приемом такролимуса, через 24 часа и на 7-е 
сутки после операции пересадки почки. Кровь здоровых лиц группы сравнения 
отбирали аналогично обследуемой группе пациентов в утренние часы натощак 
в вакутайнеры с ЭДТА. Плазму крови замораживали при температуре жидкого 
азота и хранили в морозильной камере при температуре –20  °С. Замороженная 
плазма (без разморозки) транспортировалась во льду в ВГМУ и хранилась до об-
работки в морозильной камере при –20 °С. Нативные ЛПОНП выделяли методом 
препаративного ультрацентрифугирования на ультрацентрифуге Beckman Optima 
LE80K (США) с использованием ротора 50.4Ti [11]. Содержание белка в нативных 
ЛПОНП определяли по методу Лоури [12]. Полученные результаты сопоставимы  
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с опубликованными ранее при исследовании нативных ЛПОНП [13]. Содержание 
ХС и ТГ нативных ЛПОНП и глюкозы плазмы крови определяли на спектрофлуори-
метре SOLAR СМ 2203 (Республика Беларусь) с использованием биохимических на-
боров ООО «Арвитмедикл» (Республика Беларусь). В основе метода определения 
ХС лежит его окисление холестеролоксидазой с последующим окрашиванием в 
присутствии хинонимина. Определение ТГ основано на их гидролизе липазой с по-
следующим окислением глицерофосфатоксидазой и окрашиванием в присутствии 
хинонимина. В основе определения содержания глюкозы лежит глюкозооксидаз-
ный метод. Содержание апопротеина B (апоB) определяли турбидиметрическими 
наборами SPINREACT APO-B (Испания) в плазме крови обследуемых. Концентрацию 
С-пептида определяли в плазме крови иммуноферментными наборами DiaMetra 
(Италия) на иммуноферментном анализаторе «Витязь Ф300ТП». Содержание общих 
фосфолипидов нативных ЛПОНП (ОФЛ ЛПОНП) определяли на спектрофотометре 
СФ46 по неорганическому фосфату [14] после минерализации в песчаной бане при 
температуре 180 °С. 

Статистический анализ выполнен с использованием пакета прикладных про-
грамм R version 4.0.5 (2021-03-31). Распределение исследуемых признаков оценивали 
по критерию Шапиро – Уилка, и при его соответствии Гауссовскому использовались 
методы параметрической статистики, при несоответствии – непараметрические 
методы. Парное сравнение выполняли с использованием критерия Стьюдента или 
критерия Вилкоксона – Манна – Уитни. Множественные сравнения выполняли при 
помощи ANOVA (в случае гетерогенности дисперсий исследуемых признаков при-
меняли поправку Уэлча) или H-критерия Краскела – Уоллиса. При post hoc-анализе 
применяли критерий Тьюки или H-критерий Краскела – Уоллиса в модификации Дан-
на с поправкой на множественные сравнения Бенджамини – Иекутиели. Анализ по-
вторных измерений проводился при помощи линейных моделей со смешанными эф-
фектами [15]. Оценка значимости отличий между уровнями фактора (период и пол) 
проводилась построением контрастов линейной модели [16]. 

	� РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Оценка состава нативных ЛПОНП здоровых людей показала (см. таблицу), что со-

держание ХС ЛПОНП у женщин было на 72,7%, а апоB плазмы крови на 38,2% ниже, 
чем у мужчин (p=0,0023, 0,0017 соответственно). Интересно отметить, что данные по 
содержанию апоB в плазме крови у мужчин и женщин аналогичны ранее опубли-
кованной информации [17]. Возможно, выявленные отличия являются компенсатор-
ным механизмом снижения уровня холестерола у мужчин. 

Терминальная почечная недостаточность вызывала проатерогенные измене-
ния, характерные для IV класса дислипопротеинемии (ДЛП) по Фредриксону [7]. 
Отмечен рост содержания ТГ нативных ЛПОНП по сравнению с группой здоровых 
людей (p=0,0016), а также увеличение содержания ХС нативных ЛПОНП по сравне-
нию со здоровыми женщинами (p=0,0023). Содержание белка в ЛПОНП статисти-
чески значимо увеличилось (p<0,001), что свидетельствует об изменении структу-
ры ЛПОНП. Гендерные различия по содержанию апоB в плазме крови были ниве-
лированы. Содержание С-пептида в плазме крови увеличивалось по сравнению со 
здоровыми людьми (p<0,001), при этом концентрация глюкозы не имела отличий. 
Учитывая, что концентрация глюкозы была неизменной, а содержание С-пептида 
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выросло, можно предположить, что проатерогенные сдвиги обусловлены ростом  
инсулинорезистентности, способной стимулировать продукцию ЛПОНП в печени [8]. 
Такая точка зрения также подтверждается способностью инсулина снижать секре-
цию апоB [18], что могло стать причиной отсутствия гендерных отличий, характер-
ных для здоровых людей. 

Оценка полученных результатов показала, что после пересадки почки до на-
значения такролимуса количество ХС, ТГ нативных ЛПОНП статистически значимо 
снижалось (p=0,009 и 0,003 соответственно). Количество апоB плазмы крови было 
снижено по сравнению со здоровыми мужчинами (p=0,018) и не имело гендерных 
отличий. Содержание глюкозы увеличивалось как по сравнению со здоровыми 
людьми, так и по сравнению с предоперационным исследованием (p=0,006 и 0,028 
соответственно). Содержание С-пептида, как и ранее, было выше, чем у здоровых 
людей (p<0,001). Интересно отметить, что соотношение ТГ/ОФЛ ЛПОНП снижалось 
(p=0,017), что говорит об изменении физико-химических свойств ЛПОНП и возмож-
ном изменении их доступности липолитическим ферментам крови. 

Таким образом, картина, характерная для IV класса ДЛП, не выявляется после 
операционного вмешательства, однако сохранение повышенной концентрации 
С-пептида и снижение содержания апоB в плазме крови говорит о сохранении ин-
сулинорезистентности. Возможно, выявленные позитивные изменения в липидном 
профиле ЛПОНП обусловлены операционным стрессом. 

Через 24 часа после операции гендерные отличия в содержании ХС ЛПОНП, ха-
рактерные для здоровых людей, не восстанавливаются, отмечается рост ХС ЛПОНП 
по сравнению со здоровыми женщинами и предыдущим сроком исследований 
(p=0,006 и 0,049 соответственно), также увеличивается содержание ТГ и общего 
белка ЛПОНП как по сравнению со здоровыми людьми, так и по сравнению с пре-
дыдущим сроком исследований (p=0,004, 0,007, <0,001, <0,001 соответственно).  
В содержании апоB плазмы крови вновь появляются гендерные отличия, однако по 
сравнению со здоровыми людьми эти отличия инвертированы – содержание апоB 
у мужчин становится меньше, чем у женщин (p=0,002), и меньше, чем у здоровых 
мужчин (p=0,012). Содержание апоB у женщин не отличалось от такового у здоро-
вых женщин. Сохранялось повышенное содержание С-пептида, что, как и прежде, в 
сочетании с неизменной концентрацией глюкозы говорит о возможном сохранении 
инсулинорезистентности. 

Таким образом, через 24 часа после операции вновь отмечаются изменения, ха-
рактерные для ДЛП IV типа по Фредриксону, обладающие менее выраженной ате-
рогенностью, чем ДЛП IIа, для которого характерно увеличение ХС ЛПНП. Вероятнее 
всего, выявленные изменения обусловлены инсулинорезистентностью. Однако в 
отличие от терминальной почечной недостаточности содержание апоB у мужчин и 
женщин реагирует по-разному. У мужчин остается сниженным, а у женщин возвра-
щается к нормальным значениям. 

На 7-е сутки после операции пересадки почки, как и в предыдущий срок иссле-
дований, отсутствуют гендерные отличия в содержании ХС нативных ЛПОНП, одна-
ко появляются отличия между мужчинами и женщинами в содержании ТГ нативных 
ЛПОНП. Отмечено, что у мужчин содержание ТГ ЛПОНП было статистически значи-
мо ниже (p=0,004), чем у женщин. При этом и у мужчин, и у женщин содержание ТГ 
ЛПОНП было выше, чем у здоровых людей (p=0,0059 и <0,001 соответственно). 
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В содержании апоB сохраняются появившиеся через 24 часа инвертированные 
по отношению к здоровым людям гендерные отличия. Количество апоB плазмы кро-
ви у мужчин было ниже, чем у женщин (p=0,01), и меньше, чем у здоровых мужчин 
(p=0,02). При этом соотношение ТГ/ОФЛ ЛПОНП было выше, чем у здоровых людей 
(p<0,001). Учитывая, что n-концевая часть апоB100 участвует в процессе специфиче-
ского взаимодействия липопротеинлипазы (ЛПЛ) с ЛПОНП [19], выявленное увели-
чение содержания ТГ и ХС в ЛПОНП может быть связано с изменением соотношения 
основных липидов ЛПОНП и конформационными изменениями апоB, препятствую-
щими специфическому связыванию ЛПЛ с ЛПОНП, а также снижением содержания 
апоB в ЛПОНП. Кроме того, известно, что ассоциированный с ЛПВП апоСII может 
диффундировать к ЛПОНП и активировать ЛПЛ [20], а изменение липидного состава 
ЛПОНП, вероятно, также может способствовать нарушению взаимодействия апоСII и 
ЛПОНП и, таким образом, снижать активность ЛПЛ.

Поскольку количество С-пептида на данном сроке исследований остается повы-
шенным по сравнению со здоровыми людьми (p<0,001), а концентрация глюкозы 
остается неизменной, можно предположить, что в основе выявленных проатероген-
ных сдвигов лежит развивающаяся резистентность к инсулину [8]. Учитывая выяв-
ленные изменения апоB плазмы крови и состава ЛПОНП, возможно, на ранних сро-
ках после пересадки почки целесообразно использование производных фиброевой 
кислоты у женщин как активаторов липопротеинлипазы. Однако подтверждение це-
лесообразности данного воздействия требует дополнительных исследований.

	� ВЫВОДЫ
1.	 У пациентов с терминальной почечной недостаточностью наблюдаются проате-

рогенные изменения ЛПОНП, характерные для ДЛП IV по Фредриксону, выражаю-
щиеся в росте содержания ХС, ТГ ЛПОНП и нивелировании гендерных отличий по 
содержанию апоB, сочетающихся с увеличением количества С-пептида как мар-
кера возможной инсулинорезистентности.

2.	 Непосредственно после пересадки почки до назначения такролимуса проатеро-
генные сдвиги не определяются, однако содержание С-пептида остается повы-
шенным, что может быть расценено как сохранение резистентности к инсулину.

3.	 После начала приема такролимуса через 24 часа и на 7-е сутки после операции 
вновь развиваются проатерогенные изменения, сопровождающиеся повышен-
ным содержанием С-пептида и появлением гендерных отличий в содержании ТГ 
ЛПОНП, общего белка и апоB плазмы крови, вероятно, связанных с повышенной 
продукцией инсулина.

4.	 Появление гендерных отличий в составе ЛПОНП требует более пристального вни-
мания к механизмам развития проатерогенных изменений у мужчин и женщин.
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