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А. Б. Утешев родился 30 января 1934 г. в селе 
Трех-Избинка Зелендинского района Астраханской 
области. После окончания средней школы с сере-
бряной медалью в 1951 г. поступил в Казахский го-
сударственный медицинский институт на лечебный 
факультет. После окончания института работал вра-
чом на Арало-морской противочумной станции г. 
Аральска. С сентября 1957 г. по март 1958 г. прошел 
специализацию по особо опасным инфекциям в На-
учно-исследовательском противочумном институте 
Сибири и Дальнего Востока в г. Иркутске. В 1958-
1961 гг. был аспирантом кафедры биохимии АГМИ, 
по окончании которой работал ассистентом этой 
кафедры. В 1963 г. защитил кандидатскую диссерта-
цию «Влияние общего рентгеновского облучения на 
содержание железа в организме собак». В 1963-1965 
гг. Аскар Билялевич – старший научный сотрудник 
биохимического отделения ЦНИЛ АГМИ, а 1965-
1970 гг. – старший научный сотрудник в отделе ради-
обиологии Института экспериментальной биологии 
АН Казахской ССР. В 1966-1969 гг. прошел доктор-
антуру в отделе радиобиологии Института биологи-
ческой физики АН СССР в г. Пущино, где выполнил 
фундаментальную работу «Биохимические основы 
радиочувствительности животных». 

В 1971 г. А.Б. Утешев защитил диссертацию на 
степень доктора медицинских наук «Роль окис-
лительно-восстановительных ферментов в пер-
вичном механизме радиационного поражения». 
В 1970-1980 гг. заведовал лабораторией биохимии 
опухолей Казахского НИИ онкологии и радио-

логии Минздрава Казахской ССР. В 1980-1983 гг. 
являлся заведующим кафедры биохимии и био-
физики биологического факультета Казахского 
университета. В 1983-1987 гг. был ректором Казах-
ского института физической культуры. В 1987-2001 
гг. – заведующий кафедрой клинической лабора-
торной диагностики Алматинского государствен-
ного института усовершенствования врачей. С 
2010 г. Аскар Билялевич – заведующий кафедрой 
медицинской химии Казахско-Российского меди-
цинского университета. А.Б. Утешев на высоком 
профессиональном, научно-теоретическом и ме-
тодическом уровне читает лекции студентам и 
врачам-лаборантам по различным разделам био-
химии, гематологии и общеклинической диагно-
стики, принимает активное участие в лекционной 
пропаганде достижений современной биохимии. 
Им разработаны и опубликованы шесть методи-
ческих руководств к лабораторным занятиям по 
биологической химии и физике. 

После назначения главным внештатным специ-
алистом по лабораторной службе Утешев А.Б. ор-
ганизовал Республиканскую научно-медицинскую 
Ассоциацию врачей-лаборантов при АГИУВ в 1994 
г.  Под его руководством были проведены научно-
практические конференции и съезды:

1. Международная научно-практическая конфе-
ренция «Клиническая лабораторная диагностика: 
состояние и перспективы», Алматы, 1996 г.

2. I Республиканский съезд врачей-лаборантов 
Казахстана, Алматы, 1997 г. 

УТЕШЕВ
АСКАР

БИЛЯЛЕВИЧ

Профессор, член Академии
медицинских наук

Республики Казахстан
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3. Международная научно-практическая конфе-
ренция «Совершенствование лабораторной диагно-
стики патологических состояний», Алматы, 2003 г.

4. II Республиканский съезд врачей-лаборантов 
Казахстана «Клинико-лабораторные основы здоро-
вого образа жизни», Алматы, 2006 г.

А.Б. Утешев является ведущим специалистом 
в области радиационной биохимии и биохимии 
опухолей. Основное научное направление его дея-
тельности – исследование процесса биоэнергети-
ки (окислительно-восстановительные ферменты 
– цитохромы, каталаза, пероксидаза, цитохром-С-
оксидаза, дегидрогеназы цикла трикарбоновых 
кислот) в различных клеточных фракциях (ядра, 
тимоциты, митохондрии печени, фракции вну-
триклеточных секреторных гранул надпочечников) 
при радиационном поражении и злокачественных 
новообразованиях. Под руководством А.Б. Утешева 
проведены глубокие исследования концентрации 
цитохромов, транспорта ионов калия, действия глю-
козы и ряда радиомодификаторов (производные ни-
трофурана и нитроимидазола) на дыхание клеток 
асцитной опухоли Эрлиха. 

Под руководством Аскара Билялевича защище-
ны 4 докторские и 15 кандидатских диссертаций. За 
неоднократное участие во всесоюзных научно-тех-
нических конференциях и международных выстав-
ках награжден Почетной грамотой ВДНХ СССР.

Профессор А.Б. Утешев является автором бо-
лее 300 научных трудов, в том числе 5 монографий: 
«Железо в животном организме» (1967), «Роль окис-

лительно-восстановительных ферментов при ра-
диационном поражении» (1981), «Катехоламины и 
радиация» (1988), «Коррекция иммунодефицита ра-
диационного генеза» (2007), «Радиация и активность 
некоторых ферментов иммунной системы» (2009), 
которые получили высокую оценку научной меди-
ко-биологической общественности. Он является со-
автором раздела «Взаимосвязь между сопряженным 
фосфорилированием и содержанием цитохромов в 
облученном организме» сборника «Проблемы энер-
гетики в облученном организме» (серия «Современ-
ные проблемы радиобиологии», Ленинград, 1977).

Профессор А.Б. Утешев – умелый руководитель 
коллектива, пользуется уважение коллег. Он неодно-
кратно избирался депутатом районного и городско-
го Совета народных депутатов. За успехи в работе 
награжден Почетной грамотой Верховного Совета 
Казахской ССР, знаком «Отличник здравоохране-
ния» СССР и РК. 

Аскар Билялевич являлся председателем экс-
пертного совета по теоретической медицине и фар-
мации ВАК РК.

В настоящее время А.Б. Утешев является дей-
ствительным членом Академии медицинских наук 
Республики Казахстан и Международной академии 
информатизации, президентом Республиканской 
научно-медицинской Ассоциации врачей-лабо-
рантов в Республике Казахстан, членом правления 
республиканских обществ биохимиков и радио-
биологов, членом Союза обществ клинической ла-
бораторной диагностики (Москва).

к 80-летию
со дня рождения
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Значительную часть кадров высшего звена в клини-
ческих лабораториях во всем мире составляют специ-
алисты с высшим профессиональным немедицинским 
образованием, которые в разных странах называются 
поразному – биологи, биопатологи, фармацевты, кли-
нические исследователи и т.д. Они проводят рутинные 
лабораторные исследования, занимаются научной ра-
ботой, вводят новые аналитические методики, зака-
зывают и осваивают сложное оборудование, участву-
ют в совершенствовании информационных систем 
и выполняют множество других важных функций в 
лабораториях. Вместе со специалистами среднего зве-
на – медицинскими технологами и лабораторными 
техниками – биологи составляют основную «рабочую 
силу» лабораторий, на которую выпадает основная 
нагрузка по проведению анализов – причем именно 
биологи осуществляют наиболее сложные виды иссле-
дований (молекулярно-биологические, генетические, 
иммунологические, токсикологические и др.), и часто 
руководят подразделениями лабораторий. Зона ответ-
ственности и, следовательно, правовое и финансовое 
положение этих специалистов достаточно прочные, и 
нет оснований сомневаться в будущем этой специаль-
ности. Но это – за рубежом, а в Российской Федерации 
ситуация с биологами в лабораториях пока выглядит 
достаточно запутанной, что связано, в числе прочих 
причин, с недостаточной осведомленностью админи-
страторов здравоохранения и самих специалистов. 
Представляется важным систематически определить 
истоки этой проблемы, ее нынешнее состояние и пути 
возможного разрешения.

ИСТОРИЯ ВОПРОСА
В нашей стране немедики клинических лабора-

ториях официально появились в 1964 г., когда ввиду 
острого дефицита кадров в КДЛ было разрешено 
принимать на врачебные должности специалистов 
с высшим немедицинским образованием (биологов, 
химиков, ветеринаров и др.). В то время существова-
ла единственная должность высшего звена в КДЛ – 
врач-лаборант, название которой могло варьировать 
(врач по клиническим лабораторным исследованиям, 
врач клинической лаборатории и др.) В этой долж-
ности работали специалисты как с медицинским, так 
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и с иным образованием, функции которых, обязан-
ности, права и уровень зарплаты были совершенно 
одинаковыми. Так, в приказе Минздрава СССР №418 
(1989 г.) определялось, что врачебные должности в ла-
боратории, кроме специалистовмедиков, могут зани-
мать фармацевты, провизоры, химики, биохимики 
и биологи; нужно подчеркнуть, что их деятельность 
являлась медицинской.

Ситуация изменилась после выхода в свет приказа 
Минздравмедпрома РФ от 19.12.1994 г. №286 о допуске к 
медицинской и фармацевтической деятельности, соглас-
но которому должность врача могла замещаться только 
специалистами, получившими медицинское образо-
вание, имеющими диплом и сертификат специалиста. 
Этим же приказом утверждалось положение о серти-
фикате и порядке его получения. Таким образом, после 
выхода приказа №286 путь в лабораторию немедикам 
был закрыт, и попасть на врачебную должность они не 
могли. Возможно, это делалось для восстановления за-
конности – с учетом положения о том, что сертификат 
должен подтверждать соответствие подготовки специ-
алиста «врачебным» государственным образовательным 
стандартам – но именно по специальности «Клиниче-
ская лабораторная диагностика» их не было никогда, 
нет и сейчас. Вместе с тем, для специалистов с высшим 
немедицинским образованием, ранее работавших врача-
ми-лаборантами, были сохранены все права и наимено-
вание занимаемой должности. Единственным требова-
нием к ним было обязательное прохождение первичной 
специализации (в предыдущий период либо заново), по-
сле чего они также должны были получить сертификат 
специалиста.

Однако жизнь внесла некоторые коррективы: при-
ем немедиков на должности врачей-лаборантов про-
должался, поскольку в противном случае многие ла-
боратории оказались бы оголенными в отношении 
кадров высшего звена. Возможность легализации поло-
жения биологов в КДЛ появилась лишь после издания 
приказа МЗ и МП РФ №380 от 25.12.1997 г., которым, 
наряду с врачом КЛД, вводилась должность «Биолог». 
Однако она была утверждена Минтрудом России не 
сразу; его постановление №49 о тарифно-квалифика-
ционной характеристике этой должности для лиц с 
выс-шим профессиональным образованием по специ-
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альности «Биология», необходимое для официально-
го определения служебных обязанностей и зарплаты, 
вышло лишь 07.12.1998 г., спустя почти год после 380-
го приказа. К сожалению, неопределенность в отно-
шении ранее работавших на врачебных должностях 
специалистов КДЛ с немедицинским образованием, 
допущенная в 380-м приказе, породила его разночте-
ния; в результате часть таких специалистов, вне зави-
симости от квалификации и стажа работы, была на-
сильственно переведена на должность биолога, часто 
со снижением зарплаты (многих из них в последую-
щие годы восстановили в ранее занимаемой должно-
сти, определив, что нормативный документ не должен 
иметь обратной силы), а часть стала врачами клиниче-
ской лабораторной диагностики. Вместе с тем в ЛПУ, 
где подход администраторов к кадровым проблемам 
КДЛ был разумным и продуманным, специалисты-не-
медики продолжали работать в прежних должностях, 
хотя это иногда и встречало нарекания со стороны кон-
тролирующих органов.

Должность «врач-лаборант» официально была вос-
становлена в приказе МЗ РФ №160 (2003 г.) в отноше-
нии специалистов с немедицинским образованием, 
принятых на работу до 01.10.1999 г., и подтверждена 
для них же в приказе МЗ СР РФ №541н (2010 г.) Она 
подразумевала те же функциональные обязанности, 
что и для врачей КЛД, но, соответственно, иной тип 
подготовки (ретроспективно, т.к. новых специалистов 
на этой должности быть не должно – только те, кто ра-
ботал раньше). В результате в ЛПУ РФ на должностях 
врачей-лаборантов оказалось достаточно много неме-
дицинских специалистов, принятых на работу в раз-
ное время – как на законной основе (до 01.10.1999 г.), так 
и с нарушением действующего законодательства (по-
сле указанной даты). Часть из них впоследствии была 
переведена на должность биолога, часть продолжает 
работать в должности врача-лаборанта, а некоторые 
специалисты с немедицинским образованием, ранее 
принятые врачами-лаборантами, из-за разночтений 
приказа №380 заняли должность врача клинической 
лабораторной диагностики.

После выхода в свет постановлений Правительства 
РФ по Нацпроекту, родовым сертификатам, модерни-
зации здравоохранения и др., а также последующих 
приказов и писем МЗ СР РФ, в которых не были учте-
ны кадровые особенности клинико-диагностических 
лабораторий, у многих специалистов с высшим неме-
дицинским образованием, работающих как в должно-
стях биологов, так и врачей-лаборантов и врачей КЛД, 
появились значительные осложнения в работе. Про-
блемы сегодняшнего дня у этих специалистов можно 
разделить на несколько видов:

1. Возможность вообще быть принятыми на работу 
в КДЛ, стабильность позиции;

2. Функциональные обязанности и квалификаци-
онная характеристика должности врача-лаборанта в 
сравнении с биологом и врачом КЛД;

3. Заработная плата специалиста, возможность по-
лучения надбавок за участие в осуществлении целевых 
программ;

4. Возможность аттестации на квалификационную 
категорию;

5. Возможность продления ранее полученного сер-
тификата специалиста для врачей-лаборантов;

6. Базовое вузовское и последипломное образова-
ние биологов, послевузовское образование биологов и 
врачей-лаборантов.

ПОЗИЦИЯ
Как уже говорилось, во всем мире биологи в дея-

тельности медицинских (клинических) лабораторий 
играют весьма заметную роль, которая, по мере ус-
ложнения лабораторной аппаратуры и аналитических 
методов, будет лишь возрастать. В России ситуация не 
совсем однозначна: с одной стороны, биологи могут вы-
полнять (и выполняют) практически все сложные лабо-
раторные исследования, не уступая в этом врачам КЛД. 
С другой стороны, многие руководители учреждений 
здравоохранения опасаются принимать их на работу – 
отчасти «по инерции», поскольку для введения ставки 
биолога взамен врача КЛД требуются не всегда четко 
определенные административные действия, а отчасти 
из-за опасений в отношении лицензирования лабора-
торий, при котором от работников требуется наличие 
сертификата специалиста. Опасения эти в ос-новном 
безосновательны: для лицензирования КДЛ достаточ-
но, чтобы сертификат был у руководителя и/или хотя 
бы у одного из сотрудников лаборатории, а остальные 
должны лишь пройти необходимую послевузовскую 
профессиональную переподготовку и регулярно повы-
шать свою квалификацию. За рубежом даже существу-
ют лаборатории, работающие вообще без врачей-пато-
логов: в их задачи входит лишь «чистое» выполнение 
назначенных лечащим врачом стандартизированных 
исследований (в США – т.н. waived testing), как пра-
вило, на автоматических анализаторах, без интерпре-
тации результатов тестов и клинико-лабораторных 
заключений (сюда не относятся морфологические ис-
следования биологических жидкостей и тканей). Кро-
ме того, значительная и все возрастающая часть тестов 
выполняется нелабораторным персоналом – врачами, 
медсестрами – непосредственно у постели больного 
(Point of Care Testing); для их проведения не требуется 
специальной «лабораторной» подготовки, хотя надзор 
за введением и использованием таких тестов в стацио-
нарах возлагается на профессионалов КДЛ.

ФУНКЦИОНАЛьНАЯ хАРАКТЕРИСТИКА
Должности «Биолог» приведена в приложении к 

приказу МЗ и СР РФ №541н (2010 г.) Она неполна и не 
лишена неточностей, но есть надежда, что при обнов-
лении положений приказа будет проведена опреде-
ленная коррекция необходимых знаний и уровня под-
готовки специалистов, предложенная РАМЛД и НПО 
СЛМ в 2012 г. и одобренная Минздравом РФ. Многие 
считали и считают, что более правильным для таких 
специалистов было бы наименование должности «Кли-
нический лабораторный аналитик» или «Лаборатор-
ный аналитик», что не связывало бы их именно с вузов-
ской специальностью «Биология». К сожалению, это 
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предложение не находит отклика в Минздраве, вероят-
но, из-за сложностей при согласовании и утверждении 
новой должности в многочисленных инстанциях. В 
принципе, не так уж важно, как называется должность 
– главное, каковы ее функциональные характеристики 
и требования к специалисту.

Таким образом, опасаться за должность биолога в 
КЛД нет оснований – она была, есть и будет, как и во 
всем мире. По сути, биологи в КДЛ – это аналитиче-
ские специалисты высокого уровня, «продвинутые» 
технологи, которые очень нужны в условиях усложне-
ния лабораторного процесса.

Иная ситуация сложилась с врачами-лаборантами: 
до 1998–1999 гг. эта должность была врачебной, и функ-
ции такого специалиста должны соответствовать ны-
нешнему врачу КЛД. Хотя это и очевидно логически, 
но в приказе МЗ СР РФ №541н и других кадровых доку-
ментах прямых указаний на этот счет нет, что породи-
ло ряд недоразумений вплоть до суждения о том, что 
указанная должность вообще не может существовать 
из-за отсутствия квалификационной характеристики.

Приказ МЗ РФ №380 (1997 г.), до сих пор офици-
ально не отмененный, утверждает, что в КДЛ введены 
должности лишь врача КЛД и биолога. Но некоторые 
положения этого приказа были нарушены самим же 
Минздравом во всех последующих документах по но-
менклатуре должностей медицинских и фармацевти-
ческих работников, включая действующий на сегод-
ня приказ №1183н от 20.12.2012 г. – в нем сохранена 
должность врача-лаборанта, хотя и с оговоркой, что 
она предназначена для специалистов, принятых на 
эту должность до 1 октября 1999 г. Это противоречие 
породи-ло проблемы при переходе действующих вра-
чей-лаборантов на другое место работы: их формально 
могут принять лишь на должность биолога – с потерей 
всех преимуществ и стажа во врачебной должности, 
поскольку заново должность врача-лаборанта вводить-
ся не должна. То же самое относится к довольно боль-
шому количеству немедицинских специалистов, в свое 
время (после выхода 380-го приказа) переведенных на 
должность врача КЛД, причем почти всем им, по тре-
бованиям действовавшего в то время (до 2000 г.) прика-
за №286, были выданы сертификаты, и у всех имеется 
большой врачебный стаж (по трудовой книжке).

Поскольку нормативные документы обратной 
силы иметь не должны, на наш взгляд, более логичным 
было бы полное соблюдение «правил игры» – обеспе-
чение возможности врачам-лаборантам, в соответствии 
в действующей номенклатурой должностей, продол-
жить работать в той же должности даже при переходе 
на другое место работы. Никаких дополнительных за-
трат от ЛПУ и Минздрава это не потребует, но будет 
способствовать поддержанию кадрового потенциала 
КДЛ, восстановлению справедливости и защите прав 
квалифицированных специалистов с многолетним 
стажем работы. Должность «врач-лаборант» по прика-
зу №1183н (2012 г.) вполне легитимна – для ранее при-
нятых на нее специалистов, а ссылки на должности в 
КДЛ из более раннего приказа №380 (1997 г.) в данном 
случае вряд ли могут считаться состоятельными, по-

скольку соответствующие положения были нарушены 
самим же Минздравом.

В 541-м приказе действительно нет отдельной 
квалификационной характеристики врача-лабо-
ранта, т.к. она в несколько урезанном виде дуб-
лировала бы должность врача КЛД: функциональ-
ные обязанности и необходимый уровень знаний 
у этих специалистов одинаковы, но их подготовки 
не требуется, т.к. новых специалистов уже не будет. 
Вместе с тем в преамбуле приказа, кроме упомина-
ния о сохранении должности врача-лаборанта для 
ранее принятых на нее, было бы целесообразно 
уточнить, что обязанности и необходимые знания 
этих специалистов соответствуют врачам КЛД.

ЗАРАбОТНАЯ ПЛАТА
У врачей КЛД и врачей-лаборантов, с учетом об-

щего происхождения должностей и единых функци-
ональных обязанностей, почти везде одинакова. Но 
после введения отраслевых тарифных принципов у 
биологов, оказавшихся по приказу МЗ и СР РФ №149н 
(2008 г.) во втором квалификационном уровне специ-
алистов третьего уровня в учреждениях здравоохра-
нения, заработная плата, ранее одинаковая с врачами, 
оказалась ниже их уровня на 25–35%, хотя характер 
труда и функциональные обязанности специалистов 
не изменились. Кроме того, биологам и значительной 
части врачей-лаборантов, исходя из чисто формальных 
соображений (их немедицинского образования), не 
производятся выплаты по родовым сертификатам, 
региональным программам модернизации здраво-
охранения и обеспечения доступности медицинской 
помощи и т.п., хотя дополнительные лабораторные 
исследования по этим программам биологи выпол-
няют наравне с врачами КЛД, которые получают 
доплату. Официально все делается в соответствии с 
постановлениями Правительства РФ, приказами МЗ 
и СР РФ и местных органов. Но при разработке целе-
вых программ по неизвестной причине не были уч-
тены кадровые особенности лабораторной службы и 
ее реалии: врачи и специалисты среднего звена могут 
участвовать в целевых программах и получать соот-
ветствующие надбавки к зарплате, а биологи – нет, 
хотя и вынуждены дополнительно работать. Эта аб-
солютно бессмысленная ситуация ведет к снижению 
качества и возможностей лабораторного обеспечения 
целевых программ.

Поскольку внесение изменений в действующие по-
становления высших органов управления государством 
крайне затруднительно и маловероятно, Минздрав РФ 
рекомендует руководителям ЛПУ, при наличии доста-
точных средств в фонде оплаты труда, устанавливать 
персональный повышающий коэффициент к окладу 
для специалистов, занятых в целевых программах, но 
не имеющих официального права на выплаты в их 
рамках. Но при этом не исключен субъективный под-
ход к деятельности отдельных специалистов.

Другим легальным вариантом является расшире-
ние «на местах» Перечня категорий работников, уча-
ствующих в реализации целевых программ и имеющих 
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право на стимулирующие выплаты, путем мобилиза-
ции средств из всех источников финансирования про-
грамм, включая местные бюджеты и территориальные 
фонды ОМС. Полномочия по формированию Перечня 
были переданы на уровень субъектов РФ, и некоторая 
часть территорий этим воспользовалась – их Перечни 
охватывают все или почти все категории специалистов. 
Биологи КДЛ здесь не одиноки – то же самое относится 
к «узким» специалистам-медикам (фтизиатрам, психи-
атрам, инфекционистам и т.д.), стоматологам, медста-
тистикам, регистраторам, главным и старшим меди-
цинским сестрам, специалистам среднего звена КДЛ и 
другим работникам ЛПУ. Но в большинстве регионов 
невключение в Перечень ряда категорий работников, 
фактически участвующих или организующих амбу-
латорную медицинскую помощь, вызвало серьезное 
обострение обстановки в коллективах. Большую роль 
в расширении Перечня могут играть профсоюзные 
организации, поэтому нужно теснее работать с ними 
и стимулировать их активность. Как показывает опыт, 
при наличии доброй воли администраторов, активной 
роли профсоюзных организаций и внесении соответ-
ствующих положений в коллективный договор ЛПУ 
выплаты за участие в целевых программах для врачей-
лаборантов и для биологов возможны даже за счет вне-
бюджетных и сэкономленных средств ЛПУ.

АТТЕСТАЦИЯ НА КВАЛИФИКАЦИОННУЮ
КАТЕГОРИЮ

Врачей-лаборантов и биологов КДЛ ранее не встре-
чала препятствий вплоть до выхода в свет приказа МЗ 
и СР РФ №808н (2011 г.) Им был отменен ранее действо-
вавший приказ №314 (1999 г.) о порядке получения ква-
лификационных категорий специалистами, работаю-
щими в системе здравоохранения РФ. В новом приказе 
речь шла только о медицинских и фармацевтических 
работниках, что породило волну недоразумений – 
биологам КДЛ в некоторых субъектах РФ отказались 
присваивать и продлевать категории, и даже досрочно 
их снимали. Делается это абсолютно неправомерно: в 
приказе №808н говорится о специалистах «с высшим 
и средним профессиональным образованием», но не 
указано, что только с медицинским. То, что биологи 
КДЛ по роду своей профессиональной деятельности 
относятся к категории медицинских работников, сле-
дует из формулировки Закона 323-ФЗ от 25.11.2011 г. (п. 
10 и п. 13 ст. 2) и прямо подтверждается в письме МЗ 
РФ №16-5-12/11 от 17.04.2013 г.: «... биологи клинико-
диагностических лабораторий относятся к категории 
медицинских работников, в должностные обязанно-
сти которых входит осуществление медицинской де-
ятельности – выполнение клинико-диагностических 
лабораторных исследований... Получение квалифи-
кационных категорий биологами клинико-диагно-
стических лабораторий и/или врачами-лаборантами 
осуществляется в соответствии с приказом МЗ СР 
РФ от 25.07.2011 г. №808н». А в перспективе, согласно 
проекту приказа на сайте МЗ РФ, квалификационные 
категории для специалистов с немедицинским обра-
зованием, работающих в медицинских организациях, 

предполагается присваивать не по специальности (как 
для врачей), а по занимаемой должности, например, 
«биолог I категории» и т.д.

СЕРТИФИКАТЫ
Наиболее спорные вопросы связаны с продлени-

ем сертификата специалиста врачам-лаборантам. Как 
указывалось ранее, в период действия приказа МЗ и 
МП РФ №286 (1995–2000 годы) специалисты с высшим 
немедицинским образованием, работавшие врачами-
лаборантами, после прохождения первичной специ-
ализации (ранее или заново) должны были получить 
сертификат специалиста. Это они и сделали, а не-
которые из них были даже переведены на должность 
врача КЛД. После отмены 286-го приказа в 2000 г. воз-
ник парадокс: официально действующего положения/
приказа о сертификате специалиста не было (вплоть 
до ноября 2012 г.), но сертификат был необходим для 
осуществления медицинской деятельности (по закону 
323-ФЗ – до 2016 г., когда начнет выдаваться свидетель-
ство об аккредитации), для принятия на должность 
врача КЛД (по приказу №541н, 2010 г.), а также для обе-
спечения возможности участия в выполнении целевых 
программ и получения соответствующих выплат.

Согласно вышедшему 29.11.2012 г. приказу МЗ РФ 
№982н, сертификат выдается лицам, получившим меди-
цинское или фармацевтическое образование. Соответ-
ственно, специалистам, принятым в КДЛ на должность 
биолога, сертификаты выданы быть не могут, поскольку 
их базовое образование является немедицинским. Но 
врачи-лаборанты, принятые на работу до 01.10.1999 г., не-
смотря на «немедицинский» диплом, должны сохранить 
все права врачей, поскольку они постоянно выполняли 
врачебные обязанности, имеют большой стаж работы во 
врачебной должности, квалификационные категории и 
законно выданные сертификаты (по нормативным по-
ложениям, действовавшим на момент их выдачи), суще-
ственные моменты их деятельности и функциональные 
обязанности не изменялись, а вновь принятые норматив-
ные документы обратной силы иметь не могут. С учетом 
этих положений многие учреждения последипломно-
го медицинского образования продляют сертификаты 
действующим врачам-лаборантам после прохождения 
повышения квалификации, что, как правило, не встре-
чает никаких возражений со стороны Росздравнадзора 
как контролирующей инстанции. Однако некоторые 
учебные заведения по различным причинам перестали 
продлевать сертификаты врачам-лаборантам, что поро-
дило многочисленные ущемления в правах вплоть до 
снятия специалистов с многолетним стажем с должно-
сти заведующих КДЛ, и приводило к снижению их за-
работной платы.

Позиция Минздрава РФ на этот счет не совсем 
определенная. В письме №206-158/16-1 от 29.04.2009 г. 
в адрес Ижевской медицинской академии сказано: «...
до утверждения нормативного правового акта по дан-
ному вопросу, специалисты с высшим профессиональ-
ным образованием, занимающие врачебные долж-
ности в лабораториях учреждений здравоохранения, 
могут подтвердить полученные в соответствии с ранее 
действовавшим приказом Минздравмедпрома России 
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от 19.12.1994 г. №286 сертификаты специалистов». С 
другой стороны, в письме №16-1-15/353 от 04.02.2011 г. 
в адрес СПб МАПО говорится: «...указанные специали-
сты могут [как это понимать? – авт.] продолжить про-
фессиональную деятельность в занимаемых должно-
стях без сертификата специалиста».

В создавшейся ситуации, с учетом серьезных от-
рицательных последствий отказа от продления серти-
фиката у таких специалистов, а также положения об 
отсутствии обратной силы у вновь вводимых норматив-
ных документов, на наш взгляд, необходимо придер-
живаться изложенной выше позиции о сохранении за 
врачами-лаборантами всех прав врача, включая прод-
ление сертификата (тем более, что новых специалистов 
в этой должности уже не будет, и сертификаты будут 
продлеваться только до 2016 г.)

В дополнение к сказанному интересно отметить из-
ложенную в статье, опубликованной в журнале «Здра-
воохранение» №7 за 2012 г., позицию, которую занял 
городской суд Абакана (Хакассия) в 2011 г. при рассмо-
трении иска специалистов с немедицинским образо-
ванием, занимающих должности врачей КЛД и уча-
ствующих в реализации мероприятий по повышению 
доступности амбулаторной медицинской помощи, о 
взыскании задолженности в связи с неначислением 
средств по указанной программе из-за истечения сро-
ка действия сертификата специалиста (который этим 
врачам-лаборантам в свое время был выдан, но его в 
2010 г. не продлили). Суд определил, что, согласно 
приказу МЗМП РФ №286 (1994 г.), специалисты с выс-
шим специальным образованием, допущенные ранее 
к занятию медицинской деятельностью и работавшие 
в учреждениях здравоохранения на врачебных долж-
ностях, сохраняют право на занятие должностей тех 
же наименований при условии получения сертификата 
специалиста; и приказ №541н (2010 г.) подтвердил сохра-
нение должности «врач-лаборант» для специалистов с 
немедицинским образованием, принятых на работу до 
01.10.1999 г. В Положении о сертификате специалиста 
(ст. 54 действовавших в 2011 г. Основ законодательства 
РФ об охране здоровья граждан) не содержится требо-
ваний о сроке действия сертификата и о порядке его 
продления, а приказ №286, устанавливающий порядок 
подтверждения сертификата каждые пять лет, отменен 
в 2000 г. Таким образом, на момент рассмотрения дела 
нормативно-правовые акты, устанавливающие срок 
действия сертификата или необходимость его прод-
ления, отсутствовали, а истцы как врачи-специалисты 
вправе занимать должности врачей клинической лабо-
раторной диагностики, не имея высшего медицинского 
образования, и, следовательно, имеют право на вклю-
чение в региональную программу модернизации здра-
воохранения и получение ответствующих выплат [то 
есть важно, что сертификат когда-то был законно выдан 
– авт.] Тем самым был создан интересный прецедент, 
который нужно принимать во внимание в случае воз-
никновения аналогичной ситуации.

ПОДГОТОВКА (ОбУчЕНИЕ)
В действующем приказе МЗ и СР РФ №541н уста-

новлены требования к квалификации биологов КДЛ: 
высшее профессиональное образование (академиче-
ская квалификация – магистр или специалист) по 
специальности «Биология», «Биохимия», «Биофизика», 
«Генетика», «Микробиология», «Фармация» и дополни-
тельное профессиональное образование в соответствии 
с направлением профессиональной деятельности без 
предъявления требований к стажу работы. Здесь не-
обходимо отметить, что одна из приведенных специ-
альностей у выпускников должна быть основной, а 
квалификация, прописанная в дипломе – точно соот-
ветствовать списочной («Биолог», «Биофизик», «Гене-
тик» и т.д., но не «Учитель биологии»).

С учетом того, что биологи в отношении своих про-
фессиональных обязанностей относятся к медицин-
ским работникам с высшим профессиональным не-
медицинским образованием (о чем говорилось выше), 
они могли бы подпасть под действие п. 2.3 ст. 73 Закона 
323-ФЗ и ряда положений приказа МЗ РФ №66н (2012 г.) 
о совершенствовании профессиональных знаний и на-
выков путем обучения по дополнительным професси-
ональным образовательным программам – таким же, 
как у врачей, то есть ПП, ОУ, ТУ и стажировки. Кстати, 
в письме МЗ РФ №15-12/453 от 03.10.2000 г. говорилось о 
профессиональной переподготовке для специалистов, 
окончивших университет по специальности «биоло-
гия», по лабораторной диагностике в объеме не менее 
500 часов очного обучения в государственных высших 
медицинских образовательных учреждениях по про-
грамме, рассчитанной на биологов, и дальнейшем усо-
вершенствовании по общепринятой схеме. В настоящее 
время медицинские последипломные образовательные 
учреждения придерживаются этих положений.

К сожалению, письмо МЗ РФ №16-5-12/11 от 
17.04.2013 г. о специалистах с высшим немедицинским 
образованием, занимающих должности в клинико-
диагностических лабораториях медицинских орга-
низаций, внесло некоторую сумятицу в определение 
вида и продолжительности обучения биологов для 
работы в КДЛ: в нем указано, что осуществлять про-
фессиональную деятельность в должности биолога 
могут лица, получившие высшее профессиональное 
образование по указанным выше (в приказе 541н) спе-
циальностям и прошедшие лишь «...повышение ква-
лификации продолжительностью обучения до 500 
учебных часов», но не профессиональную перепод-
готовку. Почему? Можно предположить следующую 
логику со стороны МЗ РФ, приведшую к указанному 
юридическому определению: прохождение ПП тре-
буется для получения новой медицинской (или иной) 
специальности. Биологи не могут получить специаль-
ность «Клиническая лабораторная диагностика», по-
скольку она утверждена приказом МЗ СР РФ №210н 
(2009 г.) для специалистов с высшим медицинским 
образованием. Значит, биологам, прошедшим ПП, 
должна присваиваться другая, немедицинская, специ-
альность, но ее в настоящее время нет в перечне спе-
циальностей работников медицинских организаций. 
Введение для биологов, например, специальности 
«Клиническая лабораторная аналитика», более точно 
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отражающей их функцию в КДЛ, напрямую не отно-
сится к компетенции МЗ РФ и требует согласования 
и утверждения в различных инстанциях (Минтруд, 
Минюст, Пенсионный фонд и др.). Пока это офици-
ально не сделано, специальность у лиц, принимаемых 
на должность биолога в КДЛ, будет оставаться той же, 
что указана в их дипломах о высшем образовании (т.е. 
«Биология», «Биохимия», «Генетика» и др.)

Соответственно, поскольку присвоение новой спе-
циальности биологам КДЛ пока невозможно, первич-
ное последипломное образование для них должно 
проводиться не в форме ПП, а в форме повышения 
квалификации. Вместе с тем ее указанная продолжи-
тельность – до 500 ч – слишком неопределенна: сюда 
формально можно отнести циклы усовершенствова-
ния в 288 ч, 216 ч, 144 ч и даже 72 ч, хотя понятно, что 
первичная подготовка по клинико-лабораторным ме-
тодам должна быть достаточно серьезной и продолжи-
тельной. В сложившейся ситуации, до официального 

введения для биологов новой специальности, можно 
согласиться с предложением о выделении для них 
особой формы подготовки – обязательного первично-
го усовершенствования (ПУ) по клинической лабора-
торной аналитике продолжительностью, например, 
490–500 ч, с возможной последующей стажировкой. 
Типовой учебный план и продолжительность такой 
подготовки, а также последующего периодического 
усовершенствования, должны быть официально согла-
сованы и рекомендованы МЗ РФ.

Таким образом, при решении ряда спорных вопро-
сов и упорядочения ряда положений позицию биоло-
гов и врачей-лаборантов в КДЛ можно существенно 
упрочить, создав этим специалистам оптимальные 
условия для работы и возможность адекватного возна-
граждения за труд. При этом они смогут, как и во всем 
мире, продолжать занимать важную нишу в медицин-
ских лабораториях и вносить очень значимый вклад в 
исследовательский процесс.
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5ФГУП «ВНИИМ им. Д.И. Менделеева»
г. Санкт-Петербург, Россия

Эффективная организация процессов в клинико-
диагностической лаборатории – это сложная задача 
даже для специалиста в области лабораторной меди-
цины. Более того, для сотрудника лаборатории она 
может быть практически невыполнимой. Во многом, 
это связано с тем, что каждый из сотрудников прини-
мает участие только в ограниченном числе процедур, 
выполняемых в лаборатории или за ее пределами. В 
результате, заключения о производственном процес-
се в целом, и, что более важно, реакция на ошибки, в 
пределах одной лаборатории у представителей разных 
подразделений, могут отличаться [1]. Для разработки 
комплексного решения необходимо понимание связи 
эффективности конкретной лаборатории с качеством 
преаналитического, аналитического и постаналитиче-
ского этапов, то есть создание системы менеджмента 
качества (СМК).

Если в базу данных медицинской литературы 
PubMed ввести поисковый запрос с использованием 
словосочетания «laboratory quality» (лабораторное 
качество), то электронный ресурс предложит пере-
чень из 4644 публикаций, выпущенных только в 2013 
году. При этом самая первая статья с этими ключе-
выми словами переносит нас в 1897 год! В том случае, 
если в качестве фильтра установить «laboratory quality 
management system» (система менеджмента качества 
лаборатории), т.е. искать публикации, посвященные 
системной оценке работы лаборатории, то первое упо-
минание датируется только 1972 годом, а число публи-
каций за 2013 год снижается до 158.

Несмотря на то, что за последние годы в лите-
ратуре появляются статьи, описывающие примеры 
управления лабораторным процессом, на практике 
клинико-диагностические лаборатории (КДЛ) только 
открывают для себя возможности системного подхода. 
К сожалению, многие сотрудники КДЛ из года в год 
совершают одни и те же ошибки, которые могут быть 
устранены при внедрении полноценной СМК, но, по-
прежнему настороженно относятся к СМК в целом и 
к работе в соответствии со стандартом ИСО 15189, в 

частности. При этом опыт специалистов разных стран 
показывает, что системы менеджмента качества на 
базе ИСО стандартов хорошо совмещаются с лабора-
торными процессами и позволяют значительно повы-
сить результативность и эффективность работы лабо-
ратории [2]. Авторы настоящей статьи поставили себе 
цель – развеять основные мифы, которые сложились 
вокруг ИСО стандартов в сфере лабораторной меди-
цины, например, ИСО 15189:2012 «Лаборатории меди-
цинские. Требования по качеству и компетентности» 
(ISO 15189:2012 «Medical laboratories – Requirements for 
quality and competence») в нашей стране и надеются, 
что представленная информация поможет разрушить 
предубеждения, которые мешают разработке и вне-
дрению СМК в медицинских лабораториях.

МИФ ПЕРВЫЙ
«СМК и ИСО – это сложная документальная 

надстройка над практической работой, которая 
мешает сотрудникам выполнять их основные 
обязанности».

Действительно, система менеджмента качества – 
это «документированная система менеджмента», но 
ее суть в грамотной организации работы каждого со-
трудника. Практическая польза от стандартов ИСО в 
том, что приведенные в них требования к организации 
процессов охватывают все фазы проведения лабора-
торного исследования: пре-, пост-, аналитический эта-
пы, а также вспомогательные и управленческие про-
цессы. Таким образом, СМК охватывает большинство 
элементов повседневной деятельности лаборатории.

Рассмотрим, к примеру, такой новый инструмент 
управления как индикаторы качества, введенные в 
ИСО 15189 версии 2012 года. Одним из индикато-
ров качества, предложенных рабочей группой IFCC 
«Laboratory Errors and Patient Safety» (WG-LEPS) (Ла-
бораторные ошибки и безопасность пациента) [3] вы-
ступает индекс гемолиза (hemolysis index – HI). Опти-
мальным способом оценки этого индикатора является 
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количественное измерение концентрации свободного 
гемоглобина одновременно с выполнением исследова-
ния на биохимическом анализаторе [4]. Регулярный 
анализ процента гемолизированных образцов, рас-
считанного на основании индекса гемолиза, позволяет 
выявить процедурные кабинеты с неудовлетворитель-
ным качеством взятия венозной крови, документиро-
вать проблему, разработать и провести мероприятия 
по ее устранению.

Опыт включения индекса гемолиза в СМК 
клинико-диагностической лаборатории Санкт-
Петербургского консультативно-диагностического 
центра для детей (СПб КДЦД) показывает, что этот 
индикатор выступает объективным показателем ка-
чества преаналитического этапа. Например, для ме-
дицинской организации (МО) N, в феврале 2013 года 
процент образцов с индексом гемолиза более 50 (50 
мг/дл свободного гемоглобина) составил 4,7% (при ми-
нимальном уровне качества 0,71-0,87%). Показательно, 
что административные меры воздействия на проце-
дурных сестер привели к снижению процента гемо-
лиза только до 3% в апреле 2013 года, в то время как 
последовавшая за этим отработка практических навы-
ков на муляже, дала значительное падение числа ге-
молизированных образцов до приемлемых 0,7% в мае 
2013 года [5].

Приведенный пример иллюстрирует, что включе-
ние индикатора качества – индекса гемолиза в СМК 
лаборатории, документальное оформление и обра-
ботка результатов его измерения привели не только 
к практическому улучшению качества биологическо-
го материала, но и создало инструмент для влияния 
лаборатории на подразделение, находящееся вне под-
чинения КДЛ. Именно информация о проценте гемо-
лиза, которую КДЛ регулярно доводила до сведения  
руководства МО N, позволила объективизировать 
проблему, показать низкую результативность мер ад-
министративного воздействия, обосновать необходи-
мость программы обучения процедурных сестер и до-
казать ее высокую эффективность.

Индикаторы качества, на сегодня их число прибли-
жается к 60 для основных и вспомогательных процессов 
[3], являются также инструментом сравнения эффек-
тивности процессов собственной лаборатории с анало-
гичными КДЛ. Но для реализации этой задачи мето-
дика применения и расчета по индикаторам качества 
должна быть стандартизирована, а стандартизация 
является одним из важных элементов СМК. Можно ли 
говорить о стандартизации применительно к индексу 
гемолиза? Несомненно, да.

В случае, когда в СМК закреплены критерии от-
несения образца к гемолизированному и существует 
процедура документального оформления полученных 
результатов, КДЛ может принимать участие в про-
граммах оценки эффективности с установленными 
критериями. В том случае, когда в КДЛ гемолиз оце-
нивается визуально, т.е. без измерения концентрации 
свободного гемоглобина, а в бланк результата вносится 
пометка «гемолиз» без указания влияния или отсут-
ствия влияния гемолиза на результат исследования, 
мы не можем говорить о стандартном подходе к оцен-
ке преаналитического качества биологического ма-

териала. Предсказуемо, что подобная система имеет 
низкую эффективность для разработки мероприятий 
по улучшению качества преаналитического этапа.

Теперь обратимся к установке критериев качества 
аналитического процесса. В КДЛ регулярно прово-
дится контроль качества с использованием количе-
ственных контрольных материалов и известны значе-
ния коэффициента вариации (CV) и смещения (B) для 
каждого аналита. Но как определить, все ли хорошо в 
лаборатории с аналитическим качеством? Проанали-
зировав мировую практику, мы обнаружим несколько 
подходов к оценке и планированию аналитического 
качества и, соответственно, различные целевые значе-
ния для CV и B [6, 7, 8].

В России принято опираться на приказ МЗ РФ 
№45 «О системе мер по повышению качества клини-
ческих лабораторных исследований в учреждениях 
здравоохранения Российской Федерации» от 7.02.2000 
г., в котором также представлены два подхода к уста-
новлению допустимых значений случайной (CV) и си-
стематической (B) ошибок.

Корректно определить целевые значения CV и 
В для конкретной КДЛ можно лишь с учетом ана-
литических возможностей оборудования, знания 
системы сервисного обслуживания, доступности 
контрольных материалов, регулярности участия 
во внешних системах контроля качества, квалифи-
кации персонала, условий поставки и хранения 
реагентов и расходных материалов. Могут ли эти 
составляющие быть одинаковыми для всех лабора-
торий? Возьмем на себя смелость ответить «нет». 
Следовательно, составляющей СМК лаборатории 
должен являться документ, содержащий собствен-
ные целевые значения для каждого аналита.

Кроме того, определение собственных критериев 
точности является первым шагом на пути планиро-
вания качества, так как позволяет оценить аналитиче-
ское качество в собственной лаборатории, определить 
проблемные аналиты, аналитические системы, а воз-
можно, поставщиков реагентов и расходных материа-
лов, отношения с которыми требуют реализации ме-
роприятий по улучшению качества.

Приведенными выше примерами мы хотели по-
казать, что требования ИСО стандартов, в первую оче-
редь, относятся к реальным процессам и процедурам, 
которые выполняются в лаборатории. Важно помнить, 
что многие процессы существуют в организациях как 
бы сами по себе, в то время как использование ИСО 
стандартов позволяет повысить качество и управляе-
мость этих процессов. Постепенное построение СМК в 
лаборатории обеспечивает контролируемость и управ-
ляемость лабораторных процессов, а также повышает 
экономическую эффективность при заданном уровне 
качества результата.

МИФ ВТОРОЙ
«СМК и ИСО стандарты не применимы в России».

Исторически сложилось, что сфера услуг, в том 
числе здравоохранение, заимствовала инструменты и 
концепции по управлению качеством из промышлен-
ности [1]. ИСО 9001 – это самый популярный в мире 
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стандарт, на базе которого создается документиро-
ванная СМК в промышленности или в сфере услуг. 
Он регулирует все действия, имеющие отношение к 
качеству продукции или услуги, а детализацию до-
кументации каждая организация выбирает в зависи-
мости от своих нужд. Для лабораторий существует 
специализированный стандарт – ИСО 15198. В нем 
предъявляются требования к управлению основными 
и вспомогательными процессами медицинской лабо-
ратории, и акцентируется внимание на управленче-
ской и технической компетентности лаборатории. В 
стандарте детализируются требования к преанали-
тическому, аналитическому и постаналитическому 
процессам, отдельное внимание уделяется метроло-
гической корректности результатов и концепции нео-
пределенности результатов измерений, упоминаются 
такие инструменты как обзор системы менеджмента 
со стороны руководства организацией, проведение 
внутренних аудитов, построение системы мониторин-
га и получения обратной связи от потребителей. Это 
инструменты общего менеджмента, но без них оста-
ваться конкурентоспособным в современном мире 
становится все сложнее.

На этом фоне мы часто слышим от коллег рассуж-
дения о «менталитете русского человека», который не 
позволяет принимать стандартизацию. Однако явля-
ется ли путь российских КДЛ уникальным или он по-
вторяет эволюцию мировой лабораторной медицины?

В развитии рабочего процесса, в том числе лабора-
торного, предлагается выделять три этапа: доиндустри-
альный, индустриальный и постиндустриальный [1].

Доиндустриальное производство характеризуется 
высокой концентрацией знаний и навыков в руках от-
дельных квалифицированных специалистов, а опре-
деляющими факторами являются личные способно-
сти сотрудников. Кроме того, у каждого специалиста 
налажен специализированный рабочий процесс, 
который отличается лишь поверхностным сходством 
с действиями его коллег. Возможности специалиста 
также ограничены набором рабочих инструментов и 
материалов, которые имеются у него под рукой. По-
этому неудивительно, что доиндустриальные виды 
производства отличаются низкой производительно-
стью, неэффективным использованием персонала и 
высокой изменчивостью качества в зависимости от 
специалиста [1]. Иллюстрацией КДЛ доиндустри-
ального этапа является описание лаборатории 1968 
года, приводимое Чарльзом М. Стромом (Charles 
M. Strom), директором клинической лаборатории и 
членом американской Комиссии по медицинской ге-
нетике (American Board of Medical Genetics): «Стан-
дартные операционные процедуры были чем-то чуж-
дым. Температура водяных бань проверялась крайне 
редко, если проверялась вообще, состояние работы 
центрифуг совсем не проверялось. Отчеты были на-
писаны от руки, иногда довольно неразборчиво. Ла-
бораторные записи хранились бессистемно, и резуль-
таты анализов пациентов было трудно найти среди 
лабораторных журналов. Так как получение дохода 
не являлось первичной целью проведения исследова-
ния, то выставление счетов и оплата этих счетов про-
исходили от случая к случаю» [9].

Основой для перехода к индустриальному про-
изводству стали технологические достижения и рас-
пространение концепции производства недорогих 
продуктов. Изменение рабочих процессов привело к 
формированию современного производства с исполь-
зованием стандартных компонентов, алгоритмов и 
установлением связи объемов продукции с экономи-
ческой эффективностью. Признается, что такой способ 
организации может привести к снижению производ-
ственных затрат, более высокой систематизации, воз-
можности работать с большими объемами и общему 
повышению качества. Широкая автоматизация мно-
гих лабораторных процессов в конце ХХ века полно-
стью укладывается в параметры индустриального про-
изводства. Лабораторные исследования стали товаром 
[1]. Не удивительно, что с 1990-х возникла потребность 
в грамотном управлении централизованными лабора-
ториями, выстраивании системы выставления счетов и 
получения оплаты, поскольку от этого стало зависеть 
возмещение расходов в конкурентной экономической 
среде. По мнению Чарльза М. Строма: «Сегодня не 
имеет значения насколько Вы хороший врач, если Вы 
вовремя не позаботитесь об оплате, то вообще не уви-
дите денег» [9]. При этом уменьшение влияния чело-
веческого фактора имеет обратную сторону – личные 
способности сотрудников начинают играть второсте-
пенную роль, а зачастую персонал КДЛ переходит на 
позиции наблюдателей.

Широкая доступность компьютерных технологий 
и программных продуктов является нормой уже для 
постиндустриального рабочего процесса. Считается, 
что сегодня сотрудники не только используют ин-
формационные ресурсы, но, в определенных ситуа-
циях, изменяют их [1]. Для лабораторий наглядным 
примером является совершенствование управленче-
ской части лабораторной информационной системы 
(ЛИС) в соответствии с потребностями каждой КДЛ. 
Например, внедрение в систему менеджмента каче-
ства СПб КДЦД индекса гемолиза потребовало изме-
нения формы выдачи результата через ЛИС: сегодня 
вместе со значениями аналитов в бланке ответа при-
водятся результаты индекса гемолиза. Кроме того, в 
бланк ответа вносится отметка о влиянии гемоли-
за, но только рядом с теми аналитами, на достовер-
ность которых может влиять свободный гемоглобин 
в концентрации, присутствующей в образце [10]. 
Изменение данной настройки ЛИС по инициативе 
сотрудников КДЛ связано с тем, что в постиндустри-
альном рабочем процессе каждый сотрудник может 
являться «работником умственного труда», то есть 
предлагать действия по улучшению общего качества. 
За последние десятилетия возросшая надежность и 
стандартизация методов, реагентов и анализаторов, 
сократила процент аналитических ошибок более чем 
в 10 раз [11]. Таким образом, «стоя на плечах гиган-
тов», сотрудники лабораторий могут синтезировать 
новые виды применения существующих технологий. 
С другой стороны, чем больше людей задействовано в 
постиндустриальном рабочем процессе, тем хуже их 
сплоченность и контролируемость, что требует обя-
зательного внедрения системы управления процес-
сом, т.е. системы менеджмента качества.
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Разве приведенная эволюция мировой лаборатор-
ной медицины отличается от развития российских ла-
бораторий? Конечно, можно оставаться на уровне ор-
ганизации рабочих процессов, соответствующих КДЛ 
1968 года, а можно перестать оправдывать нероссий-
ский характер системного подхода, начать разработку 
СМК и перейти на более высокий уровень производ-
ства. Несомненно, любые перемены крайне сложно 
принять, прежде всего, психологически, но реальность 
уже внесла коррективы без учета «географической 
ментальности». И в данной ситуации полезно вспом-
нить негативный опыт американского автопрома.

До 1980-х годов, большинство американских ком-
паний думало о повышении качества как о деятель-
ности, связанной с увеличением затрат, а не как о 
механизме, способствующем снижению расходов. В 
это время японские производители, в частности, ком-
пания Toyota, внедрили у себя различные инструмен-
ты системного подхода к управлению качеством. В 
результате им удалось сократить издержки и время 
производственного цикла, вместе с тем резко улучшив 
качество. Соответственно, к 2007 году эта компания 
стала крупнейшим и наиболее рентабельным произ-
водителем автомобилей в мире по сравнению со все-
ми остальными автомобильными компаниями в мире 
вместе взятыми [12]. К тому времени, американские 
автомобили уже не могли конкурировать с японскими 
моделями в плане качества, поэтому они были вынуж-
дены конкурировать в цене, что привело к еще боль-
шему снижению качества американских машин.

Для лабораторной медицины в роли «японцев» се-
годня выступают частные лаборатории, например, на 
сайте ООО «ИНВИТРО» указано, что система менед-
жмента качества соответствует требованиям ИСО 15198 и 
ИСО 9001. Стоит ли отстаивать позицию «американцев» 
прошлого века и оправдывать национальными особен-
ностями нежелание прилагать усилия для изменения 
своей работы, даже если они направлены на улучшение? 
Российская медицина перешла к функционированию 
в условиях страхового возмещения расходов и все чаще 
сталкивается с необходимостью решать проблемы, свя-
занные с существенным изменением условий деятель-
ности отдельных лечебных учреждений и всей системы 
здравоохранения в целом [13]. Наличие действующей 
СМК и соответствие стандарту ИСО 15189 может стать в 
ближайшее время одним из критериев эффективности, 
а значит и выживания лаборатории [14].

МИФ ТРЕТИЙ
«СМК – это глобальная перестройка, на кото-

рую нет времени и ресурсов».

Часто приходится слышать от сотрудников орга-
низаций реплики следующего содержания: «Мы и так 
знаем, что и как нам делать. Ваши стандарты нам не 
нужны и совершенно ничем не могут помочь». Обычно 
это говорят люди, ни разу не читавшие стандарт или 
иногда поверхностно знающие предмет обсуждения. 
В нашей практике большинство специалистов из раз-
ных областей признавали ценность стандартов после 
их внимательного изучения. Более того, часто мы слы-
шим от руководителей организаций, что они осознали 

полезность ИСО после внедрения такого обязательного 
инструмента как внутренние аудиты. И действительно, 
если руководитель понимает, что ИСО стандарт – это 
набор полезных управленческих инструментов и начи-
нает воспринимать и использовать его именно так, то 
ИСО приносят реальную пользу работе.

Обратимся к восьми основным принципам менед-
жмента качества применительно к лабораторной ме-
дицине [2]:

 
1. Ориентация на потребителя
Потребителями результатов лабораторных иссле-

дований являются врачи и пациенты, а значит, улуч-
шение качества лабораторных процессов направлено 
на улучшение качества оказания медицинской помо-
щи. Например, такой показатель как время оборота 
теста (turnaround time) – один из индикаторов каче-
ства, является показателем удовлетворенности леча-
щего врача временем получения результата. Для Рос-
сии документом, в котором установлены значения для 
интервалов оказания медицинской помощи, в част-
ности для лабораторных тестов, является Приказ МЗ 
РФ №928н от 15.11.2012 г. «Об утверждении порядка 
оказания медицинской помощи больным с острыми 
нарушениями мозгового кровообращения».

2. Лидерство руководителя
Именно руководитель разрабатывает и реализу-

ет политику развития лаборатории с вовлечением в 
процесс всех сотрудников. Как частный случай, выбор 
критериев аналитического качества для показателей, 
исследуемых в КДЛ, является зоной ответственно-
сти заведующего КДЛ, на что обращает внимание п. 
4.1.2.1. ИСО 15189- 2012. 

3. Вовлечение работников
Работники всех уровней составляют основу орга-

низации. Выделение зоны ответственности, полное во-
влечение в процесс каждого работника и понимание 
важности их роли и дает возможность организации с 
выгодой использовать их способности.

4. Процессный подход
Желаемый результат достигается эффективнее, 

когда деятельностью и соответствующими ресурсами 
управляют как процессом. В начале разработки СМК 
полезно определиться с существующим положением 
дел, установить цели и стратегию развития. В одной 
КДЛ могут использоваться все три модели рабочих 
процессов: до-, пост- и индустриальная, но только в 
различных подразделениях. Большинство морфоло-
гических исследований в отечественных лабораториях 
находятся на уровне доиндустриального производ-
ства, в то время как централизованные клинико-диа-
гностические лаборатории прочно вошли в рамки 
индустриального процесса, включая элементы и по-
стиндустриального производства. Проблемы, связан-
ные с неэффективностью процесса и изменчивостью 
качества конечного продукта, являются данностью 
при каждой модели, так же как различны их полити-
ки в области качества.

5. Системный подход к менеджменту
Взаимосвязь рабочих процессов проявляется в ла-

бораторной медицине особенно ярко: качество преа-
налитического, аналитического и постаналитического 
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этапов определяют достоверность результата, поэтому 
так важно внедрять системный подход к управлению 
качеством.

6. Постоянное улучшение
Введение новых технологических и организацион-

ных решений, направленных на улучшение качества, яв-
ляются базовыми принципами успешных лабораторий.

7. Принятие решений, основанное на фактах 
Эффективные решения основываются на анализе 

данных и информации, а лабораторные информаци-
онные системы обеспечивают быстрое получение объ-
ективной информации, не доступной при отсутствии 
информационного решения.

8. Взаимовыгодные отношения с поставщиками 
В рамках индустриального производства, которым 

является современная лабораторная диагностика, вы-
сока зависимость от производителей и поставщиков 
реагентов, расходных материалов, сервисных и инфор-
мационных услуг. Дефицит одного или более компо-
нентов может иметь катастрофические последствия 
и привести к полной остановке всего процесса. Таким 
образом, КДЛ и ее поставщики взаимозависимы, а 
отношения взаимной выгоды повышают способность 
обеих сторон создавать ценности.

СМК охватывает все процессы организации, но ни-
кто не говорит, что браться надо за все и сразу. Один 
из практически оправданных подходов к построению 
СМК – постепенное выявление наиболее проблемных 
зон в организации, поиск причин и их устранение. Ког-

да в ИСО 15189 мы встречаем требование о наличии 
документально оформленной процедуры, то стандарт 
сигнализирует – данный процесс критичен для каче-
ства и достоверности результатов исследований. Проа-
нализируйте, все ли устраивает в данном процессе. Есть 
ли систематические сбои? Можно ли улучшить про-
цесс? Соответствуют ли его результаты обязательным 
требованиям? Если да, документируйте, то есть зафик-
сируйте механизм получения качественного результа-
та. И только теперь стоит переходить к документам. На 
самом деле, построение СМК заканчивается созданием 
базовых документов, таких как руководство по качеству.

ЗАКЛЮчЕНИЕ
Система менеджмента качества и ИСО стандарты 

являются реально действующими инструментами для 
практического повышения эффективности работы ме-
дицинской лаборатории, а системный подход к управ-
лению качеством КДЛ начинает находить свое место 
в практике управления лабораторными процессами.

В финале мы хотели бы обратиться к этимологии 
слова миф. В Греции для обозначения «слова» ис-
пользовались два термина Миф и Логос. Логос упо-
рядочивает, он по определению красив и устойчив; 
Миф принадлежит «неправильному» пространству, 
он не красив и деструктивен [15]. В этом материале 
мы хотели показать, что разрушение мифов о систе-
ме менеджмента качества и ИСО стандартов являются 
переходом к построению логичной, устойчивой и эф-
фективной лаборатории.



АВТОМАТИчЕСКИЙ бИОхИМИчЕСКИЙ АНАЛИЗАТОР
открытого типа CHEM-200
GESAN PRODUCTION Srl (Италия)
• Новейший автоматизированный настольный анали-
затор с возможностью произвольного доступа (random 
access), и проведения срочных (STAT) анализов; 
• Полностью «открытая» система с компьютер-
ным управлением и программным обеспечением 
под Windows;
• Предназначен для всех типов лабораторий. Про-
изводительность: до 200 анализов в час при одиноч-
ном реагенте;
• Высококачественный, компактный, точный и 
экономичный анализатор для исследования суб-
стратов, ферментов, электролитов и иммуно-тур-
бидиметрических тестов.

Ферменты: АЛТ, АСТ, Щелочная фосфатаза, Кис-
лая фосфатаза, Креатинкиназа, Креатинкиназа МВ, 
ЛДГ, ГГТ, Амилаза, Липаза.

Субстраты: Альбумин, Билирубин прямой, Били-
рубин общий, Гемоглобин, Глюкоза, Мочевина, Креа-
тин, Мочевая кислота, Общий белок, Триглицериды, 
Холестерин, Холестерин ЛПВП, Холестерин ЛПНП, 
Микропротеин.

ТОО «ЭКО-бАРС»
Республика Казахстан, ЮКО, г. Шымкент, ул. Д. Курманбекова, 2
тел.: +7 (7252) 54 34 66, 54 60 43, e-mail: info@ecobars.kz
www.ecobars.kz

• Автоматизированный настольный анализатор с воз-
можностью произвольного доступа (random access).
• Производительность: 200 тестов/час для монореа-
гентов при длительности цикла 18 сек. 200 тестов/час для 
2-компонентных тестов при длительности цикла 29 сек.
• Методы расчета: Конечная точка, бихроматическая 
конечная точка, дифференциальная конечная точка, кине-
тика, многоточечный режим, постоянный момент, кине-
тика по стандарту, бихроматические фотометрические из-
мерения, абсорбция, турбидиметрия, бланк по реагенту.
• Функции: Предварительное разведение, диспенсиро-
вание, перемешивание, инкубация, измерение и расчет 
результатов с возможностью просмотра графика реакции.
• Память: Неограниченное количество методик, безлимит-
ный объем памяти результатов и таблиц контроля качества. 

Электролиты: Железо, Кальций, Магний, Калий, 
Натрий, Фосфор, Хлор, Цинк, Медь, ОЖСС.

Иммунотурбидиметрия: С-реактивный белок, 
Ревматоидный фактор, Антистрептолизин О, Липопро-
теин, Бета-2-микроглобулин, Ферритин, Иммуноглобу-
лин Е, Миоглобин, Микроальбумин, Альфа-фетопроте-
ин, Гликозилированный гемоглобин, Аполипопротеин 
А1, В, СII, CIII, E, IgG, IgA, IgM, Трансферрин.

• STAT образцы: Могут располагаться на любом месте 
карусели. STAT образцы исследуются в первую очередь.
• Программируемые параметры: Программируемые 
тесты или вычисляемые параметры – без ограничения.
• Идентификация штрих-кода: Считыватель штрих-
кодов. Автоматическое сканирование штрих-кода для ре-
агентов и образцов при запуске. 
• Режимы калибровки: линейная, нелинейная, мно-
готочечная.
• Объем реагентов: «на борту» 30 разных методов в 
охлаждаемых штрих-кодированных моно- или двойных 
контейнерах одновременной загрузки без адаптера.
• Температура реакции: 37 ±0,2°С
• Габаритные размеры (в×д×ш): 49×60×62 см.
• Вес: 38 кг.

ВЫПОЛНЯЕМЫЕ ТЕСТЫ

ТЕхНИчЕСКАЯ хАРАКТЕРИСТИКА

Гарантированное итальянское качество аппарата, реаген-
тов и расходных материалов позволяет сократить расходы на 
содержание аппарата. CHEM-200 гарантирует длительную 
стабильность реагентов и надежность результатов. Прост в 
использовании, не требует больших затрат на обслуживание.

Анализатор CHEM-200 оснащен интегрированным 
считывателем штрих-кода для образцов и реагентов. Име-
ет большое количество кювет, что позволяет производить 
одновременно большое количество анализов и снижает 
загруженность лаборатории в максимально короткие сро-

ки. Имеет большое количество позиций для реагентов на 
борту для моно- и двухкомпонентных тестов.

Автоматический биохимический анализатор CHEM-
200 идеально подходит для работы в лабораториях любых 
размеров, в сетевых лабораториях, государственных и част-
ных поликлиниках и медицинских центрах.

Благодаря своим габаритам анализатор не требует 
особых условий для размещения. Интегрированная 
система считывания штрих-кода позволяет избежать 
ошибок при проведении анализа.
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ПОДГОТОВКА КАДРОВ ДЛЯ
КЛИНИКО-ДИАГНОСТИчЕСКИх
ЛАбОРАТОРИЙ

Ш. А. бейсембаева, Л. б. Шайкенова, А. С. Искакова

Казахский национальный медицинский
университет  им. С. Д. Асфендиярова, г. Алматы, Казахстан

На современном этапе развития отечественного 
здравоохранения решающее значение имеет созда-
ние научно-технической базы для создания высоко-
технологичной медицинской помощи населению. 
Однако, как показывает практика, не достаточно 
создать или закупить новое диагностическое обо-
рудование. В Казахстане сохраняется большой дефи-
цит квалифицированных кадров, как среднего, так и 
высшего звена. В настоящее время практически все 
клинико-диагностические лаборатории укомплек-
тованы персоналом далеко не полностью. Еще хуже 
обстоит дело с обучением основам лабораторной 
диагностики студентов медицинских ВУЗов. Незна-
ние клиницистами современных диагностических 
технологий, возможностей лабораторной медицины 
является одной из причин низкой эффективности 
диагностического процесса.

Для решения тех задач, которые стоят перед 
службой клинической лабораторной диагностики 
в области совершенствования подготовки профес-
сиональных кадров, к числу которых могут быть 
отнесены обеспечение преемственности в процессе 
обучения на до- и последипломном уровне, совер-
шенствование программы подготовки фельдшеров-
лаборантов, включение в программы подготовки 
интернов, резидентов и семейных врачей (врачей 
общей практики), прохождение курсов переподго-
товки на кафедрах клинической лабораторной диа-
гностики, которые необходимо открыть во всех ме-
дицинских университетах.

Комплексный мультидисциплинарный харак-
тер клинической лабораторной диагностики, объ-
единенной общей задачей - разносторонней оценке 
состояния обследуемого пациента путем изучения 
специфических для каждой дисциплины объектов 
в едином носителе информации и исследователь-
ском поле - биологическом материале пациента. Это 
требует выделения в рамках единой специальности 
ряда специализаций: общеклинические исследо-
вания, клиническая биохимия, лабораторная гема-
тология, коагулология, цитология, лабораторная 
генетика, молекулярная биология, иммунология, 
изосерология, бактериология, вирусология, миколо-
гия, паразитология, химико- токсикологические ис-
следования, терапевтический мониторинг лекарств.

В системе здравоохранения РК по данным МЗ РК 
(2012 г.) работает 2215 диагностических лабораторий, 

в т.ч. клинико-диагностических лабораторий (КДЛ) 
1848, специализированных (бактериологических, 
серологических, биохимических, цитологических, 
коагулологических) – 364, из них централизованных 
лабораторий - 3.

Кадровый состав лабораторий: специалисты с 
высшим образованием - 1548, в т.ч., с медицинским 
– 60%, не медицинским – 40%, имеют квалифика-
ционные категории – 38%. Укомплектованность ла-
бораторий составляет 67%. Специалистов среднего 
звена -6393, имеющих категорию – 56% , укомплек-
тованность – 88%.

Подготовка врачебных кадров для клинической 
лабораторной диагностики в РК осуществляется 
только на последипломном этапе. В республике 
существуют три специализированные кафедры: в 
Алматинском государственном институте усовер-
шенствования врачей МЗ РК (АГИУВ) - первичная 
специализация и усовершенствование.

В Казахском Национальном медицинском уни-
верситете им. С.Д. Асфендиярова МЗ РК (КазНМУ):

кафедра лабораторной диагностики  и мо-
лекулярной медицины на которой обучаются 
студенты 2-5 курсов факультета «Общая медицина», 
врачи – интерны (смежных специальностей), рези-
дентура (клиницисты) - элективные курсы по акту-
альным вопросам лабораторной диагностики. Рези-
дентура по КДЛ (2х годичная) – 8-10 мест ежегодно. 
Планируется готовить бакалавров по специально-
сти КЛД (4 года) и интернов (1 год), а также открыть 
прием в магистратуру и докторантуру (PhD);

кафедра лабораторной диагностики Центра 
последипломного образования - специализация и 
усовершенствование.

По мере развития лабораторных методов ис-
следования очевидной стала необходимость совер-
шенствования преподавания этой дисциплины сту-
дентам медицинских вузов, поскольку наметилась 
пропасть между клиницистом и лабораторией, что 
негативно сказывается на эффективности лечебно-
диагностического процесса.

КЛД является не только одной из медицинских 
специальностей по номенклатуре МЗ РК, но и на-
учной специальностью. К сожалению, кроме нашего 
университета, в медицинских вузах РК не препода-
ют КЛД на додипломном уровне, нет соответствую-
щих кафедр.
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В настоящее время потребности кадрового 
воспроизводства врачебного персонала службы 
покрываются за счет курсов специализации на 
базе института усовершенствования врачей и фа-
культетов последипломного (дополнительного) 
образования: первичная специализация и усовер-
шенствование по узким разделам дисциплины. В 
результате молодые специалисты получают фор-
мальное право на выполнение любого исследова-
ния, хотя достигнутый уровень квалификации не 
обеспечивает им необходимой профессиональной 
компетентности и не защищает пациентов от воз-
можности диагностических ошибок.

Факультеты медико-биологического профи-
ля в Казахстане закрыты, Профессиональная под-
готовка специалистов клинической лабораторной 
диагностики осуществляется в резидентуре, но по 
существующему положению в резидентуру могут 
поступать только после интернатуры, выпускники 
медико-биологических и санитарно-гигиенических 
факультетов, а это основной кадровый ресурс, для 
которых интернатура не предусмотрена - не при-
нимаются. На вакантные места резидентуры по спе-
циальности КЛД поступают выпускники – врачи 
общей практики, терапевты, педиатры и другие, не 
имеющие базовой подготовки для работы в клини-
ко-диагностической лаборатории. Специалисты с 
медицинским образованием должны иметь серти-
фикат, пройдя первичную специализацию.

Низкая продуктивность лабораторного исследо-
вания нередко обусловлена недостаточной профес-
сиональной компетентностью части лабораторного 
персонала в отношении основ аналитических техно-
логий, понимания показаний к проведению иссле-
дований и клинической интерпретации лаборатор-
ных результатов.

Для решения этой проблемы необходимо вос-
становить подготовку специалистов КЛД на доди-
пломном уровне в бакалавриате и одногодичной 
интернатуре, с выдачей сертификата специалиста, с 
последующей 2-х годичной резидентурой. Для под-
готовки научно-педагогических кадров необходимо 
обучение в магистратуре и докторантуре (PhD) по 
специальности КЛД.

Современная клиническая лабораторная диа-
гностика представляет собой обширную область 
знаний, устанавливающих взаимосвязи показате-
лей состава и свойств биологических проб орга-
низма человека с протекающими в нем физиоло-
гическими и патофизиологическими процессами. 
С каждым годом объем этих знаний растет значи-
тельными темпами, КЛД одна из самых интенсивно 
развивающихся областей медицины. Необходима 
консолидация при подготовке клиницистов и спе-
циалистов лабораторной медицины, обладающих 
необходимыми знаниями в различных областях 
науки и техники: химии, биохимии и молекуляр-
ной биологии, физики и ее специальных разделах, 
механики, математической статистики, теории из-

мерений. Без этих знаний специалист не сможет 
в полной мере понимать сущность тех аналитиче-
ских процессов, которые он выполняет, и, как след-
ствие, не сможет обеспечить качество получаемых 
лабораторных исследований.

Клиническая лабораторная диагностика (КЛД) в 
современной медицине играет исключительно важ-
ную роль. Она дает более 80% всей объективной ин-
формации о состоянии организма пациента. Состо-
яние иммунной и гормональной  системы, системы 
свертывания крови и системы кроветворения мож-
но оценить практически только по лабораторным 
показателям. Современные методы лабораторной 
диагностики не только играют существенную роль 
в постановке диагноза, но и позволяют обнаружить 
патологические изменения в организме человека на 
доклинической стадии. В настоящее время активно 
развивается индивидуализированная предиктивная 
диагностика, на основе достижений геномных ис-
следований.

В настоящее время в структуре КДЛ следу-
ющие должности:

1. Специалист с высшим медицинским обра-
зованием, врач клинической лабораторной диа-
гностики. За рубежом такой специалист часто 
называется клиническим патологом (сертифи-
кат, квалификационная категория)

2. Специалист лаборатории с высшим неме-
дицинским образованием: биологическим хими-
ческим, фармацевтическим, физико-математи-
ческим и др., специалист - аналитик

3. Фельдшер – лаборант
4. Лаборант
Врач клинической лабораторной диагно-

стики должен иметь медицинское образование и 
обладать знаниями в области клинической лабо-
раторной диагностики, должен иметь представле-
ние о тех аналитических методах, с применением 
которых получаются результаты лабораторных ис-
следований. Врач КЛД не выполняет лабораторные 
исследования, за исключением микроскопических 
исследований биологического материала. Анализ 
мака крови, цитологических и гистологических 
препаратов должен выполнять врач, поскольку это 
фактически не аналитическое исследование с четко 
регламентированным процессом, а обследование 
пациента на клеточном уровне.

Лечащие врачи часто не имеют информации о 
диагностических технологиях и возможностях ла-
боратории, которые необходимы для постановки 
диагноза или контроля за проводимым лечением. 
Получив результаты анализов из лаборатории, не в 
состоянии в полной мере и корректно интерпрети-
ровать их. Новые виды лабораторных исследований 
в нашей стране внедряются с большим отставанием 
по причине того, что они не включены в протоколы 
диагностики и лечения по различным нозологиям, 
т.к. при их создании не привлекаются специалисты 
лабораторной медицины. Лечащему врачу необ-
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ходим консультант по вопросам клинической 
лабораторной диагностики, это даст огром-
ный клинический и экономический эффект. 
Для этого необходимо радикально изменить 
статус врача клинической лабораторной диа-
гностики путем введения соответствующего 
профессионального стандарта.

Объем знаний, которыми располагает современ-
ная клиническая лабораторная диагностика очень 
большой, и поэтому для решения сложных диа-
гностических задач необходима подготовка специ-
алиста обладающего, наряду с общими знаниями 
по всем разделам клинической лабораторной диа-
гностики, более глубокими знаниями в области от-
дельной дисциплины КЛД, что может быть решено 
только на уровне базовой подготовки в бакалавриате 
и интернатуре и резидентуре и узкой специализа-
цией на факультетах усовершенствования и пере-
подготовки.

В сферу ответственности специалиста КЛД с 
немедицинским образованием входят: выполне-
ние лабораторных исследований, организация ана-
литических процессов, обеспечение надлежащего 
качества результатов лабораторных исследований, 
обеспечение выполнения требований нормативных 
документами, включая стандарты ГОСТ Р и ИСО.

Качественное выполнение аналитических про-
цессов не всегда требует обширных знаний, кото-
рые дает ВУЗ. В большинстве случаев достаточно 

специальной подготовки в объеме средне-специ-
ального образовательного учреждения. В зару-
бежной клинико-диагностической лаборатории 
большую часть лабораторных исследований вы-
полняется сотрудниками со средне-специальным 
образованием – лабораторными техниками (лабо-
раторными технологами).

Выполнение лабораторных исследований не тре-
бует медицинских знаний в объеме медВУЗ-а, но 
требует специальных знаний в области аналитики. 
Подготовка специалиста клинической лаборатор-
ной диагностики должна осуществляться по специ-
альной образовательной программе в университе-
тах, на медико-биологических факультетах.

Программы подготовки среднего персонала 
КДЛ также должны соответствовать современным 
требованиям, с расширением базовых знаний в об-
ласти аналитической химии, физики, информатики 
и молекулярной биологии. Невозможно из выпуск-
ника сестринского факультета мед.колледжа за не-
сколько месяцев подготовить специалиста для КДЛ.

Нормативная база, регулирующая кадровые во-
просы лабораторной диагностики не выдерживает 
ни какой критики. В ней много противоречий. Вся 
нормативная база требует радикального пе-
ресмотра. Работа по разработке и введению в 
действие профессиональных стандартов соз-
дает благоприятные условия для проведения 
этой работы.
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Автоматический биохимический анализатор 
произвольного доступа для лаборатории со средней 
нагрузкой 50 – 200 образцов в день

Удобство
Реагенты cobas c pack

Качество
Широкий спектр те-
стов

Надежность
Традиции качества
а н а л и з а т о р о в 
Roche/Hitachi

Жидкие, готовые к использо-
ванию реагенты в упаковках 
cobas c pack легко устанавлива-
ются на борт анализатора

Каждая кассета содержит все 
необходимые для теста реаген-
ты, что упрощает хранение

Объемы упаковок обеспечива-
ют экономное использование 
при определении как рутин-
ных, так и специфических па-
раметров

Более 100 тестов в 
меню клинической хи-
мии

Высокая стабильность 
реагентов на борту 
анализатора делает 
возможным постоян-
ный доступ более чем 
к 40 тестам

Высокая стабильность 
калибровки уменьша-
ет расход реагентов

Система определе-
ния сгустка

Б е с к о н т а к т н о е 
ул ьт ра зв у ков о е 
перемешивание 
исключает воз-
можность загряз-
нения проб

Определение сы-
вороточных ин-
дексов (индексы 
интерференций)

Система автоматический биохимический анализатор произвольного доступа
Производительность до 300 фотометрических тестов/час, 450 тестов/час (только ISE тесты)
Реагенты Готовые к использованию, в стандартных упаковках cobas c pack с 2-D штрих-кодом
Количество реагентов на борту до 45 тестов (42 охлаждаемые позиции для кассет +3 ISE теста)

Программируемые параметры до 117 фотометрических тестов, 3 ISE теста, 8 вычисляемых параметров и 3 
показателя сыворотки

Типы образцов сыворотка, плазма, моча, спинномозговая жидкость и цельная кровь
Количество образцов на борту 108 позиций для рутинных и STAT образцов

Типы пробирок для образцов
первичные пробирки: 5-10 мл (16Χ100, 16Χ75, 13Χ100, 13Χ75 мм); стандартные про-
бирки для анализаторов Hitachi: 2,5 мл; микропробирки для анализаторов Hitachi: 
1,5 мл; микропробирки для анализаторов Hitachi: 1,5 мл; пробирка на адаптере

Объем образца 1,0 –35 мкл
Объем реагента 100-250 мкл
Тип штрих-кода Code 128, Codabar (NW7), Interleaved 2 из 5, code 39
Сертификаты GS, CE, UL, C-UL

Система управления Цветной сенсорный экран, серийный интерфейс RS-232, cobas link (Teleservice 
и удаленный доступ)

Объем памяти 10 000 рутинных/STAT образцов
Разведение/реанализ автоматическое/ручное разведение, реанализ
Требования к электрической сети 110/230 В, 50/60 ГЦ±0,5%, 1,5 кВА
Габариты ширина: 134 см; глубина: 86 см; высота: 126 см; вес: 270 кг

Один инструмент –
множество возможностей

АВТОМАТИЧЕСКИЙ БИОХИМИЧЕСКИЙ АНАЛИЗАТОР

COBAS C 311
с принадлежностями и расходными материалами

Спецификация



Перечень диагностических наборов

Производитель:
«Hitachi High-Technologies Corporation», Япония
Держатель лицензии:
«Roche Diagnostics GmbH», Германия

Субстраты Электролиты Лекарственный мониторинг
Albumin Chloride Acetaminophen
Ammonia Potassium Amikacin
Bicarbonate Sodium Carbamazepine
Bilirubin-direct Специфические белки Cyclosporine A*
Bilirubin-total α1-Acid Glycoprotein Digitoxin
Calcium\Cholesterol α1-Antitrypsin Digoxin
HDL Cholesterol Albumin (immuno.) EDDP*
LDL Cholesterol ATIII Gentamicin
sdLDL Cholesterol* APO A1 Lidocaine*
Creatinine enz. APO B Lithium
Creatinine Jaffé ASLO MPA
Fructosamine C3c NAPA
Glucose C4 Phenobarbital
Iron Ceruloplasmin Phenytoin
Lactate CRP Procainamide
Magnesium CRP High Sensitivity Quinidine
Phosphorus Crystalin C Salicylate
Total Protein Ferritin Theophylline
Total Protein U/CSF Haptoglobin Tobramycin
Triglycerides HbA1c (whole blood) Valproic Acid
UIBC Homocystein* Vancomycin
Urea/BUN IgA Ферменты
Uric Acid IgG ALP
Ethanol IgM ALT/GPT

Lipoprotein (a) Amylase-tot.
Myoglobin Amylase-pancr.
Prealbumin AST/GOT
RF Cholinesterase
Soluble Transferrin Receptor CK
Transferrin CK-MB

GGT
LDH
Lipase

COBAS, COBAS INTEGRA и LIFE NEEDS ANSWERS являются товарными знаками компании Рош.
ТОО «Рош Казахстан»

Республика Казахстан, 050008, г. Алматы, пр. Абая, 52, бизнес центр Иннова Тауэр
телефон +7 (727) 334 19 45, факс +7 (727) 334 19 20

www.roche.com

Перед использованием, пожалуйста, ознакомьтесь с
руководством оператора.
РК-МТ-7№010721    13.12.2012
Разрешение № 4483 от 22.01.2014г. до 13.12.2019г.

* Диагностические наборы в разработке
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КРИТЕРИИ ДИАГНОСТИКИ
ГЕПАТОРЕНАЛьНОГО СИНДРОМА

А. А. Кишкун, С. Л. Арсенин

Российская Ассоциация Медицинской
Лабораторной Диагностики, г. Москва, Россия

Гепаторенальный синдром (ГРС) – патологиче-
ское состояние, которое может развиться у пациен-
тов с острым или хроническим заболеванием печени, 
прогрессирующей печеночной недостаточностью и 
портальной гипертензией. ГРС характеризуется на-
рушенной функцией почек, выраженными измене-
ниями артериального кровотока и активности эндо-
генных вазоактивных систем. При этом признаков 
органического поражения почек на биопсии обычно 
не находят. В почках выявляют значительную вазо-
констрикцию приводящих артериол, что обуславли-
вает снижение скорости клубочковой фильтрации 
(СКФ). В сосудах преренальной циркуляции наобо-
рот превалирует дилатация артериол, которая спо-
собствует снижению общего системного сосудистого 
сопротивления и развитию артериальной гипотен-
зии. Аналогичный синдром наблюдают при острой 
печеночной недостаточности.

Наличие олигурического повреждения почек при 
выраженном заболевании печени на фоне отсутствия 
значительных гистологических изменений в почках 
было впервые описано Остином Флинтом в 1863 г. Тер-
мин «гепаторенальный синдром» был предложен P. 
Merklen в 1916 г. В 1939 г. W. Nonnenbruch определил 
ГРС как «сочетание анатомически определенного забо-
левания печени со значительным ограничением функ-
ции почек при незначительных или полном отсутствии 
морфологических изменений в них»[8]. Функциональ-
ная природа повреждения почек была установлена ис-
следованиями, которые показали, что почки пациентов 
с ГРС после их пересадки больным с ХПН функциони-
руют нормально и имевшее место повреждение почек 
быстро подвергается обратному развитию [1]. Установ-
лено также, что после трансплантации печени боль-
ным с ГРС функция почек восстанавливается [3].

В настоящее время под ГРС понимают функ-
циональную, олигурическую, прогрессирующую, 
но в то же время обратимую патологию почек, воз-
никающую при тяжелых заболеваниях печени с пе-
ченочной недостаточностью, когда исключены другие 
причины, способствующие повреждению почек.

ГРС возникает с одинаковой частотой у мужчин и у 
женщин. В США частота развития ГРС составляет 10% 
среди всех госпитализированных пациентов с цирро-
зом печени и асцитом. При циррозе печени и асците, 
ежегодный риск возникновения ГРС составляет 8–20%; 
через 5 лет этот показатель повышается до 40%. Если 
у больного циррозом печени диагностируется порталь-
ная гипертензия, у 20% их них ГРС может развиться в 
течение первого года; у 40% – через 5 лет. Как правило, 
ГРС развивается у пациентов в возрасте 40–80 лет [10].

ЭТИОЛОГИЯ И ПАТОГЕНЕЗ
Почечные и системные гемодинамические расстрой-

ства, имеющие место при ГРС, являются результатом 
комплекса взаимодействий множества нейрогумораль-
ных нарушений. Эти изменения при ГРС отличаются 
от таковых, наблюдаемых у пациентов с другими при-
чинами почечной недостаточности. При ГРС снижение 
СКФ возникает главным образом вследствие кортикаль-
ной ренальной гипоперфузии (из-за кортикоренальной 
вазоконстрикции). Последняя может быть продемон-
стрирована ангиографически, как четкообразность и из-
вилистость интерлобулярных и проксимальных arteriae 
arcuate, а также отсутствие наполнения кортикальных 
сосудов. Интенсивная ренальная вазоконстрикция имеет 
место одновременно с дилатацией сосудов внутренних 
органов и системной вазодилатацией. Системная вазо-
дилатация приводит к подъему сниженного системного 
среднего артериального давления, которое вместе с по-
вышенным почечным венозным давлением, обусловлен-
ным асцитом, компрометирует ренальную перфузию. 
Причиной данных изменений является нарушение ау-
торегуляции почечного кровотока, вызванного множе-
ственными нейрогуморальными воздействиями. Уча-
стие нейрогуморальных активных факторов в патогенезе 
ГРС и изменение из уровня в плазме крови представле-
ны в табл. 1 [12,14]. Рассмотрим более подробно патогене-
тические механизмы ГРС.

Увеличение концентрации циркулирующих и 
сосудистых вазодилататоров приводит к развитию 
периферической вазодилатации. Из вазодилатато-
ров самый активный оксид азота; его повышенное 
образование в сосудистой стенке можно определить 
по увеличению его уровня в плазме с помощью тест-
систем на основе ИФА, а также концентрации ни-
тритов и нитратов. Среди других вазодилататоров, 
участвующих в патогенезе ГРС, следует отметить 
глюкагон, гормоны кишечника, простациклин и, воз-
можно, ложные нейротрансмиттеры.

Повышение уровня циркулирующих вазокон-
стрикторов необходимо рассматривать как адаптаци-
онный ответ организма на уменьшение эффективного 
объема артериальной крови и на снижение среднего 
артериального давления, являющегося результатом 
периферической вазодилатации и секвестрации пе-
ритонеальной и интерстициальной жидкости. Вазо-
констрикторы включают в себя антидиуретический 
гормон (АДГ), гормоны ренин-ангиотензин-альдосте-
роновой системы и норадреналин. Увеличение уровня 
этих вазоактивных гормонов может способствовать 
активной почечной вазоконстрикции. Вместе с тем, 
при назначении больному ГРС фармакологических 
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Таблица 1. 
Эндогенные вазоактивные вещества в плазме крови при циррозе и ГРС

препаратов, блокирующих действие этих гор-монов, 
развивается системная гипотензия (в случае блокады 
ангиотензина снижается фильтрационная фракция), 
что исключает возможность использования таких пре-
паратов в лечении пациентов [5].

Частично увеличение уровня циркулирующих и 
интраренальных вазоконстриторов не является след-
ствием адаптационного ответа на гемодинамические 
нарушения, а развивается как ответная реакция на 
эндотоксемию или оксидантный стресс, что бывает 
при портальной гипертензии, портально-системных 
шунтах и повреждении (недостаточности) печени. 
К таким вазоконстрикторам относятся эндотелины, 
лейкотриены, тромбоксаны, факторы, активирую-
щие тромбоциты и изопростаны (относятся к про-
стагландинам, однако образуются в организме не под 
действием циклооксигеназы, а являются продуктом 
перекисного окисления липидов). Данная группа ва-
зоактивных веществ привлекает большое внимание 
исследователей в качестве потенциальных целей для 
патогенетической терапии ГРС (разрабатываются ле-
карственные препараты способные блокировать об-
разование вазоактивных веществ).

При ГРС повреждение печени и портальная ги-
пертензия увеличивают концентрацию циркули-
рующих и сосудистых вазодилататоров (рис. 1) [1]. 
Данные нейрогуморальные вещества в совокупности 
с открытыми сосудистыми шунтами ведут к вазода-
латации сосудов внутренних органов и системных со-
судов, что служит инициирующим фактором в уже 
нарушенном гомеостазе (нарушения возникают на 
фоне тяжелого заболевания печени).

Периферическая вазодилатация приводит к сни-
жению наполнения сосудов и эффективного артериаль-
ного объема крови. Последующая стимуляция бароре-
цепторов, расположенных в клетках левого предсердия 
и в меньшей степени в каротидном синусе способствует 
выбросу АДГ, усилению активности ренин-ангиотензин-
альдостероновой и симпатико-адреналовой систем, что 
позволяет восстановить эффективный артериальный 
объем крови. Однако компенсация достигается у паци-

ентов с компенсированным циррозом печени и не до-
стигается при декомпенсированном циррозе. В послед-
нем случае возрастающая тяжесть гомеостатических 
нарушений комбинируется с прогрессивным снижени-
ем коллоидно-онкотического давления (следствие сни-
жения синтеза альбумина больной печенью), что вызы-
вает асцит и отеки. Суммарная секвестрация жидкости 
в перитонеальное и интерстициальное пространства 
усугубляет сосудистое недонаполнение, снижает систем-
ное среднее артериальное давление и приводит к даль-
нейшему неосмотическому выходу АДГ (следовательно, 
появляется тенденция к гипонатриемии) и постоянной 
стимуляции ренин-ангиотензин-альдостероновой и 
симпатико-адреналовой систем. Активность симпатико-
адреналовой системы возрастает вследствие стимуляции 
дуги гепаторенального нейрорефлекса по мере того, как 
прогрессирует портальная гипертензия.

Прогрессирующее поражение печени и порталь-
ная гипертензия также ведут к повышению уров-
ня циркулирующих и локальнообразующихся по-
чечных вазоконстрикторов.

Перечисленные факторы способствуют возник-
новению прогрессирующей почечной вазоконстрик-
ции, что характеризует ГРС.

В норме влияние ренальных вазоконстрикторов 
уравновешивается ответной интраренальной про-
дукцией определенного уровня вазодилататоров. В 
настоящее время доказано, что ГРС развивается тог-
да, когда баланс активности между ренальными вазо-
констрикторами и интраренальными вазодилатато-
рами полностью нарушен. Дисбаланс усиливается по 
мере нарушений функций печени, нарастания пор-
тальной гипертензии или введением лекарственных 
препаратов (например, нестероидных противовос-
палительных лекарств), которые еще сильнее пода-
вляют интраренальное образование вазодилататоров 
(например, простагландинов).

КЛИНИчЕСКИЕ ВАРИАНТЫ
ГЕПАТОРЕНАЛьНОГО СИНДРОМА

В зависимости от тяжести клинических проявле-

Вазоактивные вещества Компенсированный цирроз Цирроз с асцитом ГРС
Вазодилататоры:

эндотоксин Н ↑ ↑ ↑
нитриты/нитраты ↑ ↑ ↑ ↑ ↑

глюкагон ↑ ↑ ↑ ↑
Вазоконстрикторы:

активность ренина Н, ↓ ↑ ↑ ↑
норадреналин Н, ↓ ↑ ↑ ↑
вазопрессин Н ↑ ↑ ↑

фактор активации тромбоцитов Н ↑ ↑
эндотелин Н ↑ ↑ ↑

изопростан (F2) Н Н ↑

Н – норма.
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ний и прогноза выделяют два типа ГРС:
• тип I – острая форма характеризуется быстро-

прогрессирующим (менее чем за 2 нед) снижением 
функции почек, с повышением исходного уровня 
креатинина в сыворотке крови в 2 раза (более 221 
мкмоль/л, или 2,5 мг%) или снижением скорости клу-
бочковой фильтрации на 50% от исходной, до суточ-
ного уровня менее 20 мл/мин, могут обнаруживаться 
гипонатриемия и другие электролитные нарушения; 
прогноз неблагоприятный: без лечения смерть насту-
пает в течение 10–14 дней [3];

• тип II – хроническая форма, для которой харак-
терно скрытое начало и медленно прогрессирующее 
нарушение функции почек; показатели выжи-ваемо-
сти пациентов составляют 3–6 месяцев [6].

ГРС I типа часто встречается при циррозе печени 
алкогольной этиологии с острым алкогольным гепати-
том, при фульминантной печеночной недостаточности, 
а также при декомпенсации цирроза другой этиологии. 
Эта группа пациентов имеет тенденцию к тяжелой жел-
тухе и коагулопатии. В половине случаев симптомы ГРС 
I типа развиваются спонтанно, в 15–30% – при наличии 
спонтанного бактериального перитонита, в 10–15% – по-
сле парацентеза с эвакуацией значительного количества 
жидкости без соответствующей компенсации альбу-
мином, а также после эпизода желудочно-кишечного 
кровотечения и оперативного вмешательства. Прогноз у 
таких больных достаточно серьезный, летальность в тече-
ние 2 нед достигает 80% [2].

Хроническую форму чаще всего наблюдают у па-
циентов с декомпенсированным циррозом печени и 
портальной гипертензией. Для этой группы паци-
ентов характерны постепенное в течение нескольких 
месяцев снижение функции почек, что проявляется 
повышением уровня  креатинина крови со 133 до 221 
мкмоль/л (с 1,5 до 2,5 мг%) и менее выраженной жел-
тухой. Основной клинический синдром при ГРС II-го 
типа – рефрактерный асцит. Прогноз несколько луч-
ше, чем у пациентов с ГРС I-го, но хуже, чем в общей 

Рис. 1. 
Патогенез гепаторенального синдрома

популяции больных циррозом печени с асцитом [3].
ГРС, по определению, нарушение функции по-

чек. Однако при данном синдроме отсутствует значи-
тельная гломерулярная и канальцевая патология. При 
гистологическом исследовании пунктатов почек обна-
руживают изменения в клубочках в виде утолщения 
стенок капилляров, отложения с повышенной элек-
тронной плотностью в мезангиуме и стенках капил-
ляров, иммунные комплексы с С3 и иммуноглобули-
нами A, M, G. Эти изменения могут быть выявлены и 
у больных циррозом печени с нормальной функцией 
почек. Более характерно для ГРС наличие рефлюкса 
эпителия проксимальных канальцев в Боуменово про-
странство (тубулярно-гломерулярный рефлюкс).

ДИАГНОСТИКА
Для ГРС характерна прогрессирующая азотемия, 

обычно сопровождаемая печеночной недостаточно-
стью и плохо корригируемым асцитом. Уровень мо-
чевины и креатинина в крови повышены и их концен-
трация прогрессивно нарастает. Количество натрия в 
сыворотке крови обычно не превышает 120 ммоль/л. 
Натрий усиленно реабсорбируется в почечных ка-
нальцах, что снижает осмолярность мочи. Проис-
ходит накопление жидкости в организме, несмотря 
на нормальный объем мочи, малосолевую диету и 
диуретическую терапию. Выделение натрия с мочой 
очень низкое. Анализ мочи не выявляет изменений.

В терминальной стадии ГРС при развитии глу-
бокой комы артериальное давление падает, диурез 
резко уменьшается. Продолжительность этой стадии 
составляет от нескольких дней до 6 нед и более.

Диагноз ГРС устанавливают главным образом ме-
тодом исключения. Однако целый ряд лабораторных 
показателей могут подтвердить наличие ГРС.

Международным обществом по изучению асци-
та в 1996 г. были установлены диагностические кри-
терии ГРС [3].

ДИАГНОСТИчЕСКИЕ КРИТЕРИИ
ГЕПАТОРЕНАЛьНОГО СИНДРОМА

Главные критерии.
• Хронические или острые заболевания печени с 

хорошо выраженной недостаточностью функций пе-
чени и портальной гипертензией.

• Низкая скорость клубочковой фильтрации:
• уровень креатинина в сыворотке крови выше 

135 мкмоль/л (1,5 мг%);
• клиренс креатинина (за 24 ч) менее 40 мл/мин.
• Отсутствие шока, текущего инфекционного 

процесса, обезвоживания или приема нефротоксич-
ных препаратов.

• Отсутствие потери жидкости через желудочно-
кишечный тракт (диарея, повторная рвота).

• Отсутствие потери жидкости через почки 
(потеря массы тела более 500 г/сут в течение не-
скольких дней у больных с асцитом, но без пери-
ферических отеков, или 1000 г/сут для больных с 
периферическими отеками).

• Продолжительное отсутствие улучшения по-
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чечной функции (снижение креатинина до 135 
мкмоль/л и ниже; увеличение клиренса креатинина 
до 40 мл/мин и выше) после лечения диуретиками 
или увеличения объема плазмы введением 1,5 л фи-
зиологического раствора натрия хлорида.

• Протеинурия менее 500 мг/сут и отсутствие 
признаков обструкции или заболеваний паренхимы 
почек при ультразвуковом исследовании.

Дополнительные критерии.
• Суточный диурез менее 500 мл/сут.
• Концентрация натрия в моче ниже 10 ммоль/л.
• Осмолярность мочи выше осмолярности плазмы.
• Концентрация натрия в сыворотке крови ниже 

130 ммоль/л.
• Количество эритроцитов в моче менее 50 в поле 

зрения (большое увеличение).
Для постановки диагноза ГРС требовалось нали-

чие всех главных критериев. Дополнительные крите-
рии были не обязательны, но желательны для поста-
новки диагноза ГРС.

В 2005 г. в Сан-Франциско предложены новые 
диагностические критерии ГРС при циррозе печени 
вместо используемых с 1996 года главных и дополни-
тельных критериев ГРС, которые включают [13]:

1. цирроз печени с асцитом;
2. уровень креатинина в сыворотке крови более 

133 мкмоль/л (1,5 мг%);
3. отсутствие нормализации содержания креа-

тинина в сыворотке крови (достижения уровня <133 
мкмоль/л) после 2-дневной, как минимум, отмены 
диуретиков и введения альбумина – рекомендуемая 

доза 1 г на 1 кг массы тела в день (до максимальной 
дозы 100 г/день);

4. отсутствие шока;
5. отсутствие данных об использовании нефро-

токсических лекарств;
6. отсутствие каких-либо паренхиматозных за-

болеваний почек, проявляющихся протеинурией, 
микрогематурией и/или соответствующей ультразву-
ковой картиной.

Клиренс креатинина менее 40 мл/мин как один 
из диагностических критериев 1996 г. был исклю-
чен, поскольку ошибки при сборе мочи приводили 
к повышению частоты ложноположительных диа-
гнозов ГРС. Кроме того, наличие олигурии, сни-
жение содержания натрия в моче и повыше-ние ее 
осмолярности, продемонстрированные при остром 
тубулонекрозе у пациентов с циррозом печени и 
асцитом, обусловили исключение и ма-лых диагно-
стических критериев ГРС.

В настоящее время не существует специфи-
ческих диагностических маркеров ГРС. Учитывая 
функциональную природу патологии почек (пре-
ренальная почечная недостаточность) при ГРС, 
диагноз ставится путем исключения всех осталь-
ных возможных причин почечной недостаточнос-
ти у пациентов с острыми или хроническими за-
болеваниями печени – преренальной, ренальной 
и постренальной почечной недостаточности, а 
также псевдогепаторенального синдрома под ко-
торым следует понимать одновременное пораже-
ние печени и почек при различных заболевани-
ях. Псевдогепаторенальный синдром необходимо 

Таблица 2.
Причины псевдогепаторенального синдрома

Потенциальные причины
характер нарушений (повреждений)

канальцевые и интерстициальные гломерулярные

Инфекция
Сепсис, лептоспироз, бруцеллез,
туберкулез, вирус Эпштейн–Барр,
гепатит А

Вирус гепатита В, С, ВИЧ,
Schistosoma mansoni,
абсцесс печени

Лекарства

Тетрациклин, рифампицин, сульфо-
намид, фенитоин, аллопуринол, ме-
токсифлуран, флуроксен, метотрексат 
(высокие дозы), ацетаминофен

Токсины
Четыреххлористый углерод,
трихлорэтилен, хлороформ,
фосфор, мышьяк, медь, хром, барий

Системные заболевания Саркоидоз, синдром Шегрена
Системная красная волчанка,
васкулит, криоглобулинемия,
амилоидоз

Циркуляторные нарушения Гиповолемический или
кардиогенный шок

Злокачественные образования Лимфома, лейкемия
Врожденные и генетические 
нарушения

Поликистозная печень и почки,
врожденный фиброз печени

Разное Жировая печень при беременности,
синдром Рейе Цирротическая гломерулопатия



Ф У Н Д А М Е Н Т А Л ь Н ы Е  О С Н О В ы  Л А Б О Р А Т О Р Н О Й  М Е Д И Ц И Н ы

28

Рис. 2. 
Алгоритм диагностики и

лечения больных с ГРС

дифференцировать с истинным ГРС, поскольку 
почечная недостаточность у больных циррозом 
печени поддается лечению и имеет более благо-
приятный прогноз. Для больных с псевдогепато-
ренальным синдромом характерно отсутствие се-
рьезных признаков печеночной недостаточности 
и портальной гипертензии. Из анамнеза довольно 
легко удается установить этиологический агент за-
болевания (табл. 2).

Алгоритм, представленный на рис. 2 позволяет про-
вести дифференциальный диагноз между ГРС и други-
ми причинами острой почечной недостаточности.

Преренальная почечная недостаточность мо-
жет быть исключена также введением жидкости (1,5 
л физиологического раствора натрия хлорида или 100 
г альбумина в 500 мл физиологического раствора на-
трия хлорида), что способствует восстановлению 
диуреза и снижению азотемии. У больных с ГРС та-
кой эффект отсутствует. Согласно критериям 1996 г., 
диагноз ГРС вызывал сомнения при восстановлении 
почечной функции после отмены диуретиков и введе-
ния 1,5 л изотонического раствора. Однако результаты 
ряда рандомизированных исследований показали, 
что у пациентов с ГРС более эффективным средством 
восстановления ОЦК является альбумин [4]. Поэтому 
в новых диагностических критериях рекомендуется 
проводить возмещение жидкости путем внутривен-
ного введения альбумина.

Наличие олигурии менее 500 мл/сут, концентра-
ция натрия в моче ниже 10 ммоль/л, осмолярность 
мочи, превышающая осмолярность плазмы, количе-
ство эритроцитов в моче менее 50 в поле зрения и бе-
лок в моче ниже 500 мг/сут помогают исключить гло-
мерулярные и тубулоинтерстициальные заболевания, 
ведущие к острой почечной недостаточности, и полу-
чить дополнительную информацию в пользу ГРС.

ПРОГНОЗ
Вероятность развития ГРС у больных циррозом 

печени составляет 18% за 1 год и 39% за 5 лет [6]. Три 
независимых признака являются предсказательными 
в отношении развития ГРС у пациентов циррозом 
печени и портальной гипертензией:

• низкая концентрация натрия в сыворотке крови;
• высокая активность ренина в плазме крови;
• отсутствие гепатомегалии.
Отклонение в результатах дуплексного доппле-

ровского ультразвукового исследования почек также 
является независимым фактором, предсказывающим 
возникновение ГРС. Исследование позволяет оценить 
сопротивление артериального русла почек. При цир-
розе, не сопровождающимся азотемией и асцитом, 
оно всегда повышено (resistive index больше 0,7), что 
может указывать на высокий риск развития ГРС. Со-
противление артериального русла значительно на-
растает при появлении асцита и ГРС, являясь про-
гностически неблагоприятным признаком.

Прогноз ГРС крайне неблагоприятен. Без 
трансплантации печени смертность составляет 
80–95% в зависимости от этиологии основного за-

болевания печени [3]. Нормализация функции по-
чек бывает только при восстановлении функции 
печени и ее регенерации.

ТЕхНОЛОГИЯ ПРОВЕДЕНИЯ
ЛАбОРАТОРНЫх ИССЛЕДОВАНИЙ

ГРС должен быть заподозрен у любого пациента с 
острым или хроническим заболеванием печени с вы-
раженной печеночной недостаточностью и портальной 
гипертензией. Причем почечная недостаточность у та-
ких больных имеет тенденцию к прогрессированию, 
что отражает в подъем уровня креатинина и мочевины 
в сыворотке крови или снижение клиренса креатинина.

Значительная почечная недостаточность возмож-
на, несмотря на нормальные величины креатинина и 
мочевины в крови, так как эти больные часто плохо 
питаются, истощены и вследствие поражения печени 
у них снижен синтез мочевины. Следует иметь в виду, 
что высокий уровень билирубина в крови, который 
часто бывает у больных ГРС, влияет на результаты из-
мерения концентрации креатинина. В связи с этим, 
у больных ГРС для исследования клубочковой филь-
трации необходимо использовать более точные мето-
ды (например, с инулином).

В настоящее время не существует стабильного 
и воспроизводимого метода лечения ГРС, кроме 
трансплантации печени. В связи с тем, что про-
гноз ГРС без трансплантации печени неблаго-
приятный, и диагноз ГРС устанавливают методом 
исключения, то заболевания, которые похожи на 
ГРС, но имеют более благоприятный прогноз и 
поддаются лечению, должны быть исключены 
тщательным изучением анамнеза, проведения ла-
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бораторных и инструментальных исследований. 
Кроме того, из-за трудностей дифференциальной 
диагностики преренальной азотемии и ГРС всем 
пациентам с предполагаемым диагнозом ГРС 
должна быть выполнена провокационная проба с 
введением жидкости (1,5 л физиологического рас-
твора натрия хлорида, или 100 г альбумина в 500 
мл физиологического раствора натрия хлорида), 
прежде чем будет установлен окончательный диа-
гноз. Тактика ведения и обследования больных с 
ГРС представлена на рис. 3 [1].

После установления диагноза ГРС больному тре-
буются дополнительные исследования и их оценка 
для возможности проведения трансплантации пе-
чени. После трансплантации печени функция по-
чек может полностью восстановиться. У пациентов, 
которым трансплантация противопоказана прогноз 
обычно плохой. У небольшого числа больных, у кото-
рых еще возможно восстановление функций печени 
и ее регенерация, могут быть эффективными про-
цедуры гемодиализа, наложение перитонеовенозных 
шунтов, медикаментозная терапия.

Медикаментозная терапия включает внутри-
венное введение вазоконстрикторов (вазопрессина, 
орнипрессина, терлипрессина, норадреналина) или 
комбинацию перорального применения мидодрина 
(α-агониста) с внутривенным или подкожным введе-
нием октреотида (синтетический аналог соматоста-
тина) в течение 1–3 нед.

По данным ретроспективного исследования, про-
веденного французскими учеными при изучении 
группы из 99 пациентов с ГРС I типа, получавших 
терапию терлипрессином (все) и альбумином (70%), 
в 58% случаев наблюдалось улучшение почечной 
функции, а выживаемость составила 40% к первому 
месяцу и 22% к третьему месяцу, 13 больным удалось 
провести трансплантацию печени [11]. Результаты 
рандомизированных контролируемых исследований, 
сравнившие эффективность использования альбуми-
на и его комбинации с терлипрессином при лечении 
больных с ГРС I показали, что сочетанное примене-
ние препаратов способствовало обратному развитию 
ГРС в 44% случаев, использование только альбумина 
– в 9% (p=0,017) [10].

Применение альбуминопосредованной гемо-
фильтрации (система MAPC) при ГРС I типа свиде-
тельствую об ее эффективности. Выживаемость по-
сле первого и после третьего месяца терапии МАРС 
составила 41% и 34% соответственно [9].

Результаты использования трансъюгулярного 
внутрипеченочного портосистемного шунтирования 
при лечении больных с ГРС I типа показали, что 3-, 
6- и 12-месячная выживаемость составляет 64%, 50% и 
20% соответственно [15].

Трансплантация печени является терапией выбо-
ра для всех пациентов с ГРС. Сразу после трансплан-
тации может наблюдаться дальнейшее нарастание 

Рис. 3. 
Алгоритм ведения больных с
гепаторенальным синдромом

дисфункции почек и многим больным понадобится 
проведение гемодиализа (35% пациентам) [7]. Однако 
через 48–96 ч после транс-плантации СКФ начинает 
расти, достигая к 1–2-му месяцу уровня 30–40 мл/
мин. Гемодинамические и нейрогуморальные сдвиги, 
ассоциированные с ГРС, исчезают в течение первого 
месяца после операции и у больных восстанавливает-
ся нормальная экскреция натрия и воды.

Пациентам с ГРС II типа в большинстве случаев 
может быть проведена трансплантация печени. Ос-
новной проблемой у них является рефрактерный ас-
цит. Применение вазоконстрикторов у пациентов с 
ГРС II типа менее эффективно, чем при ГРС I типа. 
Как правило, при прекращении терапии отмечается 
обратное развитие синдрома.

Медикаментозная терапия в большинстве случаев 
ГРС любого типа приводит к развитию терминальной 
гипонатриемии за счет гипергидратации, передози-
ровки диуретических препаратов и перераспределе-
ния натрия (переход из интерстициального компар-
тмента в клеточный). При этом нельзя внутривенно 
вводить гипертонический раствор натрия хлорида, 
поскольку это может вызвать развитие отека легких и 
смерть больного. Азотемия, гипонатриемия и артери-
альная гипотензия, резистентные ко всем видам лече-
ния, являются терминальными симптомами ГРС.

Редакция благодарит РАМЛД за разрешение перепечатки статьи из журнала «ЛАБОРАТОРНАЯ МЕДИЦИНА №12/2013».
Список литературы находится в редакции РАМЛД.
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УчАСТИЕ КОМПЛЕКСНЫх СФИНГОЛИПИДОВ
В РЕГУЛЯЦИИ АКТИВНОСТИ ТРОМбОЦИТОВ
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Е. А. Нешкова, А. А. Кубатиев 

ГБОУ ДПО Российская Медицинская Академия
последипломного образования Минздрава России, г. Москва, Россия 

Регуляция активности тромбоцитов включает 
множество сигнальных молекул, контролирующих 
все стадии этого весьма сложного процесса. Среди 
известных активаторов тромбоцитов наиболее хоро-
шо изученными мощными активаторами являются 
тромбин, коллаген, АДФ, тромбоксан А2, серотонин и 
другие. Пути активации тромбоцитов данными фак-
торами разнообразны. Одним из сильных блокато-
ров активации тромбоцитов является простациклин 
группы простагландинов.

Активированные тромбоциты освобождают и/
или связывают все компоненты, необходимые как 
для ускорения, так и для ингибирования активации 
протромбина в тромбин. Более того, активированные 
тромбоциты взаимодействуют с клетками эндотелия, 
гемопоэза, базальной мембраной и другими субэн-
дотелиальными структурами, что при эффективном 
контроле обеспечивает нормальный гомеостаз, за-
живление ран, ограниченное воспаление и ряд других 
морфогенных перестроек. Однако при нарушении 
активации тромбоцитов усиление взаимодействия 
активированных тромбоцитов с указанными структу-
рами может приводить к выраженной патологии, что 
обусловливает в дальнейшем развитие и распростра-
нение атеросклероза и опухолей.

В настоящее время получены данные об участии 
сфинголипидов в регуляции активности тромбоци-
тов, однако, их роль в этом процессе изуче-на недо-
статочно. Многочисленные сведения позволяют с уве-
ренностью судить только о роли сфингозин-1-фосфата 
(Sph-1-Р) в контроле активации тромбоцитов, в то вре-
мя как данные о роли других липидов этой группы, 
особенно комплексных сфинголипидов, крайне огра-
ничены. Поэтому настоящий обзор посвящен анали-
зу участия комплексных сфинголипидов в регуляции 
активности тромбоцитов, а также их метаболизму в 
мембране тромбоцитов.

чТО ТАКОЕ СФИНГОЛИПИДЫ?
Сфинголипиды – отдельный класс молекул, вклю-

чающий в себя более трех тысяч наименований, име-
ющих общее структурное основание – сфингозин 
(Sph). Сфинголипиды обнаружены во всех типах кле-
ток, поддерживают структуру и функциональную 
активность плазматической мембраны, ядра и орга-
нелл. Сфинголипиды регулируют функциональную 

активность сердечно-сосудистой системы и тромбо-
образование. Экспортируемые тромбоцитами сфин-
голипиды Sph-1-Р и сфингозинфосфохолин обладают 
вазоконстрикторными свойствами и модулируют со-
кратительную активность гладкомышечных клеток 
сосудов. Сфингозинфосфохолин действует как про-
воспалительный медиатор в этих клетках [31]. Одна 
из важных функций сфинголипидов в тромбоцитах 
– это участие в ответе на стресс.

Все сфинголипиды можно условно разделить на 
простые и комплексные. Простые сфинголипиды – 
Sph, сфинганин, фитосфингозин, церамидид (Cer), яв-
ляются регуляторными молекулами и проводят сиг-
налы внутри клеток. Все комплексные сфинголипиды 
являются сфингогликоконъюгатами, в которых Cer 
соединяется амидной связью с различными головны-
ми группами, которые и дают названия комплексным 
Sph: сфингомиелины, ганглиозиды, цереброзиды, 
сульфатиды и т.д.

Сфингомиелин (SM) локализуется во внешнем 
бислое плазматической мембраны и является её ос-
новным липидным компонентом: на долю SM при-
ходится ~ 13% всех липидов или ~ 21% всех фосфоли-
пидов плазматической мембраны тромбоцита [23]. 
Содержание SM в мембране тромбоцитов и эритро-
цитов практически одинаково и намного превышает 
концентрацию SM в лимфоцитах, нейтрофилах и в 
мегакариоцитах [13]. Сопряженный с холестерином 
SM формирует липидные рафты и кавеолы (см. да-
лее), а также входит в состав мембран всех органелл в 
клетке. SM является связующим звеном практически 
всех сигнальных путей, инициируемых на плазмати-
ческой мембране, а также источником биологически 
активных липидов.

Гидролиз SM в плазматической мембране, ката-
лизируемый сфингомиелиназой (SMase), называется 
сфингомиелиновым циклом, в результате которого 
образуется Cer, из которого, в свою очередь, образу-
ется Sph; церамид и сфингозин могут фосфорилиро-
ваться в, соответственно, церамид-1-фосфат (Cer-1-Р) 
и Sph-1-Р, которые дают начало собственным сигналь-
ным путям.

В тромбоцитах обнаружен крайне низкий уро-
вень биосинтеза сфинголипидов, поэтому простые 
и комплексные сфинголипиды импортируются. SM, 
фосфатидилхолин (PC), фосфатидилэтаноламин 
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(PE) переносятся из липопротеидов (ЛП) с помощью 
специальных белков – переносчиков на поверхность 
тромбоцита, где SM под действием SMase конверти-
руется в Cer и далее в Sph.

В экспериментах с радиоактивным SM было по-
казано, что транспортерами [3H]SM являются два бел-
ка – основной белок тромбоцитов, а также хемокин 
СТАР-III (Connective Tissue Activating Peptide). СТАР-
III – медиатор селективного, независимого от эндоци-
тоза транспорта SM из ЛП низкой плотности (ЛПНП) в 
клетки крови, он специфически стимулирует перенос 
исключительно [3H]SM, но не РС или РЕ, из ЛПНП на 
мембраны клеток крови. Энергия активации предпо-
лагает встраивание SM в гидрофобное микроокруже-
ние. Каталитическое действие СТАР-III блокируется 
гепарином. Импортированный [3H]SM быстро гидро-
лизуется с образованием Cer и Sph, что позволяет мо-
дулировать сигнальные пути сфинголипидов. Обмен 
[3H]SM между липидными везикулами и тромбоци-
тами ускоряет супернатант, полученный от тромбоци-
тов, активированных тромбином [35].

При переносе SM из ЛПНП через 5 минут уровень 
Cer достигает 4,5нМ х 106 тромбоцитов. По сравнению 
с другими клетками, тромбоциты преимущественно 
конвертируют исходный SM в Sph-1-P. Пик уровня Sph 
достигает максимума через 10 минут, а уровень Sph-1-P 
повышается в 20 раз по сравнению с контролем. Если 
сравнивать с клетками фибробластов хомячков, то в 
них наблюдается только 2-кратное повышение уровня 
Sph и Sph-1-P через 30 минут, что возвращается к исход-
ному уровню через 3 часа [38]. Тромбоциты – основной 
источник Sph-1-P в сыворотке крови. При активации 
тромбоциты выделяют тромбин и Sph-1-P, которые 
синергично повышают синтез тканевого фактора (TF) 
клетками эндотелия. Sph-1-P потенцирует тромбин-за-
висимую продукцию TF на уровне транскрипции. При 
потенцировании действии тромбина Sph-1-P активи-
рует сигнальный путь с участием киназ ERK1/2, NF-kB, 
а также повышает экспрессию генов edg-1 и edg-3. Дей-
ствие Sph-1-P на тромбоциты специфично и не заменя-
ется эффектами лизофосфатидной кислоты, лизофос-
фатидилхолина, Sph или С2-церамида [37].

В тромбоцитах образование [3H]SM из экзогенного 
[3H]Sph показано в любых условиях, однако, из Sph пре-
имущественно образуется Sph-1-P, и только при его из-
бытке начинается синтез de novo (Sph>Cer>SM) [16, 43]. 
Так как синтез сфинголипидов de novo в тромбоцитах 
составляет не более 5% от нормы, но потребность в ком-
плексных сфинголипидах высока, поэтому синтез их 
начинается со SM, адсорбируемого из ЛП. В тромбоци-
тах кролика SM селективно ингибирует активность 
12-липоксигеназы, снижает формирование 12-гидрокси-
5,8,10,14-эйкозатетраеновой кислоты, немного повыша-
ет уровень тромбоксана В2 и образование 12-гидрокси-
5,8,10-гептадекатриеновой кислоты [11].

ЛИПИДНЫЕ МИКРОДОМЕНЫ И Их РОЛь 
В ПЕРЕДАчЕ СИГНАЛОВ В ТРОМбОЦИТАх

Плазматическая мембрана клеток млекопита-
ющих включает в себя комплексные гликолипиды, 
сфинголипиды, гликопротеины и другие макромо-

лекулы, подвижное состояние которых позволяет оп-
тимально отвечать на экстраклеточные сигналы. Гли-
косфинголипидные микродомены диаметром 40–100 
нм, выделяемые во фракции ЛПНП при градиентном 
центрифугировании мембран клеток, обработанных 
неионными детергентами, и обогащенные SM и холе-
стерином (ХС), называются рафтами. Соотношение ХС 
и SM в детергент-резистентной мембранной фракции 
составляет 50% к 20%. В настоящее время существует 
разграничение рафтов от кавеол, последние форми-
руются путем связывания мембранных сфинголипи-
дов олигомерным комплексом кавеолина-1. В обоих 
случаях – это особое состояние плазматической мем-
браны, структурную основу которого формируют ХС 
и SM, а образованный из SM церамид создает условие 
для изменения физических свойств мембраны и для 
фазовых переходов [33].

Латеральная сегрегация доменов происходит при 
изменении физико-химических свойств мембраны и 
дает возможность концентрировать в липидных ми-
кродоменах рецепторы и ассоциированные с ними ки-
назы и фосфатазы, необходимые для проведения сиг-
налов в клетку. Электропроводимость плазматической 
мембраны клеток зависит от соотношения липидов в 
рафтах, снижается в присутствии липидов из рафтов 
по сравнению с другими липидами клетки, которые 
преимущественно создают жидко-ориентированную 
фазу в мембранах. Латеральная диффузия снижается 
при добавлении в мембрану агрегатов пептидов [9].

Критичным для поддержания рафтов является со-
отношение липидов, прежде всего, отношение уров-
ня ХС к SM, а также содержание фосфолипидов [15]. 
Активация сфингомиелинового цикла и градиентное 
локальное накопление церамида обусловливает из-
менение структуры липидных микродоменов и физи-
ческих свойств плазматической мембраны. Церамид 
регулирует образование кластеров рецепторов на по-
верхности мембраны после распознавания лигандов, 
регулирует кеппинг и формирование эндосом.

Потеря 35% всего ХС тромбоцитов соответству-
ет потере 75% ХС рафтов, что полностью блокирует 
связывание специфических маркеров с рафтами [39]. 
Потеря ХС приводит к снижению длительности агре-
гации тромбоцитов при стимуляции АДФ через со-
пряженные с G-белками рецепторы, которые обозна-
чаются как P2Y1 и P2Y12, и снижает P2Y12-зависимое 
ингибирование образования цАМФ в тромбоцитах. 
Восстановление уровня ХС после его потери восста-
навливает АДФ-зависимую агрегацию тромбоцитов. 
Снижение уровня ХС в плазматической мембране на 
50% ингибирует образование Cer и сигнальный путь 
JNK киназы (c-Jun Nuclear Kinase) [7].

Статины, в частности розувастатин, оказывают 
влияние на взаимодействие тромбоцитов с активиро-
ванными субстратами. В эксперименте были отобраны 
тромбоциты, полученные после перфузии крови через 
коллаген I типа, эти тромбоциты были далее адсор-
бированы на различных белках и затем подвергнуты 
двухмерному электрофорезу. Блокада 3-гидрокси-3-
метилглютарил-коэнзим-А редуктазы существенно 
снижает депонирование тромбоцитов и модулирует 
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экспрессию 18 белков тромбоцитов, в том числе инги-
бирует перемещение стрессового белка GRP78 (Glucose 
Related Protein 78), в норме сопряженного с эндоплаз-
матическим ретикулумом, и его экспрессию на поверх-
ности тромбоцитов после активации коллагеном, где 
он взаимодействует с TF. Если заблокировать переме-
щение GRP78 на поверхность тромбоцита, то значи-
тельно повышается прокоагулянтная активность TF и 
снижается время ретракции сгустка [29].

Флуоресцентная краска 1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3’-
tetra-methyl-indocarbocyanineperchlorate (dil-С (18:0)) 
преимущественно встраивается в гель-подобные 
липидные домены, что позволяет визуализировать 
фазовый переход в липидных мембранах. В липид-
ной смеси ионного липида 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine (POPC), SM и ХС, краска 
dil-С (18:0) распределена негомогенно при t°+24°С, 
но не при t°+37°С, что отражает фазовое изменение 
мембраны тромбоцитов и предполагает возмож-
ность формирования больших липидных доменов 
при низкой температуре, так как мак-роскопические 
домены появляются в наружном бислое плазматиче-
ской мембраны тромбоцитов только при низкой тем-
пературе. Падение уровня ХС в тромбоцитах на 15 
М% критично для формирования больших доменов 
при снижении температуры окружающей среды [3].

При активации тромбоцитов человека холодом 
или агонистами, рафты соединяются в видимые агре-
гаты, что может быть нарушено снижением концен-
трации мембранного ХС. Фазовый переход в тромбо-
цитах наступает при t°~ +30°С, что определено как 
переход рафтов из жидко-ориентированной фазы. 
Следующий фазовый переход может быть при t° ~ 
+15°С. Снижение уровня ХС в мембране тромбоцитов 
обусловливает фазовые переходы при значительно 
более высокой температуре. Агрегация рафтов – ди-
намический, обратимый физиологический процесс, 
инициируемый при активации тромбоцитов [14].

В рафтах плазматической мембраны спец-
ифически локализуются рецепторы к мускарину и 
брадикинину-В2, α- и β-адренергические рецепто-ры, 
рецептор PDGF (Platelet Derived Growth Factor), ре-
цепторы хемокинов, Ca2+ активированные K+ каналы, 
белки, ассоциированные с кальциевыми сигналами. 
Ряд рецепторов и сигнальных молекул могут локали-
зоваться как в рафтах, так и в кавеолах: к ним отно-
сятся ангиотензин II, серотонин, окситоцин, рецептор 
EGF (Epidermal Growth Factor), вольтаж-зависимые 
K+ каналы, протеинкиназа С (PKC), фосфолипаза С 
(PLC). Специфичес-кая локализация рецепторов и 
сигнальных молекул только в кавеолах показана для 
АТФ-чувствительных K+ каналов, Ca2+ чувствитель-
ных рецепторов, холецистокинина, эндотелиальной 
NO-синтазы, эффектора Ca2+ сигналов Homerи ряда 
других молекул [32].

Комплекс GpVI/FcγRIIα – один из рецепторов кол-
лагена на тромбоцитах. Активация тромбоцитов через 
GpVI/FcγRIIα происходит в тех микродоменах, где име-
ются все специфические белки данного сигнального 
пути. При связывании рецептора FcγRIIα повышается 
уровень церамида, изменяется физическое состояние 

мембраны, в рафты перемещаются РКСδ и Raf-1, ак-
тивируется сигнальный путь МАРК (митоген-активи-
рованной протеинкиназы), что регулирует фагоцитоз. 
Сфингомиелиновый цикл необходим для проведения 
сигналов в тромбоцитах при контакте с бактериями. 
Взаимодействие с тирозинкиназой Syk сопрягает сиг-
нальные пути GpVI и белков цитоскелета [36].

Рецептор FcγRIIα тромбоцитов колокализуется в 
липидных рафтах с другими рецепторами (RhoA и 
ARF1) и ферментами, в частности, с фосфолипазой D 
(PLD). Гетеротримерные G-сопряженные рецепторы 
также находятся в рафтах. Здесь же происходит актив-
ный метаболизм фосфоинозитола и локально форми-
руется фосфоинозитол-3-фосфат [4]. Действие агони-
стов, требующих активации GαI белков, показывает 
значительную потерю агрегации и секреции, которые 
восстанавливаются при одновременной стимуляции 
Gα2-сопряженным агонистом эпинефрином. При по-
тере ХС в тромбоцитах, GαI преимущественно лока-
лизуются в липидных рафтах, которые необходимы 
для АДФ-зависимой активации тромбо-цитов [33].

В активированных тромбоцитах комплекс GpIb/
GpIX/ GpV способствует привлечению в рафты факто-
ра XI. Для оптимального связывания фактора XI с мем-
браной и рафтами необходим протромбин и Са2+ или 
кининоген и Zn2+. Фактор XI встраивается в мембра-
ну за счет Apple-3 домена, который также определяет 
его диссоциацию из мембраны. Потеря ХС полностью 
препятствует связыванию фактора XI с рафтами и сни-
жает скорость активации тромбина на 85% [2].

Молекула гликосфинголипида (GSL) состоит из 
гидрофобного остатка церамида, который как якорь 
удерживает молекулу GSL в мембране, и гидрофиль-
ного остатка олигосахарида, направленного в сторону 
от органеллы к цитозолю [21]. Существуют разные 
способы синтеза GSL:

1) синтез de novo, когда остаток олигосахарида 
присоединяется к Cer, содержащему сфинганин (ди-
гидросфингозин), который дает 50–90% комплексных 
сфинголипидов. Предшественниками в биосинтезе 
GSL являются глюкозилцерамиды (GlcCer), в том числе 
GlcCer-2, GlcCer-3. Ингибитор sGlcCer снижает синтез 
ганглиозидов на 90%, а гликосфинголипидов – на 65% [1].

2) гидролиз комплексных сфинголипидов, когда к 
высвобождаемому Cer присоединяется другой оста-
ток сахара. Обнаружена закономерность, связанная со 
скоростью метаболизма сфинголипидов и скоростью 
деления клетки: для быстро делящихся клеток необ-
ходим синтез de novo; однако, если необходимость в 
синтезе GSL низкая (например, в тромбоцитах), GSL 
синтезируются преимущественно из предшественни-
ков, то есть подвергающихся гидролизу комплексных 
сфинголипидов [12].

3) синтез GSL в эндосомных путях. В лизосомах са-
позины катализируют биодеградацию GSL кислыми 
гидролазами. Для тромбоцитов этот этап метаболиз-
ма имеет значение, так как синтез GSL в тромбоцитах 
может проходить в эндосомах и ранних лизосомах из 
предшествующих комплексных GSL [21].

Образование Лизо-GSL из GSL катализиру-
ется церамид-N-деацетилазой, расщепляющей 
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N-ацильную связь между жирной кислотой и сфин-
гоидным основанием в GSL.

Сфингозинфосфорилхолин (SPC) – медиатор 
воспаления при вазоспазме и субарахноидальных 
кровотечениях, он регулирует ангиогенный ответ в 
центральной нервной системе. SPC активирует р38 
МАРК, фактор транскрипции NF-kB, ССААТ-энхан-
сер-связывающий белок. SPC повышает выход МСР-1 
(моноцитарного хемоаттрактантного белка-1), кото-
рый регулирует процессы воспаления в сосудах мозга 
[41]. SPC индуцирует дифференцировку клеток эндо-
телия капилляров человека. Гидролиз SPC приводит 
к образованию Sph и Sph-1-P, который при распозна-
вании его рецепто-ра Edg-1 индуцирует хемотаксис, 
миграцию и морфогенез клеток эндотелия; этот эф-
фект сравним с действием VEGF (Vascular Endothelial 
Growth Factor) [5].

При атеросклерозе в интиме аорты человека из-
меняются уровень GSL и активность гликосфинголи-
пид-гликозилтрансферазы. В атеросклеротической 
бляшке уровень GlcCer Uг/мг ХС в 28 раз выше, и 7 раз 
выше в Uг/мг общих фосфолипидов по сравнению с 
нормальной интимой аорты, при этом уровень лак-
тозилцерамида (LacCer) повышен, соответственно, в 
5 и в 4 раза. LacCer из атеросклеротических бляшек 
повышает скорость пролиферации гладкомышеч-
ных клеток сосудов в ~3 раза по сравнению с LacCer 
из интимы нормальных сосудов, что определяется 
повышенной долей жирных кислот С16:0, С22:1 и 
С24:0 в молекуле LacCer при атеросклерозе [8].

Нейтральные GSL мембраны тромбоцитов, облада-
ющие активностью антигенов групп крови, принимают 
участие в развитии аутоиммунной тромбоцитопении [10].

Ганглиозиды – гликосфинголипиды, содержа-
щие сиаловую кислоту. В покоящихся тромбоцитах 
основным ганглиозидом является GM3, из которого 
при активации тромбоцитов образуется ганглиозид 
GD3. Транзиторное появление GD3 в рафтах плазма-
тической мембраны тромбоцитов обусловливает его 
ассоциацию с тирозинкиназами Src, Lyn, связыва-
ние с Fcγ рецептором и последующее повышение 
экспрессии рецептора CD32 [24]. Ганглиозид GD3 
тромбоцитов содержит α2-8-сцепленную сиаловую 
кислоту, которая распознает белки PbIА и PbIB, ко-
дируемые бактериофагами и экспрессируемые на 
поверхности S.mitis линии F100 [28]. GD3 снижает уро-
вень глютатиона в митохондриях тромбоцитов и вы-
зывает митохондриальные нарушения, то есть рабо-
тает как фактор апоптоза. Ганглиозид Gb3 распознает 
Шига-подобный токсин 3tx1, продуцируемый E.coli. 
Экспрессия Gb3 регулирует взаимодействие тромбо-
цитов с лейкоцитами в плазме крови [42].

Ганглиозиды в 2,5 раза повышают адгезию тром-
боцитов к коллагену при усилении скорости кро-
вотока. Предварительная обработка ганглиозидами 
повышает ассоциацию тромбоцитов с клетками ней-
робластомы и их прикрепление к эндотелию [19]. 
Экстраклеточные ганглиозиды обладают эффектом 
ростовых факторов, так как могут распознавать их ре-
цепторы (в том числе FGF (Fibroblast Growth Factor), 
IGF-1 (Insulin-like Growth Factor), PDGF) и регулиро-

вать сигнальные пути [22].
На тромбоцитах человека обнаружены 5 гангли-

озидов с активностью группы крови А, которые вы-
ступают в роли аллоантигенов и аутоантигенов к 
природным изогемагглютининам; их сиалил-А связи 
чувствительны к действию эндогликоцерамидазы и 
нейраминидазы. В дополнение к сиалил-iI и сиалил-
Le(x)ганглиозидам, тромбоциты с активностью груп-
пы крови А могут одновременно экспрессировать 
ганглиозиды с LKE ак-тивностью, в частности, сиалил-
галактозилглобозид [10].

В мегакариоцитах, стимулированных форболовым 
эфиром, мембранная сиалидаза Neu3 способствует 
деградации сиаловой кислоты плазматической мем-
браны, что ингибирует сигнальный путь PKC/ERK/
p38MAPK, снижает экспрессию рецепторов CD41b и 
ингибирует дифференцировку мегакариоцитов [20].

Сульфатиды – сульфатированные гликосфинголи-
пиды – локализуются в виде крупных кластеров в цен-
тре поверхности тромбоцита, распознают молекулы 
адгезии (Р-селектин, ламинин, тромбоспондин, фак-
тора фон Виллибрандта) и регулирует адгезию клеток 
крови и фак-торов свертывания.

Сульфатиды – природные лиганды Р-селектина; 
определяющие адгезию и формирование стабильных 
агрегатов тромбоцитов [25]. Сульфатиды повышают 
экспрессию Р-селектина на тромбоцитах, повыша-
ют активацию рецептора GPIIb/IIIR (PAC-1эпитоп) и 
усиливают его сигнал; предвари-тельная активация 
тромбоцитов необходима для того, чтобы сульфати-
ды повысили агрегацию тромбина с тромбоцитами в 
плазме. За счет рас-познавания Р-селектина сульфати-
ды усиливают агрегацию тромбоцитов с лейкоцитами.

Сульфатиды активируют сигнальный путь Mac-1 
(CD11b/CD18), что наблюдается при истончении нео-
интимы поврежденных сосудов, при рестенозе после 
стентирования, а также при воспалении [27]. Повы-
шение уровня сульфатидов в плазме крови коррели-
рует с повышением экспрессии Р-селектина на тром-
боцитах и повышении экспрессии рецептора Мас-1 
на нейтрофилах, последнее может быть не только за 
счет повышения экспрессии L- и Р-селектинов, но и 
под действием агониста рецепторов [18, 34].

В эксперименте мышам после фотохимического 
повреждения сосудов вводили сульфатиды [1–10 мг/
кг массы в день], что усиливало адгезию нейтрофилов 
к месту повреждения, и через 21 день обусловливало 
увеличение объема неоинтимы сосудов. Механизмом 
является стимуляция сульфатидами уровня свобод-
ного Са2+ в цитозоле нейтрофилов, накопление ней-
трофилов в субэндотелиальном матриксе и их адге-
зия с тромбоцитами [34].

Са2+-зависимый белок аннексинV связывает фос-
фатидилсерин на активированных тромбоцитах и 
клетках эндотелия и активирует фактор X и протром-
бин. АннексинV также связывает сульфатиды в при-
сутствии ионов Са2+ и регулирует скорость коагуля-
ции. [17]. На поверхности тромбоцитов сульфатиды 
взаимодействуют с коагулянтами, участвуют в актива-
ции фактора XII, ингибируют адгезию фактора фон 
Виллибран-дта (FvW) к тромбоцитам в циркулирую-
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щей крови при стрессе [6]. Связывание FvW с сульфа-
тидами происходит в А1 домене с участием Arg1392, 
Arg1395, Arg1399и Lys1423 в сайте, который также рас-
познает рецептор тромбоцитов GPIb[30]. Белок плаз-
мы крови β2GPIсвязывает анионные фос-фолипиды, а 
также формирует комплекс с сульфатидами в зависи-
мости от концентрации [26].

Один их негативных регуляторов агрегации 
тромбоцитов – Dab2 (Disabled-2), появляется на 
поверхности при активации тромбоцитов, имеет 
фосфотирозин-связывающий домен (РТВ), конку-
рирующий с фибриногеном за αIIbβ3 рецептор. 
N-концевой домен белка Dab2, включающий РТВ, 
специфически взаимодействует с сульфатидами. Это 
связывание обусловлено двумя консервативными по-
следовательностями, между которыми происходит 
разрыв при активации клеток тромбином. В тром-
боцитах человека обнаружены два пула Dab2 – один 
связывает сульфатиды, другой – рецепторы интегри-
нов. Баланс двух изоформ Dab2 контролирует про-
должительность ретракции сгустка. Сульфатиды на 
поверхности тромбоцитов при активации рекрути-

руют N-PTB на поверхность тромбоцита, отделяют 
его от интегринового рецептора, что приводит к ин-
тернализации N-PTB актинзависимым путем. Таким 
образом, Dab2 ингибирует агрегацию тромбоцитов 
за счет конкуренции с фибриногеном за связыва-ние 
с рецепторами интегринов αIIbβ3. Это взаимодей-
ствие модулируется сульфатидами на внешней сто-
роне плазматической мембраны. Регуля-торная роль 
Dab2 N-PNB также распространяется на адгезию 
тромбоцитов к лейкоцитам и агрегацию [40].

Регуляция активности тромбоцитов комплекс-
ными сфинголипидами не ограничивается только 
представленными данными. Сфинголипиды выпол-
няют также функцию вторичных мессенджеров, пре-
дающих информацию по сигнальным путям внутри 
клетки, регулируют процессы пролиферации, вос-
паления, апоптоза, миграции, адгезии, а также вну-
триклеточного движения. Интерес к сфинголипидам 
обусловлен также тем фактом, что в настоящее время 
имеется ряд модуляторов, то есть активаторов и инги-
биторов метаболизма сфинголипидов, что позволяет 
регулировать процессы физиологии тромбоцитов.
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ТЕНДЕНЦИИ РАЗВИТИЯ И ТЕхНОЛОГИИ
СОВРЕМЕННОЙ ЛАбОРАТОРНОЙ МЕДИЦИНЫ

С. Н. Щербо

ГБОУ ВПО «Российский национальный исследовательский
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ТРАНСЛЯЦИОННАЯ, ПРЕДИКТИВНАЯ, 
ПЕРСОНАЛИЗИРОВАННАЯ

И ЛАбОРАТОРНАЯ МЕДИЦИНА
Лабораторная медицина в настоящее время ста-

новится самостоятельной научно-практической дис-
циплиной и отраслью медицинских знаний, осново-
полагающей относительно всех видов клинической 
деятельности, с собственными теорией, методами и 
объектами анализа, что связано с результатами мно-
голетних медицинских исследований и интеграци-
ей с фундаментальными науками: физикой, химией, 
биологией, генетикой и др. Лабораторная медицина 
– междисциплинарная наука, объединяющая дости-
жения медицины и естествознания и выявляющая 
наиболее значимые клинические маркеры на различ-
ных уровнях анализа (клетки, метаболиты, белки, ге-
нетические полиморфизмы и др.) для определения 
их значения в норме, характера и причин изменений 
в патологических процессах с использованием биоин-
форматики, нахождения на этой основе методов адек-
ватной терапии.

В связи возникновением в последнее время транс-
ляционной, предиктивной, персонализированной и 
доказательной медицины появилась настоятельная 
необходимость анализа тенденций развития, перспек-
тивных направлений, оценки роли и положения со-
временной лабораторной медицины в общей системе 
клинических дисциплин, что обусловлено требовани-
ями, которые выдвигаются в связи со стремительным 
развитием и внедрением достижений науки и новых 
технологий. Для правильного понимания направ-
ления и стратегии развития, необходимо уточнение 
определений и задач, возникающих в последний пе-
риод, новых направлений современной медицины, бо-
лее глубокий анализ характера междисцип-линарных 
отношений.

Трансляционную медицину можно рассматри-
вать как процесс, предусматривающий перенос от-
крытий, сделанных в результате фундаментальных 
исследований в биомедицине, в медицинскую прак-
тику с целью улучшения диагностики и лечения. По 
мнению экспертов Евросоюза 2008 г., трансляцион-
ной медицине будет принадлежать ведущая роль в 
развитии биомедицины на протяжении ближайших 
десятилетий. Задачи трансляционной медицины в 
диагностике предусматривают распознавание всех 
первичных и вторичных медиаторов заболевания, раз-
витие технологической и инструментальной базы, соз-
дание диагностических протоколов и эффективной, 
экономичной диагностики. Первый институт транс-

ляционной медицины и терапии (ITMAT) создан в 
начале 2005 года в США, а в 2010 году в Калифорнии 
(Сан-Франциско) на исследования в указанной обла-
сти выделено 1,5 млрд. долларов. Во Франции реали-
зуется программа SESAM по оценке доклинических 
признаков патологии и определение склонности чело-
века к различным заболеваниям, а в Великобритании 
«Биобанк» по генетической информации о британцах 
различных этнических групп. Приоритетной зада-
чей трансляционной медицины является разработка 
инновационных методов молекулярной диагностики. 
Одним из этапов применения трансляционных ме-
дицинских подходов является оценка клинической 
полезности использования открытия, организация 
соответствующих исследований, совершенствование 
доказательных рекомендаций, организация распро-
странения диагностических и лечебных методик и 
внедрение их в практику здравоохранения.

Предиктивная, превентивная (предупредитель-
ная) медицина (медицина прогноза и диагностики) 
– одно из наиболее перспективных направлений и до-
стижений современной молекулярной медицины, ко-
торая изучает возможность прогнозирования (предви-
дения) заболевания у человека на основе исследования 
индивидуальных особенностей его генома, протеома, 
микробиома и особенностей метаболизма. Указанный 
термин предложил в 1977 году, задолго до реализа-
ции проекта «Геном человека» французский ученый, 
лауреат Нобелевской премии Дж. Доссэ, который 
обнаружил ассоциации определенных вариантов (ал-
лелей) генетического локуса HLA с некоторыми муль-
тифакторными заболеваниями (сахарным диабе-том, 
бронхиальной астмой и др.). Методическую основу 
предиктивной медицины составляет выявление генов, 
определенные аллели которых предрасполагают или 
наоборот препятствуют развитию различных заболе-
ваний, составление генной сети для каждого мульти-
факторного заболевания, идентификация в ней цен-
тральных генов и генов модификаторов. Генетические 
полиморфизмы, в отличие от мутаций, которые могут 
приводить к патологическим изменениям и снижают 
жизнеспособность, проявляются в фенотипе менее 
однозначно и отчетливо. Степень участия разных ге-
нов в развитии патологических процессов далеко не 
одинакова: практически для каждой болезни можно 
выделить главные гены, продукты которых играют 
ключевую роль в инициации патологии и второсте-
пенные, чьи продукты играют дополнительную роль. 
Таким образом, тестируя полиморфизмы генов можно 
предсказать, какая патология и с какой вероятностью 
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ожидает данного индивидуума в будущем, выявлению 
ранних, средних и поздних генетические болезней.

Персонализированная медицина представляет 
собой интегральную медицину, которая включает в 
себя разработку персонализированных средств ле-
чения, тестирования на предрасположенность к бо-
лезням, профилактику, объединение диагностики с 
лечением и мониторингом лечения. Впервые термин 
«personalized medicine» появился в монографии Jain 
R.R. в 1998 году.

Целью внедрения основных подходов и принци-
пов доказательной лабораторной медицины является 
использование в клинической практике объективных, 
научно обоснованных критериев по всем аспектам де-
ятельности: на преаналитическом, аналитическом и 
постаналитическом этапах. При этом необходим вы-
бор наиболее эффективных стратегических решений и 
оптимальных, безопасных и экономически обоснован-
ных вариантов современных диагностических подходов 
в каждом конкретном случае.

Лабораторная медицина, как и медицина в целом, 
до недавнего времени занималась выявлением марке-
ров диагностики различных заболеваний, начиная с 
ранних стадий. Между тем, чем раньше вероятность 
возникновения заболеваний будет обнаружена, тем 
эффективнее может быть профилактика и лечение. 
Доклиническая стадия заболеваний, поиск соответ-
ствующих биомаркеров и определение их референт-
ных значений, до недавнего времени не являлась ос-
новным объектом анализа. Исторически медицина 
на протяжении своего развития уделяла внимание 
заболевшему пациенту, при этом никакого внимания 
не уделялось донозоологическим состояниям. Вместе 
с тем выявление доклинических проявления заболе-
ваний на основе анализа биомаркеров, превентивно-
профилактических подходов является перспективным 
направлениям развития современ-ной медицины.

В зависимости от поставленных задач, биологи-
ческой сложности объектов исследования, применя-
емых биотехнологий, лабораторная медицина может 
функционировать на различных уровнях.

Метаболомика отражает функциональное состоя-
ние и процессы происходящие в определенного типа 
клетках и их изменения во времени, в том числе свя-
занные с передачей сигналов от поверхности клеток к 
факторам транскрипции в ядре.

Геном и генетические полиморфизмы: различают 
качественный генетический полиморфизм который 
представлен преимущественно однонук-леотидными 
заменами (ОНП, SNP) и количественный, представ-
ленный в частности вариациями числа тандемных 
повторов (STR – Short Tandem, 1–2 либо 3–4 нуклео-
тидов на повторяющуюся единицу). Первые карты 
ОНП были составлены при активном участии кали-
форнийской фирмы «Перлиген» (PERLEGEN), опу-
бликовавшей результаты своих исследований SNP в 
геноме человека. В ноябре 2001 г. ученые компании 
секвенировали 50 полных гаплоидных геномов, об-
наружив 1,7 млн. SNP. В настоящее время после ре-
ализации проекта НарМар в базах данных хранится 
информация о более чем 10 млн. SNP.

Повторы ДНК могут иметь и большую протяжен-

ность и вариабельную по нуклеотидному составу вну-
треннюю структуру (VNTR – Variable Number Tandem 
Repeats). В 2006 г. в журнале Nature были опубликова-
ны результаты работы R. Redon и соавторами, которые 
обнаружили новый тип вариаций в геноме человека 
– CNVs (copy number variations). Было обнаружено 
около 150 участков, в которых присутствовали значи-
тельные по длине (от нескольких тысяч до нескольких 
миллионов пар нуклеотидов) дупликации (удвоение) 
и делеции фрагментов ДНК. Протяженность этих 
участков довольно велика – в целом, по оценке авторов 
работы, она составляет до 12% всего генома, т.е. вклад 
CNVs в вариативность генома сопоставим с вкладом 
SNP или даже превышает его. К настоящему времени 
обнаруженные CNVs могут быть причиной несколь-
ких десятков спарадических заболеваний, вызванных 
геномными перестройками: появились сообщения об 
их связи с 17 болезнями человека, в том числе систем-
ными аутоиммунными и психическими. В настоящее 
время проведены полигеномные исследования CNVs 
и ведется создание базы данных, как было ранее сде-
лано для полиморфизмов в «НарМар».

Исследование транскриптомного профиля в раз-
личных типах клеток и их изменения у данного паци-
ента со временем представляет актуальную задачу. В 
клинических испытаниях доказано, что факторы, ме-
няющие экспрессию генов, делятся на четыре группы: 
способ и тип питания; факторы окружающей среды, 
климата, уровня радиации, воздействия ксенобиоти-
ков, образа; физические нагрузки, их тип и регуляр-
ность; эмоционально-психологический статус, уро-
вень стресса.

По сравнению с исследованием генома, анализ 
протеома представляет собой существенно более 
сложную задачу. Протеомика естественным об-
разом является продолжением функциональной 
геномики и транскриптомики, так как позволяет 
следить за белковыми взаимодействиями. Метода-
ми лабораторной медицины (электрофорез, масс-
спектрометрия, иммунохимический анализ) воз-
можно проводить полный анализ протеома: всех 
белков, которые содержаться в клиническом мате-
риале. Чрезвычайно важно при этом определение 
качественного и количественного состава всех бел-
ков, а также проведение мониторинга за динами-
кой изменений при возникновении патологии и 
применении терапии.

После формирования концепций «генома» и 
«протеома» возникла проблема «гликома» – совокуп-
ность клеточных олигосахаридов, которые значитель-
но многообразнее и сложнее нуклеиновых кислот и 
белков, а представление об их биологической роли 
более фрагментарны. Иммобилизация олигосахари-
дов на микрочипы – необходимый этап в изучении их 
взаимодействия с белками.

МОЛЕКУЛЯРНО-бИОЛОГИчЕСКИЕ
ТЕхНОЛОГИИ 

ПЕРСОНАЛИЗИРОВАНННОЙ МЕДИЦИНЫ
Три важнейших технологии, имеют отношение к 

персонализированной медицине: генотипирование 
SNP, микрочипы/биочипы и секвенирование для по-
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иска и идентификации SNP разработаны и применя-
ются около сотни различных методов, основой боль-
шого количества которых составляют разновидности 
полимеразной цепной реакции (ПЦР).

Основные методы лабораторной медицины, кото-
рые применяются в персонализированной и преди-
ктивной медицине:

• Методы, основанные на полимеразной цепной 
реакции (ПЦР):

• ПЦР в режиме реального времени (ПЦР РВ)
• ПЦР с использованием обратной транскриптазы 
(ОТ ПЦР)
• Полиморфизм длины рестрикционных фраг-

ментов (RFLP)
• Конформационный полиморфизм однонитевых 

фрагментов (SSCP)
• Методы, не основанные на ПЦР
• Анализы на основе резонансного переноса энер-

гии флуоресценции (FRET)
• Транскрипционно-опосредованная амплифика-

ция (TAS)
• Цитогенетика
• Сравнительная геномная гибридизация (CGH) 
Флуоресцентная гибридизация in situ (FISH)
• Супрессионная вычитающая гибридизация (SSH)
• Нанодиагностика
• Интеграция диагностики с терапией на основе 

наночастиц
• Уточнения диагностики для целей фармакогене-

тики
• Методы протеомики
• Флуоресцентная детекция белка in situ
• Протеин/пептидные чипы
• Технологии протеиновых биочипов 
• Генетические и микрофлюидные микрочипы
• Тесты, основанные на экспрессии генов
• ДНК секвенирование
• Множественное ДНК секвенирование
• Секвенирование в реакторах в пиколитровых 

микрообъемах
• Секвенирование всего генома
• Токсикогеномика
• Генотипирование одиночного нуклеотидного 

полиморфизма (SNP)
• Исследования метилирования ДНК
• МикроРНК диагностика

МУЛьТИПАРАМЕТРИчЕСКИЕ
ИССЛЕДОВАНИЯ

Диагностическая ценность маркеров обычно зави-
сит от трех показателей: чувствительности, специфич-
ности и предсказательной способности (силы). Марке-
ры с идеальной специфичностью и чувствительностью 
редки, однако причина почти всех патологий никогда 
не бывает единственной, а обусловлена рядом неблаго-
приятных факторов. Возникла острая необходимость 
в разработке стандартных комплексов маркеров, кото-
рые будут давать достоверную диагностическую ин-
формацию. Поскольку высокотехнологичные методы 
позволяют установить причинно-следственные в цепи: 
ген-РНК-белок-метаболит, такие комплексы маркеров 
могут состоять из специфических олигонуклеотидов, 

белков и метаболитов. Множественный генетический 
анализ (биочипы, мультипраймерная ПЦР и др.), 
одновременный высокочувствительный и высокоспе-
цифичный анализ белков, метаболитов, вирусов, ми-
кроорганизмов позволит ускорить и повысить эффек-
тивность методов молекулярной медицины.

Существенным преимуществом молекулярно-ге-
нетических диагностических методов является воз-
можность одновременной и независимой детекции 
нескольких различных нерадиоизотопных гибриди-
зационных меток, проведение мультипраймерной 
ПЦР или ПЦР в реальном времени с несколькими 
парами олигонуклеотидных праймеров, что позво-
ляет обнаруживать в одном образце различные воз-
будители инфекционных заболеваний: вирусы, ми-
коорганизмы, грибы. Разработкой и производством 
надежных и экономичных отечественных мульти-
праймерных наборов занимается научно-производ-
ственная фирма «ГЕНТЕХ» (Москва) (до пяти воз-
будителей в одной реакции: хламидия трахоматис, 
микоплазма генита-лиум, микоплазма гоминис, 
уреаплазма уреалитикум, уреаплазма Т 960), герпес-
вирусов (ВПГ, ЦМВ, ЭБВ), папилломавирусов (ВПЧ 
16, 18), первый зарегистрированный МЗ РФ мульти-
праймерный набор реагентов для одновременного 
определения ДНК лактобацилл (Lactobacillus spp.) 
и гарднереллы (Gardnerella vaginalis) методом ПЦР 
(ЛактАм), а также набор «ТрифАм» для обнаружения 
грибов T. rubrum и T. interdigitale (ТрифАм), что важ-
но в диагностике онихомикозов.

Перспективным направлением в мультипараме-
трических исследованиях является применение ми-
крофлюидоиных технологий. Фирмой Fluidigm раз-
работана технология Fluidic Circuit Technology (IFC) 
на базе которой создана платформа для биочипа 
(Dynamic Array IFCs). Биочип существует в двух фор-
матах 96.96 и содержит 9216 ячеек и 48.48 и 2304 ячеек 
соответственно, в каждой из которых протекает ПЦР 
в режиме реального времени. Используемые микро-
объемы реактивов позволяют значительно экономить 
реагенты (6 мкл на образец) и время, учитывая боль-
шое количество одновременно проходящих реакций 
(10 мин. раскапывание образцов, 45–90 мин. переме-
шивание в, 90 мин ПЦР и 5 мин считывание). Сис-
тема является открытой для применения технологий 
TaqMan, Roche UPL и интеркалирующих красителей. 
С помощью биочипа исследуют экспрессию генов, 
в том числе в единичных клетках, микро РНК, ОНП 
– типирование, CNV варианты. Показаны возможно-
сти применения биочипа в онкологии при выявлении 
мутации при острой миелоидной лейкемии, причем 
чувствительность удалось увеличить в 50–100 раз.

бИОчИПЫ
Широкое внедрение молекулярно-генетических 

методов и изобретение медицинских биочипов, в 
частности для изучения полиморфизмов генов систе-
мы детоксикации, открыло возможность проведения 
мультипараметрических исследований. Сложилась 
новая ситуация в молекулярной медицине, когда не 
эксперименты подтверждают новые гипотезы, а новые 
диагностические подходы и наборы значимых био-
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маркеров рождаются на основе собранных массивов 
данных. Биочипы представляют собой миниатюрные 
устройства (приспособления) для анализа специфи-
ческих взаимодействий биологических макромоле-
кул (олигонуклеотиды, фрагменты геномной ДНК, 
РНК, белки, рецепторы, лиганды и другие). Суще-
ствует че-тыре основных вида биочипов: ДНК, РНК, 
белковые и клеточные. Технологии, используемые в 
биологических микрочипах – мультипараметричес-
кие и кроме матричной архитектуры реализуются 
микрофлюидные (или капиллярные) подходы и ми-
кросферы с цветовой кодировкой. Принцип миниа-
тюризации, реализованный в биочипах, приводит к 
снижению себестоимости и повышению производи-
тельности выполнения анализа (несколько десятков 
и сотен параметров одновременно) и очень высокой 
автоматизации исследований. Полученные с помо-
щью биочипов данные позволяют прогнозировать и 
отслеживать динамику развития заболеваний, дают 
возможность подбирать индивидуально для каждого 
человека наиболее эффективные схемы медикамен-
тозного лечения инфекционных, онкологических, 
сердечно-сосудистых и других заболеваний (принци-
пы персонализированной медицины). Несомненно, 
что в ближайшее время микробиочипы будут суще-
ственно усовершенствованы (в том числе с использо-
ванием технологии роботов), что сделает процедуру 
скрининга мультифакторных. наследственных и ин-
фекционных заболеваний рутинной, экономичной 
по затратам труда и времени операцией.

Американские ученые из компании «Celera 
Diagnostics» и других научных центров провели 
три независимых исследования по обнаружению ге-
нетических маркеров, ассоциирующихся с ранним 
развитием инфаркта миокарда. В качестве маркеров-
кандидатов учеными для исследований было ото-
брано 11647 полиморфизмов 7136 генов. В последнем 
исследовании при участии 187 пациентов и 434 чело-
век контрольной группы из 8 полиморфизмов только 
2 показали достоверную ассоциацию с инфарктом 
миокарда. Эти полиморфизмы представлены в генах 
VAMP8 (регулирует дегрануляцию тромбоцитов) и 
HNRPUL1 (кодирует рибонуклеарный белок). Ранее 
этими же учеными была показана связь полиморфиз-
мов генов палладина, тирозинкиназы и двух рецепто-
ров, сопряженных с G-белками (TAS2R50 и OR13G1) с 
более поздним развитием инфаркта миокарда.

Существует два основных типа биочипов, во-
первых, точечный биочип, получаемый нанесением 
фрагментов ДНК на платформу и, во-вторых, олигону-
клеотидный биочип высокой плотности, который про-
изводят путем прямого синтеза олигонуклеотидов на 
подложке. Первые ДНК-чипы были получены путем 
переноса вручную клонированных фрагментов ДНК 
на нейлоновые фильтры и использовались с радиоизо-
топномеченными зондами. Затем в качестве подложки 
стали применять стекло для размещения достаточно-
го количества проб и флуоресцентно-меченные зонды, 
так как стекло обладает низкой аутофлуоресценцией. 
Такой дизайн биочипа позволяет использовать разно-
образные флуоресцентные красители, получать более 
высокое разрешение: ячейки с ДНК могут распола-

гаться на расстоянии 0,3–0,5 мм (с плотностью 5000 
ячеек на кв. см.) и имеют тысячи точек содержащих 
10–12 пкмоль специфической ДНК-пробы.

Гораздо более высокую плотность можно получить 
путем синтеза олигонуклеотидов in situ с использова-
нием литографического процесса, который был раз-
работан и применен одной из крупнейших фирм по 
производству биочипов компанией Affimetrix (США). 
Биочипы производятся с 1993 года, наращиваются 
прямо из стеклянной пластинки методом фотолито-
графии с использованием специальных микромасок. 
Хотя экспериментально достигнутая плотность со-
ставила до миллиона ячеек на квадратный сантиметр, 
коммерчески выпускаемый GeneChip имеет плот-
ность 64000 ячеек на квадратный сантиметр. Сначала 
на стеклянную поверхность наносится покрытие, что-
бы молекулы ДНК можно было ковалентно присоеди-
нить к поверхности платформы. Олигонуклеотиды 
синтезируются в определенных позициях путем по-
следовательного добавления определенных дезокси-
нуклеозидтрифосфатов, каждый из которых модифи-
цирован и имеет фотолабильную защитную группу. 
ДНК не может быть удлинена, если не активирована 
светом. Фотолитографические маски указывают те 
районы, где молекула ДНК должна быть удлинена, а 
где остается инертной. В заранее определенных ме-
стах синтезируются специфические последователь-
ности. Желательно, чтобы ДНК-чипы обладали двумя 
противоречивыми свойствами: с одной стороны, ин-
тересно в одном ДНК-чипе иметь как можно больше 
ячеек, чтобы получить больше информации об изуча-
емом образце. В то же время, исследователи зачастую 
вынуждены работать с очень малыми объемами био-
логического материала, поэтому, чем меньше размер 
ДНК-чипа, тем лучше.

В Институте молекулярной биологии РАН про-
ведена также разработка диагностических олиго-
нуклеотидных микрочипов для диагностики М. 
tuberculesis (регистрация МЗСР РФ 2006 г.) и устой-
чивых к антибиотикам рифампицину и изониазиду 
форм патогена. Другим направлением в использо-
вании биочипов является идентификация мутаций 
в геноме человека: идентификация наследственных 
мутаций, вызывающих заболевания прежде всего 
онкологические и идентификация мутаций в ге-
нах, ответственных за биотрансформацию лекар-
ственных средств, главным образом, применяемых 
в химиотерапии опухолей. Микрочипы для иден-
тификации хромосомных перестроек, вызывающих 
острый лейкоз, а также микрочип для выявления 
пяти наиболее распространенных мутаций в гене 
BRCA1, увеличивающих риск рака молочной железы 
и некоторых других онкологических заболеваний. 
Кардиочип способен определять одновременно во-
семь однонуклеотидных полиморфизмов семи генов 
(REN, AGT, AGTR1, AGTR2, BKR2, MTHFR, ADRB2), 
что значительно сокращает время процедуры и сни-
жает себестоимость анализа для выявления степени 
риска развития сердечно-сосудистых патологий. В 
свою очередь с помощью фармакогенетического био-
чипа, анализирующего 14 полиморфизмов извест-
ных генов детоксикации, открывается возможность 
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подбора оптимальных лекарственных препаратов и 
их доз для лечения широкого круга больных.

Олигонуклеотидные экспрессионные микрочи-
пы гибридизуются со смесью контрольной мРНК и 
изучаемой мРНК. В экспрессионных чипах с кДНК 
гибридизуются со смесью ДНК, полученной в резуль-
тате обратной транскрипции контрольной мРНК и из-
учаемой мРНК (так называемые ДНК-копии). Каждая 
из компонент смеси метится своей флуоресцентной 
меткой (обычно используется пара Cy3/Cy5/). Норми-
рованное отношение сигналов флуоресценции дает 
информацию об уровне экспрессии, при соотноше-
нии больше единицы и больше порога статистической 
значимости имеет место повышение экспрессии гена, 
в противном случае – понижение. В настоящее время в 
экспрессионных микрочипах используют иммобили-
зованную ДНК двух типов: во-первых, относительно 
короткие ген-специфичные фрагменты ДНК длиной 
20–60 нуклеотидов (олигонуклеотидные микрочипы 
фирмы Affymetrix); во-вторых, крупные фрагменты 
кДНК длиной 100–600-нуклеотидов, получаемые в ре-
зультате клонирования, ПЦР-амплификации и очист-
ки (кДНК-микрочипы фирмы Incyte).

Существует два основных типа белковых микро-
чипов – аналитические или функциональные чипы, 
в которых сами исследуемые белки иммобилизу-
ются на биочипе и применяются для исследования 
биохимической активности и взаимодействия бел-
ков. Биочипы фирмы Dr.Fooke предназначены для 
одновременного количественного определения ше-
сти маркеров онкологических заболеваний: простат-
специфического антигена (общей и свободной форм), 
альфа-фетопротеина, ракового эмбрионального 
антигена, хронического гонадотропина и нейрон-
специфической энолазы. Аналитические чипы при-
меняются для мониторинга, а исследуемые белки на-
ходятся в образце, которым обрабатывается биочип, 
на котором иммобилизованы улавливающие агенты 
в качестве которых применяются белки, антитела, 
лектины, олигонуклеотидные аптамеры или хими-
ческие вещества, связывающие определенные клас-
сы белков. Последующий анализ осуществляется 
масс-спектрометрическим анализом или детекцией 
с использованием метода спектроскопии поверхност-
ного плазменного резонанса. Cозданный компани-
ей Vermillion Inc, ProteinChip играет в протеомике 
такую же роль, как GeneChip в генетических иссле-
дованиях и основан та технологии SELDI (surface-
enhanced laser desorption/ionization). На такой чип 
могут быть иммобилизованы антигены, антитела и 
ферменты. Основные этапы анализа: образец паци-
ента наноситься на чип, затем проводиться усиление 
соотношения полезный сигнал-шум, с помощью тех-
нологии SELDI получается информация о моле-ку-
лярном весе мишени и сравнения с контрольными 
образцами. Полученные протеиновые профили мо-
гут применяться для сравнения нормальных, ранних 
и метастазирующих раковых клеток.

В настоящее время уже созданы образцы бел-
ковых биочипов для анализа профиля кроветвор-
ных факторов (цитокинов) сыворотки доноров 
(Novagen, Biomax, Clontech), для аллерогодиаг-

ностики одновременно несколько десятков при-
родных аллергенов, гормонов, маркеров сердечно-
сосудистых заболеваний (VBC-Genomics, Randox 
Laboratories). Применяется микрочип Cartesian 
производства BioSource для мультиплексной (до 
36) детекции цитокинов (чувствительность менее 
100 пкг/мл). В последние годы активно ведутся 
работы по разработке биочипов (иммуночипов) 
для иммунологической диагностики инфекцион-
ных заболеваний человека, в частности вирусных 
гепатитов С и В и внутриутробных инфекций. В 
ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора создан 
новый скрининговый и подтверждающий тест для 
серологической диагностики ВИЧ-инфекции (раз-
дельное определение антител к ВИЧ 1,2 и антиге-
на р24 ВИЧ 1) в формате иммуночипа на поверх-
ности слайдов с альдегидным покрытием.

ТЕхНОЛОГИИ И УСЛУГИ
ГЕНОДИАГНОСТИКИ

Генотипирование – комплекс лабораторных проце-
дур, направленных на получение информации о гене-
тическом статусе индивидуума. Показаниями к иссле-
дованию могут быть принадлежность к группе риска, 
семейный характер или ранее начало заболевания, а 
также толерантность к терапии. Генетическое тестиро-
вание для выявления предрасположенности к различ-
ным заболеваниям названо величайшим изобретением 
2008 года (Time, January 11, 2009).

В США генетическое тестирование наследствен-
ной предрасположенности в 2010 году применялось к 
213 заболеваниям: диабет 1 и 2 типа, инфаркт миокар-
да, фибрилляция предсердий, рак толстого кишечни-
ка, легких, молочной железы, простаты, рассеянный 
склероз, дегенерация сетчатки, глаукома, тромбофи-
лия, гемохроматоз, болезнь Крона, ожирение и дру-
гим. Генетическое тестирование, по-видимому, ни-
когда не станет простой областью применения в 
медицине, для успешного его продвижения необхо-
дима реконструкция взаимных ожиданий врачей и 
пациентов. Результаты генетического тестирования 
вместе с фенотипическими маркерами могут уже се-
годня быть учтены в персонализированном прогнозе, 
который всегда будет носить вероятностный характер. 
В 2009 году разработана ACCE модель процесса оцен-
ки генетических тестов: Analytic validity – аналитиче-
ская аргументированность: как точно и надежно тест 
измеряет генотип, Clinical validity – клиническая до-
стоверность: насколько единообразно и точно тест 
определяет или предсказывает промежуточные или 
клинические последствия, Clinical utility – клиниче-
ская полезность: насколько вероятно тест существенно 
улучшит результаты лечения пациентов и Etical, legal, 
social implications – этические, юриди-ческие и соци-
альные вопросы, которые могут возникнуть в связи с 
использованием тестов. Важность введения процес-
са оценки генетических тестов связана с тем, что не 
более 30–38% имеющихся утверждений о значимых 
генетических ассоциациях является на самом деле 
истинными, а большая часть истинных генетических 
ассоциаций представляет собой эффекты небольшой 
величины с рисками 1,1–1,5 (т.е. 10–15% относительно-
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го увеличения вероятности развития заболевания). 
Любой отдельный полиморфизм обычно объясняет 
только 1–8% от общего риска заболевания в популя-
ции. Но аддитивный эффект нескольких таких факто-
ров риска может составлять до 20–70% общего риска, 
обусловленного генетическими факторами в случае 
распространенных болезней.

В последнее время в ряде стран возникла меди-
цинская услуга генетического тестирования по зака-
зу (direct to consumer testing) и компании предостав-
ляющие такого рода сервис: 23 andme, deCODEme, 
Navigenetics, Pathway Genomics, Gene Essences, лабо-
ратория РЕЮНИ и другие.

Возникновение благодаря успехам метаболо-
мики. геномики, протеомики, биоинформатики и 
системной биологии предиктивной и персонализи-
рованной медицины открыло возможности более 
раннего воздействия на организм потенциального 
пациента для своевременной коррекции возможно-
го патологического процесса еще на доклиническом 
уровне. Причем в основу новой медицинской стра-
тегии доклинического выявления потенциальных 

фармакологических мишеней могут быть положены 
принципы фармакокоррекции и фармакопревен-
ции. Необходимо создание принципиально новых 
диагностических алгоритмов, прежде всего мульти-
факторных заболеваний: сердечно-сосудистых, он-
кологических, эндокринных и других. Должны быть 
найдены новые биомаркеры, которые могут пред-
сказывать момент начала клинической манифеста-
ции заболевания, тяжесть протекания, возможность 
хронизации и инвалидизации пациентов. Решение 
указанных задач потребует разработки принципов 
интерпретации результатов доклинического тести-
рования и появление медицинских консультантов, 
которыми могут стать врачи лабораторной медици-
ны. Необходимо создание современных программ 
для подготовки таких специалистов лабораторной, 
предиктивной и персонализированной медицины 
в ВУЗах: врач консультант пациентов группы риска. 
При решении указанных задач медицина станет по 
настоящему профилактической и партисипаторной. 
т.е. основанной на работе с пациентом, разъяснению 
ему состояние его здоровья и возможные риски.

ТОО "Лабтроник"
Республика Казахстан
г. Алматы, ул. Айтиева, 44 А
тел.: +7 (727) 341 00 50, 341 00 55
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ЛАбОРАТОРНЫЕ КРИТЕРИИ
ДИАбЕТИчЕСКОЙ НЕФРОПАТИИ:
ГИПЕРФИЛьТРАЦИЯ, АЛьбУМИН, КРЕАТИНИН

В. В. Вельков

ЗАО «ДИАКОН», г. Пущино, Московская область, Россия

Недавно обнародованные национальные реко-
мендации «Хроническая болезнь почек: основные 
принципы скрининга, диагностики, профилактики и 
подходы к лечению» включают исчерпывающее и под-
робное изложение общепризнанных основных прин-
ципов скрининга, диагностики профилактики и под-
ходов к лечению хронической болезни почек (ХБП) [1]. 
Как подчеркивается в указанных рекомендациях, «рас-
пространенность ХБП сопоставима с такими социаль-
но значимыми заболеваниями, как эссенциальная 
гипертензия и сахарный диабет. В среднем, признаки 
повреждения почек или умеренное/выраженное сни-
жение скорости клубочковой фильтрации ожидаются 
у каждого десятого в общей популяции. При этом со-
поставимые цифры были получены как в индустри-
альных странах с высоким уровнем жизни, так и в раз-
вивающихся странах со средним и низким доходом 
населения» [1]. Именно с такой высокой значимостью 
проблем диагностики ХБП и связано большое коли-
чество исследований в этой области, направленных на 
выявление ранних признаков инициации этой пато-
логии, на выяснение механизмов ее возникновения и 
прогрессирования.

Данный обзор посвящен попытке рассмотрения 
некоторых, возможно весьма значимых, а поэтому и 
весьма дискутируемых представлений, связанных с 
механизмами развития диабетической нефропатии 
(ДН): гломерулярной гиперфильтрации и связи ско-
рости клубочковой фильтрации (СКФ) с микроальбу-
минурией и протеинурией.

чТО ТАКОЕ ГИПЕРФИЛьТРАЦИЯ?
Еще 1981 году утверждалось, что при развитии 

ДН ранние гемодинамические изменения, направ-
ленные на восстановление сниженной функции не-
фронов, приводят к клубочковой гиперфильтрации, 
которая, в свою очередь, ведет не к нормализации по-
чечной функции, а к цепной реакции патологических 
событий, приводящих к резкому и ускоряющемуся 
падению функции почек [3]. Таким образом было вы-
сказано предположение, что самый ранний диагно-
стический признак развития ХБП – не снижение СКФ, 
а ее повышение.

Общепринято, что предиктором развития тяже-
лых стадий ДН считается микроальбуминурия. По 
этой причине для предотвращения развития реналь-
ной дисфункции (падения СКФ 60 мл/мин/1,73 м2) 
микроальбуминурию подавляют с помощью блокады 

ренин-альдостерон-ангиотензиновой системы (РААС). 
Однако метаанализ результатов 33 крупномасштабных 
клинических исследдований, включавших 77 групп 
пациентов с ранними стадиями сахарного диабета 
первого и второго типа (СД 1 и СД 2) показало, что по-
давление микроальбуминурии на ранних стадиях СД 
не предотвращало падения СКФ.

В проспективных наблюдениях было обнаружено, 
что в течение первого года при антигипертензивной 
терапии ингибиторами РААС соотношение альбумин/
креатинин снижалось. Таким образом, при раннем СД, 
в отличие от позднего, снижение отношения альбумин/
креатинин при антигипертензивной терапии не пред-
сказывало последующего замедления падения СКФ.

Международных и согласованных критериев ги-
перфильтрации пока нет. Традиционно гиперфиль-
трацией считают показатели СКФ, превышающие 
значение таковой для 95-й процентили здоровой по-
пуляции на величину, соответствующую двум стан-
дартным отклонения [6].

Такое определение гиперфильтрации по мнению 
некоторых авторов игнорирует факт, что гиперфиль-
трация может происходить в одиночном нефроне при 
в целом сниженной СКФ. Поэтому некоторые исследо-
ватели определяют гиперфильтрацию как повышение 
фильтрационной фракции (ФФ) почечного кровотока. 
Определение ФФ предусматривает одновременное из-
мерение СКФ и ренального кровотока с помощью ин-
фузии радиоак-тивно меченного п-аминогиппурата, 
который удаляется из циркуляции при однократном 
прохождении через почки за счет гломерулярной 
фильтрации и секреции в проксимальных канальцах. 
Полагают, что клиренс п-аминогиппурата отражает 
ренальный кровоток, но является не точным в случаях 
тубулярной патологии [7].

В настоящее время для определения гиперфиль-
трации используют три разных критерия: аномально 
высокая гломерулярная фильтрация всей почкой; по-
вышенная фильтрационная фракция; повышенная 
фильтрация через нефрон [9]. На практике в большин-
стве исследований значениями гиперфильтрации счи-
тают диапазон 125–145 мл/мин/1,73м2 [10–11]. У здоро-
вых людей с возрастом показатели СКФ снижаются.

КАК ПРАВИЛьНО ИЗМЕРЯТь
ГИПЕРФИЛьТРАЦИЮ

Золотой стандарт точного измерения СКФ – вну-
тривенная инфузия экзогенного маркера, который 
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полностью фильтруется в клубочках, в канальцах не 
абсорбируется и не секретируется. Однако из-за слож-
ности и высокой стоимости эти методики редко ис-
пользуется даже в научных исследованиях. Наиболее 
распространенные методы определения СКФ основа-
ны на измерении эндогенного маркера – креатинина: 
клиренс креатинина или применение формул, учиты-
вающих концентрацию креатинина в крови и антро-
пометрические показатели.

Креатинин, как маркер СКФ имеет определенные 
недостатки:

• из-за большого функционального резерва почек 
концентрация креатинина может не изменяться в слу-
чаях, когда большая часть почек уже не функционирует;

• при снижении клубочковой фильтрации проис-
ходит компенсаторное повышение канальцевой секре-
ции креатинина, в результате чего происходит ложное 
завышение оценки функции почек;

• при острых изменениях функции почек креати-
нин недостаточно точно отражает реальную картину 
до тех пор, пока не достигается некоторая стабилиза-
ция состояния почек, что чаще всего происходит через 
24–48 ч после первоначального повреждения,

• на ранних стадиях развития ренальной дисфунк-
ции в диапазоне СКФ выше 115 мл/мин/1,73 м2 (гипер-
фильтрация) и от 90–40 мл/мин/1,73м2 (ран-ние стадии 
гипофильтрации) нет пропорциональности между уров-
нями креатинина и истинными значениями СКФ [24].

Широко распространенные формула для расче-
та СКФ по креатинину крови (например, MDRD) дает 
удовлетворительное определение СКФ в ди-апазоне, 
характеризующем снижение СКФ от третьей стадии 
ХБП до терминальных стадий ренальных заболеваний 
(ТСРЗ), тогда как в диапазоне от 150 до 60 мл/мин/1,73м2 
пропорциональности между истинными значениями 
СКФ и уровнями креатинина в крови нет [21–23].

В 2009 г. была опубликована формула CKD-EPI 
(Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration), 
имеющая большую точность, чем MDRD, особенно в 
диапазоне СКФ 60 мл/мин/1,73м2. Формула использует 
значения уровней креатинина в крови, возрастные и эт-
нические характеристики [25]. В недавно проведенном 
исследовании при наблюдении пациентов с СД, имев-
ших разную тяжесть альбуминурии и ХБП, сравнива-
ли точность определения СКФ по формулам CKD-EPI 
и MDRD. При микро- и макроальбуминурии и при 
тяжелых стадиях ХБП различия в точности значений, 
полученных обеими формулами найдено не было [26].

Большинство более точных исследований, включа-
ющих измерение гиперфильтрации, выполняются с 
помощью однократной внутривенной инфузии экзо-
генных маркеров СКФ (инулин, иогексол, иоталамат) и 
маркеров, содержащих изотопную метку.

Цистатин С – точный маркер СКФ: в диапазоне от 
гипер- до гипофильтрации. Цистатин С – белок се-
мейства цистатинов (молекулярная масса – 13 kDа), 
ингибитор цистеиновых протеаз. Белок с постоянной 
скоростью синтезируется всеми ядросодержащими 
клетками, имеет 100%-ный клиренс, полностью филь-
труется в почках, полностью реабсорбируется и катабо-
лизируется в проксимальных канальцах, каналь-цами 
не секретируется. Уровень цистатина С в плазме крови 
практически не зависит от пола, мышечной массы, воз-
раста (идеальный маркер СКФ для педиатрической и 
гериатрической популяции). При тубулярных патоло-
гиях цистатин С в больших количествах выходит в мочу, 
в норме в моче практически не обнаруживается.

Таким образом, концентрация цистатина С в кро-
ви – маркер гломерулярной дисфункции, наиболее 
точный эндогенный индикатор СКФ на всем ее диапа-
зоне, уровень цистатина С в моче – маркер тубулярной 
дисфункции [27–29].

Рис. 1. 
Динамика СКФ у пациентов с СД2, измеренная с помощью клиренса иоталамата, цистатина С и

креатинина. Снижение СКФ в диапазоне от гиперфильтрации до нормофильтрации, определяемое по
иоталамату и цистатину С, прогнозирует развитие хПН третьей стадии, измерение СКФ по креатинину

такой прогностической способности не имеет [30].
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Весьма существенно, что цистатин С – также 
маркер преклинического заболевания почек, кото-
рый, независимо от других факторов обуславливает 
риск клинических заболеваний почек и развития 
сердечно-сосудистых осложнений [34]. В США из-
мерение цистатина C рекомендуют для рутинного 
скрининга ренальной дисфункции и связанных с 
ней ССЗ у всех лиц старше 55 лет [35].

В ходе многочисленных исследований [27–29, 
36–38] установлено, что концентрация в крови ци-
статина С является лучшим маркером СКФ, чем кон-
центрация в крови креатинина или клиренс креати-
нина, так как позволяет:

• диагностировать самые ранние изменения 
СКФ: гиперфильтрацию и ранние стадии гипофиль-
трации;

• быстро отслеживать снижение СКФ при раз-
витии ОПП (острое повреждение почек);

• точно оценивать функцию почек у педиатри-
ческих и гериатрических пациентов;

• прогнозировать сердечно-сосудистые и другие 
осложнения дисфункции почек.

ГИПЕРФИЛьТРАЦИЯ ПРИ
САхАРНОМ ДИАбЕТЕ

Среди пациентов с СД 1 доля лиц с гиперфиль-
трацией обычно находится в диапазоне от 40% 
до 60% [17, 71, 72]. В отдельных исследованиях эта 
до-ля составляла 13% [73], 67% [74], 75% [75]. Фак-
торами, связанными с повышенной вероятностью 
гиперфильтрации при СД1 являются: уровень аль-
буминурии, длительность заболевания, ранний 
возраст инициации болезни, пубертатный статус 
[76]. Определение при СД СКФ путем измерения 
концентрации цистатина С в крови, в отличие от 
определения креатинина, точно отражало динами-
ку СКФ при гиперфильтрации, нормофильтрации 
и гипофильтрации, приближая ее значения к из-
меренным с помощью экзогенных маркеров [77, 78]. 
Основной детерминант гиперфильтрации на ран-
них стадиях СД 1 – гипергликемия. На этих стадиях 
гиперфильтрация также связана с увеличением раз-
мера почек, может быть нормализована с помощью 
интенсивной терапии инсулином [80].

При использовании как креатинина, так и экзо-
генных маркеров, гиперфильтрация обнаружива-
лась примерно у 50% пациентов с впервые диагно-
стированным СД 2 [83–85]. В других исследованиях 
было обнаружено, что доля лиц с СД 2, имеющих 
гиперфильтрацию, может составлять 0% [86,87], 6% 
[88], 35% и 45% [83,89], 62% [90]. Основные факторы, 
которые привели к такой вариабельности результа-
тов исследований: возраст пациентов, степень гли-
кемического контроля, длительность заболевания, 
методы определения СКФ [91].

Наиболее точное определение СКФ при СД 2 – 
оценка цистатина С. Для дискриминации между СД 
2 с нормальной (>80 мл/мин/1,73 м2) и сниженной 
СКФ (<80 мл/мин/1,73 м2) диагностическая точность 

определения концентрации цистатина С составляла 
90%, креатинина – 77% [93].

ЯВЛЯЕТСЯ ЛИ АЛьбУМИНУРИЯ
ПРЕДИКТОРОМ НЕФРОПАТИИ?

Общепринято, что предиктором развития тя-
желых ДН считается микроальбуминурия (ско-
рость экскреции альбумина в мочу – СЭА – 20–200 
мкг/мин или 30–300 мг/сутки). Такой вывод был 
сделан на основе исследований, проведенных в 
начале восьмидесятых [94–96]. В недавних широ-
ко-масштабных исследованиях показано, что для 
большинства (52%) микроальбуминурических па-
циентов с СД 1 характерен динамический процесс, 
названный «неустойчивой микроальбуминурией» 
(intermittent microalbuminuria) [104], при котором 
спонтанная ремиссия происходит приблизительно 
в 50% случаев [100, 101]. Таким образом, микроаль-
буминурия не обязательно ведет к протеинурии 
и поздним стадиям ХБП. Более того, прогресси-
рование тяжелой нефропатии также может про-
исходить без протеинурии. Микроальбуминурия 
не всегда предсказывает развитие протеинурии, а 
снижение ренальной функции (согласно падению 
СКФ) не обязательно связано с развитием альбу-
минурии. Это означает, что для корректной и сво-
евременной диагностики ХБП показатели СКФ, 
микроальбумин и протеинурия должны регуляр-
но измеряться как комплекс независимых друг от 
друга диагностических маркеров [110].

Снижение СКФ и повышение альбуминурии – 
раздельные процессы, по крайней мере, на ранней 
стадии нефропатии. Еще в 1984 г в результате об-
следования пациентов с СД 1 предположено, что на 
ранних стадиях развития диабетической нефропа-
тии снижение СКФ и повышение СЭА – раздельные 
процессы, которые становятся более связанными на 
поздних стадиях ее прогрессирования [96]. В ходе 
последующего проспективного исследования обна-
ружено, что цистатин С и микроальбуминурия – не-
зависимые факторы риска ХБП третьей стадии, ко-
торые могут применяться для скрининга лиц, такой 
риск имеющих [111]. Недавнее исследование, осно-
ванное на определении СКФ с помощью цистатина 
С, показало: снижение ренальной функции при СД 
1 у трети пациентов происходит до развития альбу-
минурии [113].

Результаты измерения СКФ с использованием 
радиоактивно меченых экзогенных маркеров по-
казали, что у 25% пациентов с СД 2 и нормоальбу-
минурией имеется развитие ХБН [114]. Полагают, 
что ранее снижение СКФ часто происходит до нача-
ла микроальбуминурии, но ухудшение ренальной 
функции, предсказывающее ТСРЗ, зависит от про-
грессирования макроальбуминурии [115]. Отсут-
ствие согласованности между значениям СЭА и СКФ 
делает необходимым поиск новых маркеров, кото-
рые выявляли бы лиц с диабетом, имеющих риск 
снижения СКФ независимо от прогрессирующего 
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повышения СЭА. Поэтому «СЭА и СКФ должны из-
меряться вместе, как независимые друг от друга и 
взаимно не заменимые маркеры ДН» [116].

РАННЯЯ ТУбУЛЯРНАЯ ДИСФУНКЦИЯ 
УСКОРЯЕТ ПРОГРЕССИРОВАНИЕ
ДИАбЕТИчЕСКОЙ НЕФРОПАТИИ

Многократно показано, что в развитии ДН при-
нимают участие как гломерулярные, так и тубулоин-
терстициальные повреждения [117]. У пациентов с 
СД 2 и нормоальбуминурией уровни цистатина С в 
сыворотке крови и в моче при СКФ > 60 (мл/мин/1,73 
м2) были выше, чем при СКФ > 60, что, как полагают 
авторы, вызвано развитием тубулярных нарушений 
еще до манифестации гломерулярной патологии. 
Предположено, что при СД 2 «уровни цистатина 
С в сыворотке крови и в моче связаны с субклини-
ческим тубулярным повреждением и могут быть 
ранними маркерами гломерулярной и тубулярной 
патологии, предшествующей альбуминурии» [118]. 
В другом исследовании при наблюдении пациентов 
с СД 2 установлено, что уровни цистатина С в моче 
и концентрация белков мочи, не относящихся к аль-
бумину, могут быть предикторами прогрессирова-
ния ДН при СД 2 [119].

ГИПЕРФИЛьТРАЦИЯ И хбП
Впервые связь между уровнем исходной гипер-

фильтрации и последующим повышением СЭА и 
падением СКФ была обнаружена в 80-х гг [87, 96]. В 
недавнем проспективном исследовании установле-
но, что у пациентов с гипертензией I стадии величи-
на СКФ является сильным и независимым предикто-
ром альбуминурии. В проспективном исследовании 
когорты лиц, у которых СД 1 был диагностирован в 
детстве, показано, что гиперфильт-рация – сильный 
фактор риска развития умеренной ренальной дис-
функции, но не нефропатии [126].

В трех независимых исследованиях [76, 96, 127] 
показано, что исходный уровень гиперфильтра-
ции связан с повышенным риском последующего 
прогрессирования ХПН. Показательны результаты 
мета-анализа, включавшего наблюдение 780 паци-
ентов с СД 1 в 12 разных исследованиях. У 130 па-
циентов в течение 11,2 лет развилась нефропатия, 
при этом исходный уровень гиперфильтрации был 
связан с риском прогрессирования к микроальбу-
минурии. Различия значений СКФ между груп-
пами с исходной гипер- и нормольфильтрацией 
составляла 13,8 мл/мин/1,73 м2. Авторы полагают, 
что: а) гиперфильтрация – это обычная патология, 
связанная с СД1, в особенности, при плохом глике-
мическом контроле, и б) гиперфильтрация связана 
с серьезным повышением риска развития микро-
альбуминурии [129]. Однако при наблюдении в 
течение 15 лет 426 пациентов с СД 1 и исходной 
нормоальбуминурией гиперфильтрация, обнару-
женная у 24% индивидов, не была связана с риском 
развития микроальбуминурии [130].

Несовпадения результатов исследований, касаю-
щихся связи гиперфильтрации и альбуминурии при 
СД обоих типов могут быть обусловлены использова-
нием разных критериев микроальбуминурии. По со-
гласованным критериям, микроальбуминурия имеет 
место, если два из трех измерений показывают СЭА 
с мочой > 20 мкг/мин [131]. Однако недавние исследо-
вания показали, что такой критерий не гарантирует 
действительного выявления и мониторинга микро-
альбуминурии при СД 1 в течение длительного вре-
мени. При использовании стандартного критерия 
микроальбуминурии ее спонтанная регрессия про-
исходит у 35-64% пациентов [132].

Мета-анализ результатов 10 исследований пока-
зывает – исходная гиперфильтрация повышает риск 
развития микроальбуминурии и макроальбуми-
нурии в два раза [59, 75]. В недавнем исследовании 
выявлено, что гиперфильтрация – сильный и неза-
висимый фактор риска ускоренной утраты реналь-
ных функций и прогрессирования нефропатии при 
СД 2 [133]. Имеющиеся в настоящее время данные 
позволяет полагать, что при ис-ходной гиперфиль-
трации падение СКФ при развитии нефропатии 
происходит более резко, чем при исходной нормо-
фильтрации; после начала терапии инсулином ги-
перфильтрация быстро снижается. В целом, клубоч-
ковая гиперфильтрация повышает риск развития 
последующих ренальных нарушений, сильный пре-
диктор быстрого снижения СКФ.

ГИПЕРФИЛьТРАЦИЯ: НЕФРОМЕГАЛИЯ И
 УЛьТРАСТРУКТУРНЫЕ НАРУШЕНИЯ ПОчЕК

У молодых пациентов с СД 1 (средняя длитель-
ность заболевания 4,9 года) и с гиперфильтрацией, 
вес почек (с поправками на поверхность тела) повы-
шен на 22% [80], при этом показатель СКФ в расчете 
на грамм веса почек был одинаковым как у больных 
диабетом, так и в контрольной группе. При наблю-
дении взрослых пациентов с СД1 обнаружилось, 
что нефромегалия связана с микроальбуминурией 
[136]. В недавнем исследовании выявлено, что у лиц с 
длительным СД и СКФ < 60 мл/мин/1,73 м2 риск раз-
вития нефропатии значительно повышен по сравне-
нию с пациентами, имеющими нормальной размер 
почек [40]. Пациенты с гиперфильтрацией предрас-
положены к быстрому развитию альбуминурии и 
прогрессированию к ТСРЗ и имеют увеличенный 
объем почек и более быстрое падение СКФ после 
гиперфильтрации [75].

При обследовании преимущественно нормоаль-
буминурических пациентов с СД 1 (возраст от 13 до 
25 лет) наиболее значимая зависимость вы-явлена 
между гиперфильтрацией, толщиной базальной 
мембраны и значениями HbA1c, измеренными до 
биопсии [142]. Аналогичные результаты были полу-
чены и при наблюдении детей и взрослых с СД 1, 
имевших в первые два года СКФ 142 ±28 мл/мин/1,73 
м2 и ультраструктурные нарушения базальной мем-
браны [143]. При СД 1 гиперфильтрация и увели-
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ченный размер базальных клубочковых мембран 
предсказывали развитие микроальбуминурии (на-
блюдение 5 лет) [132]. Можно полагать, что при диа-
бете гипергликемия и гиперфильтрация связаны с 
ультрастуктурными повреждениями почек.

МЕхАНИЗМЫ ГИПЕРФИЛьТРАЦИИ
Механизмы развития гиперфильтрации мо-

гут включать гиперфильтрацию на уровне оди-
ночных нефронов, на уровне всей почки и на 
уровне оставшейся функционирующей части по-
чек после снижения активности ее поврежденной 
части [3, 144]. Исследования, проведенные в нача-
ле восьмидесятых на лабораторных животных, 
показали, что гемодинамические, а не метабо-
лические нарушения приводят к диабетической 
гломерунефропатии [145, 146]. Полагают, что на 
ранних стадиях диабетической нефропатии ги-
перфильтрация на уровне всей почки отражает 
генерализованное повышение фильтрации в оди-
ночных нефронах. На поздних стадиях деграда-
ция все большего количества нефронов ведет к 
гиперфильтрации части нефронов, оставшихся 
еще не поврежденными [147].

Высказано предположение, что концепция един-
ственного патогенетического фактора не достаточна 
для того, чтобы объяснить инициацию резкого па-
дения ренальной функции только гиперфильтраци-
ией. Скорее всего, оно вызывается множественными 
факторами, в связи с чем была сформулирована 
т.н, многоударная гипотеза (multi-HIT) гиперфиль-
трации. Такими факторами могут быть: пожилой 
возраст, ожирение, генетическая предрасположен-
ность, диабет, гипертензия, снижение количества 
нефронов, высокий уровень экскреции альбумина с 
мочой, и др. [149, 150].

ФАКТОРЫ, СНИЖАЮЩИЕ
ГИПЕРФИЛьТРАЦИЮ

Самый важный фактор, определяющий нали-
чие гиперфильтрации при СД 1 – неконтролиру-
емая гипергликемия. Раннее снижение гипергли-
кемии с помощью инсулина может нормализовать 
СКФ [80]. Более того, даже после 12 лет жизни с СД 
1, длительная интенсивная терапия может нормали-
зовать гиперфильтрацию [81]. Существенно, что при 
СД 1 интенсивный контроль гипергликемии снижа-
ет не только гиперфильтрацию, но и риск развития 
микроальбуминурии и макроальбуминурии, сни-
жает значения дельты СКФ [160, 161]. Проспективные 
исследования показали, что ранний и интенсивный 
контроль глюкозы значительно снижает риск паде-
ния СКФ ниже 60 мл/мин/1,73 м2 [162].

При СД 2 интенсивный гликемический контроль 
снижает риск микроальбуминурии, но не оказыва-
ет терапевтического действия на прогрессирование 
СКФ [163–165]. 

Росиглитазон (Rosiglitazone) (препарат, повыша-
ющий чувствительность к инсулину) у пациентов с 
ранним СД 2 снижает гиперфильтрацию, улучшает 
биодоступность NO [167].

Антигипертензивная терапия с помощью ин-
гибиторов РААС замедляет скорость падения СКФ, 
прекращение такой терапии возвращает СКФ к уров-
ню до начала лечения [169]. Наибольшее замедление 
падения СКФ при антигипертензивной терапии про-
исходит преимущественно на ранних стадиях разви-
тия нефропатии, при этом как у пациентов с СД, так 
и у пациентов без такового. Это весьма убедительно 
показал мета-анализ 12 клинических исследований, 
включавших 1102 пациента с почечной недостаточ-
ностью, имевших или не имевших СД, систоличе-
скую сердечную недостаточность (наблюдение 3 года) 
[171]. Полагают, что быстрое снижение падения СКФ 
на начальной стадии терапии вызывается действием 
ингибитора ангиотензин-превращающего фермента 
на гемодинамику, а замедление снижения СКФ на 
втором этапе – действием препарата, на этой стадии 
замедляющим прогрессирование нефропатии [170]. 
Прекращение антигипертензивной терапии может 
возвращать пациентов с СД 2 с уже достигнутой нор-
мальбуминурии к микроальбуминурии [174].

ДИАбЕТИчЕСКАЯ НЕФРОПАТИЯ В
ТРЕх ИЗМЕРЕНИЯх

Согласно текущим рекомендациям, низкая СКФ 
и наличие микроальбуминурии или протеинурии 
считают маркерами ренальной дисфункции. Хотя 
в настоящее время и полагают, что микроальбуми-
нурия играет фундаментальную роль в развитии 
диабетической нефропатии, высокая встречаемость 
случаев ремиссии микроальбуминурии и низкий 
риск ее прогрессирования указывают, что микро-
альбуминурия больше не может рассматри-ваться 
как независимый предиктивный маркер поздних 
стадий ХБП [186]. Именно гиперфильтрация – самая 
ранняя и потенциально обратимая стадия нефро-
патии, поэтому и выказывается точка зрения, что 
«выявление гиперфильтрации среди лиц с преди-
абетом и прегипертензией может быть решающим 
для назначения превентивных мероприятий» [186]. 
Таким образом, наиболее точным алгоритмом диа-
гностики ренальной дисфункции может быть регу-
лярное определения не двух, как ранее, маркеров – 
микро/макроальбумин и креатинин, а трех – микро/
макроальбумин, креатинин, цистатин С [195].*

Редакция благодарит РАМЛД за разрешение перепечатки статьи из журнала «ЛАБОРАТОРНАЯ МЕДИЦИНА №12/2013».
Список литературы находится в редакции РАМЛД.
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Казахский национальный медицинский университет
им. С. Д. Асфендиярова, г. Алматы, Казахстан

Витамин D вырабатывается в коже под воздей-
ствием  солнечных  УФ -лучей или  поступает с пи-
щей с некоторыми  пищевыми продуктами, такими 
как рыба,  молоко и др. Витамин D (D3 из кожи толь-
ко, и D2 или D3 из пищевых источников) поступает  в 
кровь и гидроксилируется  в печени  в 25-положении 
с помощью 25-гидроксилазы. При этом  формиру-
ется его основная  циркулирующая форма, 25 (OH) 
D, который имеет длительный  период  полураспа-
да ~ 3 недель. 25 (OH) D затем  выделяется из пече-
ни  в кровь, проходя через почки гидроксилируется 
в 1-положении  1α-гидроксилазой, образуя  уже гор-
мональную  форму витамина D  – 1,25 (OH) 2 D, или 
кальцитриол. Другие ткани и клетки, как, например, 
эпителиальные  и иммунные клетки легких, также 
обладают  1а-гидроксилазной активностью, благода-
ря чему создаются в соответствующих клетках  ло-
кальные высокие концентрации  кальцитриола.  Это 

После взаимодействия  с рецептором  (VDR) био-
логически активный 1,25(ОН) 2D может индуциро-
вать  конформационные изменения в VDR и  повы-
шать его родство с другим комплексом ретиноевая 
кислота + его рецептор (RXR). Гетеродимер VDR- 
RXR превращается в фактор транскрипции и  вза-
имодействует с ДНК в области VDRE(промоторный 
регион различных генов). Далее это ведет к функ-

обстоятельство очень важно для понимания  соот-
ветствующих эффектов витамина D  (когда говорят 
об эффектах витамина D, то имеется в виду действие 
гормона кальцитриола). Экстраренальные  эффекты  
1,25 (OH) 2D,  производимого эпителиальными  и ле-
гочными клетками,  включают увеличение производ-
ства противомикробных  пептидов, регулирование 
воспалительного ответа и ремоделирование дыха-
тельных путей.  Но оказалось, что совсем не так глад-
ко протекает все  в действительности. Для  возмож-
ности  синтеза кальцитриола  в разных типах клеток 
необходимы некоторые существенные условия:

1) Наличие  на поверхности  клеток  нормаль-
ного  белка- рецептора  мегалина, с помощью кото-
рого происходит  вход витамина D внутрь клеток 
(эндоцитоз);

2) Высокие концентрации (> 32нг/мл ) 25(ОН) D 
3 в крови.

Как показано на схеме, 1а-гидроксилирование 
25(OH)Д происходит в митохондриях. Для того что-
бы митохондриальная 1а- гидроксилаза стала актв-
ной, необходима высокая концентрация 25(OH)Д в 
крови. Многими заслуживающими доверия иссле-
дованиями показано, что у абсолютного большин-
ства современных жителей Земли уровень витамина 
Д в крови очень низкий, из-за чего, даже если 25(OH)
Д успешно преодолел мембрану клетки и оказался 
в цитоплазме клетки, не факт, что он также беспре-
пятственно превратился в максимально активную 
форму, т.е в 1,25 (OH)2 Д

циональным изменениям  во многих иммунных 
клетках, включая  Th1, Th17,Th2, Treg и  NKT клетки. 
Исходя  из сказанного, читателю, вероятно,  стало 
понятно, что обычный  научно-исследовательский  
прием  использования показателей практически 
здоровых людей  в качестве  нормы в данном случае 
не может считаться  верным. Следует  исследовать  
уровень 25(ОН) D в крови, и он должен быть выше 30 
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Как  известно,  существует 
два вида витамина D, – D 3 и D 2

По мнению многих специ-
алистов, для человека более 
эффективным и потому  целе-
сообразным является  исполь-
зование витамина D 3,  произ-
водного холестерола.

нг/мл(см. таблицу ниже )
Референсные значения 25(OH)D:30 – 100 нг/

мл – норма;
10-30 нг/мл – недостаток;
0-10 нг/мл – дефицит;
> 100 нг/мл – возможная токсичность (пациенты 

с гипопаратиреозом, получающие физиологические 
дозы витамина D, могут иметь значительно повы-

шенные концентрации 25(OH)D – порядка 1250 нг/
мл). Низкий уровень витамина D не позволяет вы-
зывать экспрессию  соответствующих генов.

Чтобы достичь  желаемого уровня  25(ОН) D в 
крови, необходимо  принимать соответствующие 
дозы,  высокие дозы витамина D, а не те крайне 
низкие дозы, которые  рекомендовались  до сих 
пор (см. таблицу).

РЕКОМЕНДУЕМЫЕ ДОЗЫ ВИТАМИНА D
ВОЗРАСТ (ГОД) ДОЗА

НИЖЕ 5 ЛЕТ 75 МЕ кг/день
5-10 ЛЕТ 2500 МЕ кг/день

ВЗРОСЛЫЕ 5000 МЕ кг/день
бЕРЕМЕННЫЕ ЖЕНЩИНЫ 5000 МЕ кг/день

было подсчитано, что на каждые 100 МЕ витамина D, которые поступают через рот,
увеличивается на 1 нг/мл уровень 25(OH)D в крови. Таким образом, теоретически для

остижения уровня 25(OH)Д в крови выше 30 нг/мл требуется прием 3000 МЕ витамина D

Отмеченные  условия имеют прямое отношение 
к вопросу о роли витамина D при туберкулезе.

На протяжении десятилетий, прежде чем анти-
биотики стали общедоступными, солнце исполь-
зовалось для лечения туберкулеза. Теперь, впервые 
ученые показали, как и почему гелиотерапия, дей-
ствительно, могло бы изменить ход такой патологии, 
как туберкулез. Особую роль  в борьбе с ТБС игра-
ют макрофаги. После попадания внутрь  макрофага  
25(ОН) D3  превращается в кальцитриол, запускаю-
щий синтез противомикробных пептидов, которые 
уничтожают  в аутофагосомах  туберкулезные па-
лочки. В прошлом туберкулез считался противопо-
казанием для витамина D, так как полагали, что  ак-
тивированные макрофаги производят повышенные 
количества 1-α-гидроксилазы, которая потенциаль-
но может производить токсичные уровни 1,25-D,при 
адекватной доступности субстрата 25 – гидроксиви-
тамин D, поэтому  высказывалось опасение по по-
воду риска гиперкальциемии у больных туберку-
лезомили другими болезнями гранулематозными 
(например, саркоидоз). Но со временем такого рода 
опасения были отброшены.    
     

Когда  макрофаг или моноцит стимулируются 
через толл-подобный  рецептор 2/1(TLR2/1) инфек-
ционным агентом, например, микобактерией тубер-
кулеза, или его липополисахаридом, сигнал стиму-
лирует экспрессию рецептора витамина D (VDR)  и 
25- гидроксивитамин  D-1a гидроксилазу. Уровень 
25(ОН) D в 30 нг/мл,  (75 нммоль/л) или выше, т.е. соз-
дает в нужной концентрации адекватный субстрат 
для 1-ОН  и 25(ОН) D превращается в его активную 
форму – 1,25(ОН)2D – гормональную  форму – каль-
цитриол. Кальцитриол проходит в ядро, где повы-
шает экспрессию кателицидина, пептида, способ-

ного повысить уровень врожденного иммунитета и 
индуцировать  деструкцию  инфекционного агента 
(М.туберк.).

Стимуляция TLR2–TLR1  приводит  к запуску 
экспрессии Cyp27B1 и рецептора витамина D ( каль-
цитриола) VDR. Cyp27B1 превращает неактивный 
витамин D (25D3) в его активную форму (1,25D3). 
Внутриклеточный пул 25D3 поддерживается с по-
мощью витамин D-связывающего белка (DBP). Как 
только  активируется, 1,25D3 может связываться с ак-
тивным рецептором витамина D – VDR, и индуци-
ровать транскрипцию  антимикробных факторов, 
включая  антимикробный пептид  кателицидин 
(cathelicidin = Cath.). Данный пептид может перено-
ситься   во внутриклеточные структуры, содержащие 
микобактерии. Пептид кателицидин, как было по-
казано, уничтожает Mycobacterium tuberculosis не-
посредственно. Отсюда, считается, что кателицидин 
играет важную роль в TLR2–TLR1-опосредованной 
антимикробной активности, но остается неизвест-
ным, является ли он единственным эффектором. 
Индукция механизма защиты хозяина с помощью 
TLR2–TLR1 зависит от количества  25D3, присутству-
ющего в сыворотке.

Полагают, что кальцитриол, продуцируемый  в 
моноцитах или макрофагах,  высвобождается мест-
но и активирует Т-лимфоциты, которые регулиру-
ют синтез цитокинов и активируют В-лимфоциты, 
которые уже запускают синтез иммуноглобулинов. 
Когда уровень 25(ОН) D в пределах 30 нг/мл, риск 
развития многих   форм опухоли и инфекционных 
заболеваний резко уменьшается. Установлено, что  
локальная продукция 1,25(ОН)2D в грудной желе-
зе, толстом кишечнике, простате и других тканях 
регулирует различные гены, которые контроли-
руют пролиферацию, включая р21 и р27, а также 
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гены, которые ингибируют  ангиогенез, индуциру-
ют   дифференциацию и апоптоз, т.е. под влияни-
ем стероидного гормона кальцитриола одни гены 
стимулируются, другие активируются, обусловли-
вая  множественные эффекты  данного солнечного 
витамина. 

• р21 (англ. cyclin-dependent kinase inhibitor 
1A) и р27— внутриклеточные белки-ингибиторы 
циклин-зависимой киназы, играют критическую 
роль в клеточном ответе на повреждение ДНК. 
Уровень этих белков повышен в клетках, находя-
щихся в стадии покоя, таких как дифференциро-
ванные клетки организма

По современным подсчетам, витамин D (каль-
цитриол) контролирует до 3 тысяч генов. Как толь-
ко кальцитриол осуществит нормальную клеточ-
ную дифференциацию, он индуцирует экспрессию  
фермента 25(ОН) D  D-24 гидроксилазу, которая 
усиливает катаболизм  1,25(ОН)2D  в биологически 
инертную кальцитроевую кислоту. Таким образом,  
локальная продукция кальцитриола не  задевает об-
щей циркуляции и не оказывает влияния на  мета-
болизм кальция в организме в целом.

Интернациональная группа исследователей, в 
состав которой входили немецкие и американские 
ученые, обнаружила, что даже незначительный де-
фицит витамина D резко снижает способность орга-
низма противостоять атаке бактерии Mycobacterium 
tuberculosis, которая вызывает туберкулез. Авторы 
сообщают, что ими обнаружена высокая потреб-
ность иммунных Т-клеток в витамине D для успеш-
ной реакции иммунного ответа при борьбе с по-
павшими в организм возбудителями туберкулеза. 
Т-клетки выделяют специальный белок интерфе-
рон-гамма, который улучшает передачу сигналов от 
клетки к клетке, способствует успешному распозна-
ванию «агрессора» и его уничтожению. 

Однако активация иммунных клеток, как уста-
новили исследователи, требует больших количеств 
витамина D. А в настоящее время во всем мире еще 
широко распространено мнение, что взрослый че-
ловек  должен  получать в день всего лишь 400-800 
МЕ витамина D,  что в 10 раз ниже постоянных по-
требностей организма в этом витамине. Условия 
цивилизации  современного человека не позволяют 
ему получать адекватное количество витамина D «от 
солнца».

Международная группа исследователей из-
учала образцы сыворотки крови, взятой у людей с 
высоким содержанием витамина D в организме и 
у участников эксперимента с низким уровнем это-
го витамина. Оказалось, что при низких уровнях 
витамина активация иммунного ответа не начина-
лась, но если прямо в сыворотку добавляли незна-
чительные количества витамина, иммунные клетки 
немедленно реагировали на присутствие бактерии 
Mycobacterium tuberculosis. «Нами было установле-
но, что повышение уровня витамина D, с помощью, 
например, приема витаминных препаратов, может 

увеличивать способность иммунитета противосто-
ять возбудителям туберкулеза», – указывает соавтор 
исследования профессор Марио Фабри (Mario Fabri) 
из Кельнского университета (University of Cologne, 
Germany). Медицина 2.0 (www.med2.ru) 

TLR1 (толл-подобный рецептор 1, CD281)  – 
мембранный белок, член группы толл-подобных 
рецепторов, обеспечивающих функционирование 
врожденного иммунитета. TLR1 распознает пато-
ген-связанные молекулярные структуры грамполо-
жительных бактерий: бактериальные пептидоглика-
ны  и липопептиды. Относится к подгруппе «TLR2» 
толл-подобных рецепторов (вместе с TLR2, TLR6 и 
TLR10), так как способен образовывать комплекс с 
TLR2, что значительно расширяет спектр распоз-
наваемых бактериальных продуктов и повышает 
эффективность иммунитета. Структура TLR1 состо-
ит из 768 аминокислот и присутствует во всех лей-
коцитах. В целом экспрессия этого толл-подобного 
рецептора – самая высокая из всех рецепторов этой 
группы. TLR1 способен образовывать TLR1-TLR1 го-
модимеры либо TLR1-TLR2 гетеродимеры, которые 
распознают различные бактериальные триацилиро-
ванные липопептиды и другие продукты микобак-
терий. Низкий уровень выработки этих рецепторов 
связан с пониженной отвечаемостью на туберкулез-
ные  микобактерии.

ВМЕСТО ЗАКЛЮчЕНИЯ
Когда моноцит/макрофаг стимулируется  че-

рез толл-подобный рецептор  2/1 (TLR2/1) ин-
фекционным агентом, (например, Mycobacterium 
tuberculosis -TB), или липополисахаридом (LPS), то 
сигнал запускает  экспрессию  рецептора  витамина  
D (VDR)  и  25-гидроксивитамин  D-1-гидроксилазы 
(1-OHase). Уровень  25(OH)D> 30 ng/ml служит адек-
ватным  субстратом  1-OHase  для превращения его 
в 1,25(OH)2D. 1,25(OH)2D проходит в ядро, где он 
повышает экспрессию кателицидина (cathelicidin- 
CD), который является пептидом, способным  ак-
тивировать внутреннюю защитную систему и 
индуцировать  деструкцию инфекционного аген-
та, в том числе и TB. Возможно также, с что про-
дуцированные с помощью 1,25(OH)2D моноциты/
макрофаги высвобождаются, чтобы действовать 
локально для активации Т-лимфоцитов (AT) и (AB) 
–лимфоцитов, которые регулируют соответствен-
но синтез цитокинов и иммуноглобулинов. Когда 
уровень  25(OH)D больше 30 нг/мл, снижается риск  
развития многих видов опухолей. Установлено, что 
локальная продукция 1,25(OH)2D в груди, толстом 
кишечнике, простате и других клетках  регулирует 
различные гены, которые контролируют  пролифе-
рацию, включая p21 and p27, а также гены, которые 
ингибируют ангиогенез и индуцируют апоптоз. Та-
ким образом, 1,25(OH)2D руководит нормальными 
процессами  клеточной  пролиферации и диффе-
ренциации. Витамин D может индуцировать  D-24-
гидроксилазу (24-OHазу). Тогда 24-OH-аза усили-
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Нет необходимости  объ-
яснять, что любая патология, и 
туберкулез, конечно, имеет це-
лый ряд  этиопатогенетических 
особенностей. Но, в любом слу-
чае, многократно показано и 
доказано, что лечение туберку-
леза становится более эффек-
тивным при использовании вы-
соких доз витамина D.
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вает метаболизм 1,25(OH)2D в кальцитриоевую 
кислоту, которая является биологически инертной. 
Таким образом, локальная продукция  1,25(OH)2D  
падает и он не попадает в общий круг кровообра-
щения и не влияет на метаболизм кальция. В тка-
ни околощитовидных желез  также имеется ак-
тивность 1-OHазы, и локальная продукция  при 
этом 1,25(OH)2D ингибирует экспрессию и синтез 

ПТГ(PTH). Образовавшаяся в почках 1,25(OH)2D  
попадает в циркуляцию  и способна  регулировать  
продукцию ренина и также стимулировать секре-
цию инсулина в b-клетках островков Лангерган-
са поджелудочной железы (Holickcopyright 2007. 
Reproduced with permission):

Сказанное и вообще  современные представления 
о роли витамина D показаны на следующей схеме
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АКТУАЛьНОСТь РАННЕЙ И ТОчНОЙ
ДИАГНОСТИКИ СЕПСИСА

Каждый год в мире регистрируется 18 миллионов 
случаев сепсиса, 30% из них закачиваются леталь-
ным исходом. Надежды, что с развитием санитарно-
гигиенических мер динамика сепсиса пойдет вниз, 
оказались тщетными. Только в США с 1979 по 2000 
гг. среди 750 млн. случаев госпитализации зареги-
стрировано 10 319 418 случаев сепсиса. Ежегодный 
прирост частоты сепсиса – 8,7%, от 164 000 в 1979 г. 
(82,7 на 100 000 человек) до 660 000 в 2000 г. (240,4 на 
100 000человек). 50% летальных исходов в американ-
ских отделениях интенсивной терапии происходят 
именно из-за сепсиса. Одна из основных причин 
этой удручающей картины – трудности своевремен-
ной и точной постановки диагноза сепсиса.

ЛАбОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА
СЕПСИСА: УСПЕхИ И ПРОбЛЕМЫ

ССВО (синдром системного воспалительного ответа) 
диагностируется при наличии 2-х или более признаков 
из 5-и: 1) лейкоцитоз >12000 или <4000 в 1 мкл; либо отно-
сительное количество их незрелых форм > 10%; 2) частота 
сердечных сокращений > 90 в мин; 3) частота дыхания > 20 
в мин; 4) температура тела >38° или <36°C, 5) отсутствие си-
стемной инфекции.

Возможные причины ССВО: 1) тяжелые травмы; 2) хи-
рургическое вмешательство и его осложнения; 3) ожоги; 
4) острый панкреатит; 5) иммунодефицит; 6) недостаточ-
ность адреналина; 7) легочная эмболия; 8) осложненная 
аневризма аорты; 9) геморрагия; 10) тампонада сердца;
11) анафилаксия; 12) передозировка лекарственных препа-
ратов. Осложнениями ССВО могут быть: 1) синдром мно-
жественной дисфункции органов (СМДО), другое название 
– полиорганная недостаточность; 2) гипотензия, связанная с 
дилятацией сосудов; 3) гиповолемический шок.

Сепсис – инфекция (подтвержденная, например, 
результатами микробиологических посевов) в сочета-
нии с ССВО.

Тяжелый сепсис – сепсис в сочетании с множественной 
органной дисфункцией, гипоперфузией либо гипотензи-
ей (гипоперфузия сопровождается, но не ограничивается 
лактацидозом, олигурией или нарушениеми сознания).

Септический шок – вызванная сепсисом гипотензия 
(имеющая место, несмотря на адекватное восполнение 
жидкости) и признаки гипоперфузии органов и тканей.

Гемокультуру часто считают «золотым стандартом» в 
диагностике сепсиса. Однако ее результат поступает, как 
правило, через 3-7 дней. Более того, из-за применения ан-
тибиотиков, предшествовавшего взятию крови, гемокуль-
тура часто дает ложноотрицательный результат.

Прокальцитонин (ПКТ) – маркер сепсиса с загадоч-
ным физиологическим механизмом. ПКТ был открыт в 
1984 г. как предшественник (прогормон) кальцитонина. 
Кальцитонин – пептидный гормон, синтезируемый, в 
основном, парафолликуллярными С-клетками щито-
видной железы, а также в небольшом количестве и в 

ПРЕСЕПСИН – НОВЫЙ ВЫСОКОЭФФЕКТИВНЫЙ 
бИОМАРКЕР СЕПСИСА

других органах, наиболее 
заметно – в легких. Основ-
ная функция кальцитони-
на – уменьшение концен-
трации кальция в плазме 
за счет ускорения минера-
лизации костной ткани. 
Повышение внеклеточного 
кальция стимулирует се-
крецию кальцитонина.

В норме ПКТ – это 
промежуточный продукт 
образования кальцито-
нина (препрокальцито-
нин – > прокальцитонин 
– > кальцитонин). Кроме 
этой, другой биологиче-
ской функции он не имеет, и в норме в крови практи-
чески не обнаруживается.

ПКТ при воспалительных процессах – маркер сепси-
са. Если суммировать результаты многочисленных иссле-
дований, то текущая картина такова: при воспалительном 
процессе, вызванном бактериальными и грибковыми ин-
фекциями, а также простейшими, уровень ПКТ в крови 
возрастает в течение 6-12 часов. При этом концентрация 
кальцитонина не повышается, то есть, в данном случае 
ПКТ прогормоном кальцитонина не является. Существен-
но, что при инфекции:

а) ПКТ вырабатывается вне щитовидной железы, в 
различных органах (в печени, почках, в адипоцитах и в 
мышцах) и разными типами клеток, в частности, парен-
химальными;

б) циркулирующий в крови ПКТ, в отличие от внутри-
клеточного, укорочен на 2 аминокислотных остатка с обо-
их концов молекулы, что соответствует участку от 2-го до 
116-го аминокислотных остатков для «тиреоидного» ПКТ;

в) синтез ПКТ индуцируется эндотоксинами;
г) выбросу ПКТ предшествует повышение уровней 

провоспалительных цитокинов, в особенности ИЛ-6 и 
ФНО-альфа;

д) повышение уровня ПКТ наступает через короткое 
время после пикового уровня цитокинов.

Неожиданно оказалось, что повышение уровней 
ПКТ, происходящее, параллельно с активацией острой 
фазы воспаления, связано с утяжелением процесса. Инъ-
екция здоровым хомякам препарата человеческого ПКТ 
не приводила к заметным негативным последствиям, 
но у животных с сепсисом ПКТ повышал смертность в 
2 раза. Введение анти-ПКТ-антисыворотки значительно 
повышала выживаемость инфицированных животных. 
Предполагается, что иммунонейтрализация ПКТ с по-
мощью специфических иммуноглобулинов может быть 
средством терапии сепсиса. Таким образом, повышение 
сывороточных уровней ПКТ является эффективным по-
казателем сепсиса, но физиологическая роль ПКТ в этом 
процессе остается загадочной («маркер есть, а понимания, 
как он работает – нет»). Нет и понимания того, чем вызва-
ны как ложноположительные, так и ложноотрицательные 
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результаты определения ПКТ как маркера сепсиса.
«Ложноположительный» ПКТ. Неспецифическое по 

отношению к инфекции повышение уровня ПКТ наблю-
дается при массовой гибели клеток. Действительно, после 
тяжелой травмы и хирургического вмешательства уровень 
ПКТ быстро повышается, а затем, при отсутствии инфек-
ции, снижается и приходит к норме через 3-5 дней, в тече-
ние которых уверенно подтвердить или исключить сепсис 
на основе анализа только ПКТ весьма проблематично.

«Ложноотрицательный  ПКТ». На ранних стадиях раз-
вития системной инфекции, пока она имеет еще локаль-
ный характер, уровни ПКТ низкие, или повышены незна-
чительно и находятся в «серой зоне». При развитии сепсиса 
повышение ПКТ происходит со значительной задержкой 
и не отражает динамику сепсиса в реальном времени.

Пресепсин – маркер сепсиса: высокочувствительный, 
высокоспецифичный и быстро отражающий его динамику.

Пресепсин (ПСП) – это белок, концентрация которого 
в крови быстро возрастает при развитии сепсиса. Кратко 
рассмотрим механизм образования ПСП и его значение.

CD14 – мембранный белок макрофагов. CD14 являет-
ся рецептором, который «распознает» сигнал о наличии 
инфицирующих бактерий, включает систему неспец-
ифического иммунитета и связанный с нею воспали-
тельный процесс. MCD14 – мембранный гликопротеин 
(m – membrane) с молекулярной массой 55 Кда, имеет на 
С-конце «якорный» гликозилфосфатидилинозитол. В нор-
ме mCD14 экспрессируется на поверхности моноцитов/ма-
крофагов, нейтрофилов, хондроцитов, В-клеток, дендрит-
ных клеток и других зрелых миелоидных клеток.

MCD14 и бактериальные эндотоксины. MCD14-
рецептор связывается с различными бактериальными ли-
гандами, в числе которых: а) компоненты грамотрицатель-
ных бактерий, основной из них – липополисахарид (ЛПС, 
эндотоксин, один из основных компонентов клеточной 
стенки); б) компоненты грамположительных бактерий; в) 
компоненты грибков. MCD14 может самостоятельно свя-
зываться с ЛПС и включать сигнал активации макрофагов, 
но наличие специального липополисахарид-связывающего 
белка (ЛСБ, LBP – lipopolysaccharide binding protein) повы-
шает эффективность такого связывания в 100-1000 раз. In 
vivo при низком уровне ЛПС (малом количестве бактерий, 
которое может быстро возрасти) ЛСБ заблаговременно 
«усиливает» сигнал для активации воспалительного ответа.

ЛСБ (молекулярная масса 50 кДа) считается белком 
острой фазы воспаления, синтезируется преимуществен-
но в печени и выходит в кровоток в гликозилированном 
состоянии. При инфекции синтез ЛСБ повышается. ЛСБ 
является основным белком плазмы, ответственным за свя-
зывание эндотоксинов с mCD14 моноцитов/макрофагов.

ЛСБ: сродство к большому спектру инфицирующих 
агентов. Кроме эндотоксина грамотрицательных бакте-
рий, ЛСБ специфически связывается с компонентами 
клеточной стенки: а) грамположительных бактерий – ли-
потехойевые кислоты, пептидогликаны; б) микобакте-
рий – липопротеины, липоманнаны; в) микоплазм-липо-
пептиды; г) спирохет – гликолипиды и липопротеины;

д) грибков. Таким образом, спектр микроорганизмов, ак-
тивирующих воспалительный ответ, а при его недостаточ-
ности – вызывающих сепсис, – весьма широк. Рецептор 
mCD14, связавшийся с комплексом ЛСБ-ЛПС, активиру-
ется и передает сигнал корецетору TLR4, находящемуся 
рядом на мембране и относящемуся к т.н. толл-подобным 
рецепторам (Toll-likereceptor), которые активируют не-
специфический иммунитет. MCD14 находится на поверх-
ности мембраны, TLR4 же – трансмембранный белок, 
пронизывающий клеточную стенку. Именно TLR4, акти-
вированный комплексом mCD14-ЛСБ-ЛПС, передает сиг-
нал о бактериальной инфекции внутрь макрофага.

Через 30 мин после внесения ЛПС в цельную кровь на-
чинается повышаться синтез mCD14, что вызывается непо-
средственным связыванием ЛПС с mCD14, индуцируется 
весьма малыми концентрациями ЛПС (10 пг/мл) пропор-
ционально его дозе и достигает пика (уровня, превышаю-
щего исходный в 2 раза) между первым и третьим часом 
индукции. В аналогичном исследовании было показано, 
что ЛПС повышает синтез mCD14 в 2,5 раза.

SСD14. После выполнения сигнальной функции 
mCD14 утрачивает свой «якорь» (гликозилфосфатиди-
линозитол), отсоединяется от мембраны, становится сво-
бодным (растворимым, s – soluble) и выходит в циркуля-
цию. SCD14 – это маркер ответа моноцитов на действие 
ЛПС. В целом, повышение уровня sCD14 в крови связано 
с тяжестью воспаления и развитием септического шока. У 
циркулирующего sCD14 и мембранного mCD14 функции 
отличаются: sCD14 в отсутствие эндотоксина способен 
индуцировать в моноцитах синтез важнейшего провоспа-
лительного цитокина – ФНО-альфа. Весьма существенно, 
что sCD14 является сигналом индукции воспаления для 
клеток, не имеющих mCD14, и поэтому не реагирующих 
на эндотоксины. Это т.н. «CD14-отрицательные клетки» – 
эндотелиальные, эпителиальные, гладкомышечные и не-
которые другие; в них воспалительный процесс «включа-
ется» циркулирующим комплексом sCD14-ЛПС-ЛСБ.

Почему sCD14 не может быть маркером сепсиса? Дело 
в том, что sCD14 повышается и при несептических состоя-
ниях – СПИД, синдроме острого респираторного дистрес-
са, системной красной волчанке и многих других видах 
патологии. Пресепсин (sCD14-ST) – укороченный sCD14.

В 2005 г. в крови септических пациентов была обнару-
жена ранее неизвестная форма sCD14. Было показано, что 
при бактериальной инфекции в составе комплекса sCD14–
ЛПС–ЛСБ, под действием циркулирующей протеазы, от 
sCD14 отщепляется пептидный фрагмент. В результате 
образуется укороченная форма sCD14 из 64 аминокислот-
ных остатков, первоначально названная субтипом sCD14 
(subtype sCD14-ST) и затем переименованная в пресепсин.

Пресепсин (ПСП) – это белок с молекулярной массой 
13 кДа, содержащий N-терминальный фрагмент CD14 и 
не содержащий С-терминальный участок, ответственный 
за связывание с ЛПС. Неожиданно было обнаружено, что 
у кроликов с индуцированным сепсисом и у септических 
пациентов уровни ПСП резко повышены, что указывало 
на перспективность ПСП как маркера сепсиса.
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ПРИМЕНЕНИЕ УЛьТРАЗВУКОВОЙ
ДЕНСИТОМЕТРИИ ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ
ОСТЕОПОРОЗА

Р. А. Шакиева, А. К. Мыркасымова 

Казахская Академия питания, Казахский Национальный
медицинский университет им. С.Д. Асфендиярова, г. Алматы, Казахстан

Согласно определению ВОЗ, остеопороз – это 
нарастающее системное заболевание костной систе-
мы, в основе которого лежат низкая костная масса 
и повреждение микроархитектуры костной ткани, в 
результате которых увеличивается предрасположен-
ность к переломам [1]. Остеопоротические переломы 
увеличиваются с возрастом, что обусловливает боль-
шое количество случаев инвалидности и смертности. 
Поэтому остеопороз (ОП) во всем мире является важ-
ной проблемой здравоохранения, которая имеет зна-
чительные социально-экономические последствия. 

Для оценки минеральной плотности костной 
ткани (МПК) в настоящее время применяются сле-
дующие методы [2,3]: 

• двухэнергетическая рентгеновская абсорбцио-
метрия (ДРА); 

• ультразвуковая денситометрия (УЗ-денситометрия); 
• количественная компьютерная томография (ККТ). 
В клинической практике чаще применяются 

ДРА и УЗ-денситометрия. «Золотым стандартом» в 
диагностике остеопороза признана двухэнергетиче-
ская рентгеновская абсорбциометрия, которая ха-
рактеризуется точностью и быстротой измерения, 
возможностью исследования различных отделов 
скелета, низкой лучевой нагрузкой.

В 1994 году экспертами ВОЗ были сформулиро-
ваны диагностические критерии ОП, основанные на 
рентгенденситометрических измерениях МПК костей 
различной локализации. ОП определяется при сни-
жении МПК более минус 2,5 среднеквадратичного 
отклонения (SD) МПК пациента от среднестатистиче-
ского показателя МПК для взрослых лиц того же пола 
в возрасте 30 лет по достижении пика костной массы 
(Т-score). Т-критерии определяют как нормальную ми-
неральную плотность костной ткани при показателях 
не более одного стандартного отклонения (SD) от сред-
него уровня пика костной массы у молодых женщин 
(Т-критерий от 0 до -1); низкая минеральная плотность 
костной ткани или остеопения (ОПН) констатируются 
при показателях от -1,0 до -2,5 SD среднего пика кост-
ной массы у молодых женщин; остеопороз диагно-
стируется при показателях ниже -2,5 SD от среднего 
уровня пика костной массы у молодых женщин [1]. 
В большинстве рекомендаций по менеджменту ОП, 
пороговые значения для разграничения больных ОП 
и здоровых с помощью ультразвуковой остеометрии 
установлены такие же, как и для ДРА [4].

В 2007 году Международное общество клини-
ческой денситометрии (ISCD) в «Официальных по-
ложениях об адекватном применении методики ко-
личественных ультразвуковых исследований (КУЗ) в 
клинической практике» приняло ряд рекомендации 
в Азиатско-тихоокеанском регионе, в дальнейшем 
подтвержденные в инициативе ISCD - IOF FRAX 2010 
года [5]. Основные положения этих документов, глав-
ным образом, были ориентированы на аппараты УЗ-
денситометрии для пяточной кости. Наибольшее 
количество метаболически активной трабекулярной 
ткани приходится на пяточную кость. Поражение тра-
бекулярной и кортикальной частей костей при разных 
типах ОП чрезвычайно разнится. Постменопаузаль-
ный, гипогонадальный ОП характеризуется преиму-
щественным поражением трабекулярной метаболи-
чески активной части костной ткани. Сенильный тип 
ОП, а также гипертиреоидный, гиперпаратиреоид-
ный, диабетические типы ОП характеризуются преи-
мущественным поражением кортикального вещества. 
Медицинская оценка причин низкой МПК не может 
быть уместна только по данным УЗ-денситометрии, 
в клинике необходима оценка минеральной плотно-
сти костной ткани по ДРА костной другим методам. 
УЗ-денситометрия используется в основном для пред-
варительной скрининг-диагностики снижения проч-
ностных свойств костной ткани [6].

В ультразвуковой денситометрии наиболее часто 
исследуют пяточную и большеберцовую кости, а также 
фаланги пальцев, реже пястные и плюсневые кости, а 
также кости предплечья. При этом измеряется [5]:

1. BUA (Broadband Ultrasound Attenuation – ши-
рокополосная ультразвуковая подстройка) в дБ/МГц 
– параметр, который отражает плотность и структу-
ру кости на основании анализа, проходящего через 
кость, ультразвукового импульса;

2. SOS (Speed of Sound – скорость звука), в м/с – 
скорость проходящих через кость ультразвуковых 
волн отражает плотность минералов; 

3. BQI (Bone Quality Index, альфа, умноженное на 
SOS плюс бета, умноженное на BUA) – это взвешен-
ная сумма SOS и BUA, индекс качества кости, – отра-
жает степень нарушения структуры костной ткани, 
снижения минеральной плотности, в целом состоя-
ние прочности костной ткани. 

УЗ-денситометрия не дает показаний по осевому 
скелету, а выявляет лишь тенденцию к изменениям 
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плотности в одной его точке, в нашем случае – пя-
точной кости. Термины ОП и ОПН, применяемые 
при интерпретации данных УЗ-денситометрии пя-
точной кости в данной работе, не являются клини-
ческими диагнозами, они лишь отражают степень 
снижения структурной прочности (хрупкость) и 
степень снижения  минеральной плотности (МПК), 
за которым могут стоять многие и многие патоло-
гии костной ткани. Сущностью УЗ-денситометрии и 
основной ее целью является не постановка диагноза, 
а эпидемиологический подход к проблеме ОП для 
определения риска переломов у обследованной по-
пуляции населения.

Свойства кости определяются внеклеточным ве-
ществом, взаимодействием органического матрикса 
(20-23%,) и твердой фазой неорганических минера-
лов (70%). При резорбции кости ионы кальция и фос-
фора из твердой фазы переходят во внеклеточную 
жидкость, а потом уже рассасывается органический 
матрикс. Нарушение прочности костной ткани на-
чинается с изменения минеральной составляющей, 
поэтому термин «снижение МПК» состоятелен при 
УЗ-денситометрии. Можно использовать термин 
«нарушение прочностных свойств костной ткани», 
но он уже включает в себя понятие «снижение мине-
ральной плотности». Таким образом, используемый 
нами термин «нарушение (снижение) минеральной 
плотности костной ткани» (НМПК) может быть ис-
пользован при УЗ-денситометрии [7,8]. 

Ультразвуковая костная денситометрия, благода-
ря особенностям ультразвука, позволяет оценивать 
эластичность и жесткость кости. При этом между 
определяемым этим методом индексом жесткости 
и минеральной плотности костной ткани существу-
ет тесная зависимость. Достоинства метода состоят 
в возможности осуществления скрининговых про-
грамм (низкая стоимость и портативность), высокой 
скорости исследования, отсутствии лучевых нагру-
зок, большой точности и хорошей воспроизводимо-
сти. В заключение отметим, что измерения SOS от-
ражают несколько разные качества кости, таких как, 
плотность, упругость, толщина кортикального слоя 
и, в меньшей степени, микроархитектура кости, та-
ким образом, способствуя получению более полной 
картины ломкости кости, чем при оценке только ми-
неральной плотности кости методом ДРА.

ЦЕЛь
Целью настоящего исследования являлось 

определение диагностической эффективности УЗ-
денситометрии (пяточная кость) по сравнению с 
ДРА (поясничный отдел позвоночника и прокси-
мальный отдел бедра).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Исследование проводилось в рамках НТП Ми-

нистерства здравоохранения Республики Казахстан 
«Разработка комплексной программы профилакти-
ки остеопороза в Республике Казахстан в 2011-2013 

гг.» Казахской академией питания и Казахским 
национальным медицинским университетом им. 
С.Д. Асфендиярова. Определение минеральной 
плотности костной ткани (МПК) осуществлялось 
нами методами рентгеновской абсорбциометрии 
для диагностики остеопороза (у 112 пациентов) и 
УЗ-денситометрии для определения прочностных 
свойств костной ткани (в условиях различных кли-
ник города Алматы у 612 пациентов). В основу на-
стоящей работы легло одномоментное обследова-
ние 112 женщин и мужчин в возрасте от 44 до 89 лет, 
проживающих в городе Алматы. Средний возраст 
составил 63,9±5,4 лет. Все обследованные мужчины и 
женщины были разделены на группы в зависимости 
от возраста, с интервалом в 10 лет.

При клинических исследованиях для постанов-
ки диагноза был использован метод двухэнергетиче-
ской рентгеновской абсорбциометрии (Dual-Energy 
X-ray Absorptiometry, сокращенно DXA или DEXA, 
ДРА). Обследование DEXA XR46 (NORLAND, США) 
и интерпретацию результатов проводил специали-
зированный врач-радиолог на базе медицинского 
диагностического центра ТОО MGM-STAN. Аппарат 
включает программы сканирования и анализа по-
звоночника во фронтальной проекции, в боковой/ла-
теральной проекции, а также проксимальной части 
бедренной кости. Программа сравнивает данные с 
популяционными нормами (NHANES III), по Т и Z 
критериям  ВОЗ (от 5 лет). ДРА просвечивает кости 
рентгеновскими лучами с низкой дозой радиации 
посредством двух энергетических потоков, чтобы 
измерить минеральную плотность костной ткани. 
Доза радиации низкая – меньше одной десятой дозы 
стандартной рентгенографии грудной клетки. Денси-
тометрия занимает от 10 до 30 минут, в зависимости 
от используемой аппаратуры и исследуемых частей 
тела. Оценивались следующие параметры: мине-
ральная плотность костной ткани (г/см2), костная 
масса (г) поясничных позвонков (L1–L4) и тазобедрен-
ного сустава, где происходит большинство связанных 
с остеопорозом переломов. В проксимальном отделе 
бедренной кости определялась суммарная МПКТ 
(МПКТ Total) и МПКТ шейки бедренной кости (N).

В ДРА участвовали 112 испытуемых, у которых 
предварительно МПК измерялось УЗ денситоме-
тром SONOST 3000 (Южная Корея) по пяточной 
кости. Наличие или отсутствие снижения МПКТ 
определялось по Т-критерию в соответствии с ре-
комендациями рабочей группы ВОЗ: значения в 
пределах от -1,0 до -2,5 стандартной девиации (SD) 
расценивается как низкая минеральная плотность, в 
пределах -2,5 SD и ниже – остеопороз [1]. 

Процедура обследования пациента занимает 
около 5 минут. Единственным расходным матери-
алом для работы является УЗИ-гель. Условия экс-
плуатации: рабочая температура 10-40°С, относи-
тельная влажность 30-75%, атмосферное давление 
700-1060 гПа. Устанавливают систему в чистой зоне с 
хорошей вентиляцией.
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Таблица 1. Результаты корреляционного анализа МПКТ по данным ДРА и УЗ-денситометрии

Таблица 2. частота ОП по данным ДРА и УЗ-денситометрии

Чувствительность УЗ-денситометрии в выяв-
лении НМПК составляет 0,98, а специфичность 
– 0. Результаты УЗ-денситометрии в большей 
степени отражают состояние шейки бедренной 
кости, чем позвоночника и общего проксималь-
ного отдела бедра. Однако низкая специфич-
ность теста ограничивает возможности  УЗ-
денситометрии в диагностике ОП. В то же время 
отрицательные результаты УЗ-денситометрии 
позволяют с уверенностью высказать суждение 
об отсутствии заболевания.

Пациент должен быть в сидячем положении. 
Сначала надо очистить поверхности панели спир-
том. Затем протереть обе стороны пятки пациента 
салфеткой смоченной спиртом и нанести обиль-
ное количество геля с обеих сторон (между при-
бором и кожей пятки не должно быть воздуха). 
Правильное положение ног и тела пациента имеет 
большое значение. Пятки должны тесно прилегать 
к измерительной части прибора. Измерительный 
прибор и тело должны быть на одной линии. Ста-
вят ноги пациента. Пациент не должен шевелить 
ногой. После этого вводят данные пациента (ФИО, 
дату рождения, пол, национальность, рост, вес, 
какая сторона ноги) и начинают измерять. Время 
сканирования составляет 15 секунд. Результат ис-
следования выводится на экране в виде цветной 
диаграммы, не требующей сложной интерпрета-
ции и распечатывается на термальной бумаге со 
всеми цифровыми данными.

Руководство по УЗ-денситометрии SONOST 3000 
(Южная Корея) содержит справочные и эталонные 
данные, где указано BQI более -1,0 – интерпретируется 
как норма, от -1,0 до -2,5 – как остеопения, -2,5 и ниже 
– как остеопороз. Т-критерий представляет собой BQI 
респондента выше или ниже усредненного значения 
для молодого человека 30 лет (пик костной массы).

В референсных кривых, используемых в денсито-
метрах SONOST 3000  (Южная Корея), отклонение 
-2SD (Т-критерий) соответствует примерно 80% пи-
ковой костной массы. Референсная база денситоме-
тра включает показатели для лиц азиатской наци-
ональности, что позволило использование его для 
исследуемой популяции.

РЕЗУЛьТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Нами было выявлено: 
– между показателями КУС и ДЭРА поясничной 

области отсутствует статистическая зависимость;
– между КУС и ДРА проксимального отдела бе-

дра и шейки бедренной кости существует статисти-
чески достоверная связь; коэффициент корреляции 
между параметрами КУС и ДРА проксимального 
отдела бедра (total) составляет 0,21 (p=0,029); меж-
ду КУС и ДРА шейки бедра коэффициент – r=0,26, 
p=0,07 (таблица 1).

В результате проведенного исследования 112 
человек было выявлено, что частота НПМК шей-
ки бедренной кости по данным ДРА в 2 раза ниже, 
чем при УЗ-денситометрии (таблица 2). Количество 
ложноположительных результатов КУС в сравнении 
с ДРА составило 16,2%, ложноотрицательных резуль-
татов УЗ-остеометрии в сравнении с ДРА – 100%.

Т-критерий
L1-L4 Total N

r p r p r p
УЗ-денситометрия 0,18 0,06 0,21 0,029 0,26 0,007

Состояние
костной ткани

По данным
УЗ-денситометрии, %

По данным ДРА
Проксимальный отдел

бедренной кости (total), % Шейка бедра (N), %

Норма 0,9 44,6 17,0
Остеопения 33,9 45,5 46,4
Остеопороз 65,2 8,9 34,8

Таким образом, учитывая отсутствие плотной 
корреляции между результатами этих методов, а 
также результаты проведенного анализа диагно-
стических параметров, УЗ-денситометрия может 
применяться в скрининг-диагностике ОП для выяв-
ления лиц с высоким риском возникновения пере-
ломов, с последующим исследованием на ДРА. Нор-
мальные значения Т-критерия по УЗ-денситометрии 
и отсутствие остеопоротического перелома позволя-
ют отказаться от дальнейшего сравнительно дорого-
стоящего обследования и проведения лечения.
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ЛАбОРАТОРНАЯ ОЦЕНКА ЭФФЕКТИВНОСТИ
ПРИМЕНЕНИЯ МЕМбРАНОСТАбИЛИЗИРУЮ-
ЩЕЙ ТЕРАПИИ ПРИ хРОНИчЕСКОМ
ГАСТРОДУОДЕНИТЕ

А. Т. Мусаев, К. М. Турланов, А. К. Ешманова

Казахский Национальный медицинский
университет  им. С. Д. Асфендиярова, г. Алматы, Казахстан

АКТУАЛьНОСТь ПРОбЛЕМЫ
Хронические болезни пищеварительной системы 

остаются одной из серьезных проблем здравоохране-
ния. Одной из важнейших проблем, связанных с хро-
ническим гастродуоденитом (ХГД), являются аспекты 
терапии и профилактики рецидивов заболевания. Это 
обусловлено тем, что многие другие положения, свя-
занные с хроническим гастродуоденитом (этиология, 
клиника) к настоящему времени получили более зна-
чительный опережающий прогресс, нежели разработ-
ки принципов терапии. Все это обусловливает поиск и 
разработку дополнительных принципов терапевтиче-
ской коррекции проявлений хронического гастродуо-
денита [1,2,7,9]. При этом, безусловно, приоритетны та-
кие направления в терапевтической тактике, которые 
основываются на современных концепциях патологии, 
последних достижениях гастроэнтерологии, разработ-
ке патогенетических положений хронического гастро-
дуоденита [3,4,5,6,8]. Согласно концепции современной 
патологии, большинство патологических состояний, 
формирующихся в организме, имеют в своей основе 
структурную дезорганизацию клеточных мембран 
тканей и органов. Именно от выраженности и генера-
лизованности данных процессов зависит тяжесть забо-
левания и степень дезорганизации конкретного органа 
или системы. От эффективности процессов репара-
ции структурно-функциональной организации кле-
точных мембран зависит так же и исход заболевания 
(полное выздоровление, затяжное течение, хронизация 
патологического процесса) [4,2,7]. Заболевания желу-
дочно-кишечного тракта не являются исключением 
из данного положения. Именно с патологией клеточ-
ных мембран связано формирование острых и хро-
нических заболеваний желудочно-кишечного тракта. 
Данное положение предопределяет перспективность 
разработки принципов терапии заболеваний желу-
дочно-кишечного тракта, особенно с хроническим те-
чением, с применением препаратов, обладающих мем-
браностабилизирующим эффектом. Среди различных 
препаратов данной группы особое значение придается 
естественным биологическим комплексам и в первую 
очередь растительным маслам.

ЦЕЛь ИССЛЕДОВАНИЯ
Целью исследования явилось: проводить исследо-

вания фосфолипидного спектра клеточных мембран 
у больных хроническим гастродуоденитом и показать 

лабораторный эффективность применения у таких 
больных пищевых добавок в виде соевого масла в со-
ставе комплексной терапии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ.
Для решения поставленных задач проведены на-

блюдения и специальные обследования 56 больных 
хроническим гастродуоденитом. Все больные были 
разделены на две группы. В первую группу вошли 
больные с хроническим гастродуоденитом, находив-
шиеся на общепринятой терапии (группа сравнения). 
Вторую группу составили больные, получавшие наря-
ду с базисной терапией пищевые добавки в составе со-
евого масла (основная группа). Среди наблюдавшихся 
больных, мужчин было 57,3%, а женщин - 42,7%. По-
добная половая дифференцировка хронических гасто-
дуоденитов генетически детерминирована, поскольку 
генотип женского пола характеризует двойным набо-
ром Х-хромосом, обеспечивающим большие резервы 
в адаптационых процессах жизнедеятельности орга-
низма. Диагноз хронического гастродуоденита основы-
вался на анамнестических клинических и эндоскопи-
ческих исследований гастродуоденальной зоны, а так 
же функциональных и лабораторных данных, то есть 
всем больным проводился комплекс необходимых ис-
следований, обязательных для отделения гастроэнте-
рологии. Анализ содержания и соотношения ведущих 
классов фосфолипидов в структуре липидного бислоя 
эритроцитов у больных с ХГД методом тонкослойной 
хромотографии на селикогеле.

РЕЗУЛьТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ОбСУЖДЕНИЕ
Все обследуемые больные основной группы, полу-

чившие в составе комплексной терапии пищевые до-
бавки в виде соевого масла, и группы сравнения по 
данным эндоскопии имели проявления поверхностно-
го и субатрофического гастродуоденита.

Анамнестические данные у основной группы и 
группы сравнения, этиологические факторы в форми-
ровании патологии, давность заболевания и клиниче-
ские проявления были идентичны, что давало основа-
ния для достоверности статистического сопоставления 
результатов исследования.

Анализ содержания и соотношения ведущих клас-
сов  фосфолипидов в структуре липидного бислоя мем-
бран эритроцитов у больных с желудочно-кишечной 
патологией методом тонкослойной хроматографии 
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Показатели фосфолипидного спектра у
больных с хроническим гастродуоденитом

основной и контрольной групп

на селикогеле. При этом, к легко окисляемым фосфо-
липидам относятся фосфатидилсерин, фосфатиди-
лэтаноламин, а к трудно окисляемым фосфолипидам 
относятся – сфингомиелин и, частично, фосфатидил-
холин. Наряду с этим, анализировались соотношения 
фосфатидилхолин / лизофосфатидихолин.

Соевое масло основной группе назначалось в дозе 
20-30мл 3 раза в день с кефиром. Данная комбинация 
позволяла исключить субъективное не восприятие 
соевого масла. В таком составе пациенты хорошо вос-
принимали пищевую добавку без каких-либо субъек-
тивных расстройств и нарушений функций желудочно-
кишечного тракта. Курс терапии составлял 2 недели. 
Непосредственно после введения в состав комплексной 
терапии соевого масла проводился хроматографиче-
ский анализ. При этом было установлено повышение 
содержания фосфатидилэтаноламина и фосфатидил-
серина. Выбор соевого масла, как пищевой добавки 
имел свое преимущество перед другими доступными 
растительными маслами, в частности, перед подсол-
нечными и кукурузным по более адекватному составу 
липидов, в большой степени приближающимся к со-
держанию различных липидных комплексов в составе 
липидного бислоя клеточных мембран у здоровых (на 
модели липидного бислоя мембран эритроцитов ).

Подтверждением эффективности пищевых доба-
вок в составе комплексной терапии больных хрониче-
ским гастродуоденитом является структурно-функци-
ональная организация клеточных мембран у больных 
основной группы относительно показателей группы 
сравнения. Данные по содержанию фосфолипидов в 
структуре мембран эритроцитов у больных основной 
и группы сравнения представлены на рисунке.

Результаты исследования свидетельствует об оп-
тимальной тенденции к стабилизации содержания 
ведущих классов фосфолипидов к нормативным по-
казателям у больных основной группы, получившим в 
составе комплексной терапии пищевые добавки в виде 
соевого масла. У больных группы сравнения имеет ме-
сто аналогичные тенденции, но менее выраженные. 

Так, в частности, по итогам лечения больных основ-
ной и группы сравнения статистические достоверные 
различия в содержании фосфолипидов выявлены на 
уровне сфингомиелина (р<0,05), фосфатидилсерина, 
фосфатидилэтаноламина, (р<0,01), а также коэффици-
ентов соотношения фосфатидитилхолин / лизофос-
фатидилхолин и легко окисляемые фосфолипиды / 
трудно окисляемые фосфолипиды (р<0,001). При этом 
необходимо констатировать, что статистически досто-
верное различие коэффициента фосфатидилхолин / 
лизофосфатидилхолин у пациентов основной и груп-
пы сравнения представляется чрезвычайно высоким, 
несмотря на отсутствие статической достоверности 
различия на уровне парциальных значений лизофос-
фатидилхолина и фосфатидилхолина у больных ос-
новной и группы сравнения.

ВЫВОДЫ
Полученные данные убедительно свидетельствуют, 

что применение в составе комплексной терапии реци-
дивов хронического гастродуоденита пищевых добавок 
в составе соевого масла оказывает выраженный поло-
жительный эффект на динамику купирования клини-
ческих проявлений рецидивов патологий за счет более 
эффективной стабилизации фосфолипидной структу-
ры клеточных мембран.
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хАРАКТЕРИСТИКА ВЛИЯНИЯ ЙОДНОЙ
НЕДОСТАТОчНОСТИ НА СОСТОЯНИЕ
ЗДОРОВьЯ ПЛОДА И НОВОРОЖДЕНННОГО

А. Т. Мусаев, М. Р. Рысулы, Ш. М. Садуакасова,
Н. З. Зарубекова, А. И. Аменов 

Казахский Национальный медицинский университет
им. С. Д. Асфендиярова, г. Алматы, Казахстан

Известно, что дефицит йода обуславливает снижение 
интеллектуального потенциала всего населения, прожи-
вающего в регионе йодной недостаточности. Исследо-
вания, проведенные в последние годы в разных странах 
мира, где отмечена различной степени йодная недоста-
точность, показали, что средние показатели умственного 
развития населения (IQ-индекс) достоверно ниже тако-
вых (на 15-20%) в регионах без дефицита данного галогена 
[1, 14, 27]. Однако даже умеренный дефицит йода клини-
чески ничем не проявляет себя, в связи, с чем он наиболее 
четко определяется, как «скрытый голод».

Общеизвестно, что материнский организм, как в фи-
зиологических, так и патологических условиях является 
внешней средой для развивающегося плода и оказывает 
существенное влияние на становление всех его жизненно 
важных функций. Признается, что щитовидная железа 
является центральным звеном в регуляции взаимодей-
ствия двух подсистем – организма матери и плода [15, 16, 
17]. Даже в условиях достаточного потребления йода бе-
ременность приводит к той или иной степени эндогенно 
обусловленной йодной недостаточности, которая благо-
даря физиологической адаптации компенсируется. Когда 
потребление йода в дефиците, на смену физиологической 
адаптации приходят патологические изменения, которые 
соответствуют «избыточной» хронической стимуляции 
щитовидной железы. Данная ситуация чревата послед-
ствиями как для матери, так и для плода [7, 18, 19, 20].

Для понимания эссенциальной роли йода в интел-
лектуальном развитии ребенка необходимо понимание 
механизмов его воздействия на формирующийся мозг. 
Йод составляет основу тиреоидных гормонов, которые 
оказывают воздействие через систему нуклеарных рецеп-
торов, регулируя экспрессию нейрональных генов и син-
тез ряда специфических белков. Тиреоидные гормоны 
выполняют роль своеобразного «таймера», обеспечивая 
и функционирования головного мозга. Нарушение этих 
процессов может привести к тяжелому поражению нерв-
ной системы и инвалидизации ребенка.

Исследованиями показано, что критическим пери-
одом чувствительности головного мозга к йодному голо-
данию является период с 10-12 недель гестации до 2-3 лет, 
при этом эффект йодного дефицита усиливается посред-
ством сочетанного влияния материнского и фетального 
гипотиреоидизма. Есть данные, свидетельствующие о чув-
ствительности и зрелого мозга к тиреоидным гормонам.

Тиреоидные гормоны оказывают выраженное вли-
яние на рост и развитие ребенка. Гормоны щитовидной 
железы усиливают ростовой эффект соматомединов, 

улучшают дифференцировку хрящей, обеспечивают 
нормальный рост и развитие скелета, в значительной 
мере определяют его интеллект, оказывая важнейшее 
влияние на формирование головного мозга.

Источники тиреоидных гормонов в разные периоды 
развития плода при физиологической беременности раз-
личны. Так, в первом триместре до начала функциони-
рования фетальной щитовидной железы плод получает 
тиреоидные гормоны от матери, что необходимо для его 
нормального развития. Начиная со второго триместра 
приобретает активность щитовидная железа самого пло-
да. Полагают, что проникновению к плоду материнских 
гормонов препятствует появляющаяся и начинающаяся 
функционировать плацента. Следовательно, для адек-
ватного обеспечения плода тиреоидными гормонами 
на всем протяжении внутриутробного периода важно 
сохранение должной функциональной активности, как 
щитовидной железы матери, так и плода.

Однако при некоторых условиях плацента ста-
новится проницаемой для материнских тиреоидных 
гормонов, в результате чего они могут оказывать вли-
яние на развитие плода в течение всей беременности. 
Одним из таких условий является хроническая йодная 
недостаточность и функциональная несостоятельность 
щитовидной железы плода.

Дефицит тиреоидных гормонов любого генеза при-
водит к нарушению процессов дифференцировки ЦНС 
плода. Особенно велика чувствительность фетального 
мозга к недостатку этих гормонов во время, так называ-
емого «критического», периода развития ЦНС – на 22 
неделе беременности. Даже кратковременный гипоти-
реоз в этот период вызывает необратимые изменения 
головного мозга, сказывающийся впоследствии отри-
цательно на постнатальном развитии. Недостаточное 
потребление йода в этот период приводит к глубоким 
гистологическим изменениям центральной нервной си-
стемы, недоразвитию коры головного мозга, нарушению 
процессов миелинизации, относительному увеличению 
количества нейробластов. Клинически при этом форми-
руется своеобразный симптомокомплекс, получивший в 
литературе наименование эндемического неврологиче-
ского кретинизма, который характеризуется умственной 
отсталостью, глухонемотой, спастичностью и ригидно-
стью проксимальных отделов конечностей. Задержка 
умственного развития характеризуется неспособностью к 
абстрактному мышлению.

Развитию врожденного гипотиреоза могут способ-
ствовать использование беременными тиреотоксических 
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препаратов, фетоплацентарная недостаточность, пери-
натальные гипоксические состояния, синдром дыхатель-
ных расстройств, токсикозы беременности, родовые трав-
мы новорожденных, заболевания щитовидной железы 
матери (гипотиреоз, аутоиммунный тиреоидит), наслед-
ственный дефицит ферментов, ответственных за синтез 
тиреоидных гормонов, хронический дефицит йода.

Так, N. Bleichrotd et al. [15] сообщили о сопоставлении 
здоровья детей в местностях с дефицитом и достаточным 
потреблением йода в Индонезии и Испании. Оказалось, 
что при дефиците йода многократно увеличивалась ча-
стота зоба (с 3 до 68%). Кретинизм, не встречавшийся при 
достаточном потребление этого галогена, был диагно-
стирован у 45% детей в йоддефицитных регионах. При 
этом отмечалась в крови гипертиреотропин- и гипоти-
роксинемия с заметными признаками отставания пси-
хического развития даже у детей, не страдающих крети-
низмом. Отмечалось снижение показателей умственного 
развития этих детей: речь была более «бедной», память, 
способность к восприятию, счету – снижены. Кроме того, 
отмечалось угнетение моторного развития.

B.A. Lamberg [19] обращает внимание на связь меж-
ду частотой зоба и проявлениями других признаков 
йодного дефицита. Так, в регионах с низкой частотой 
зоба – от 30 до 40% - рождается мало кретинов. С ро-
стом распространенности зоба до 70-80% резко увели-
чивается и частота кретинизма, достигающая 10% от 
числа всех родившихся детей.

F.Delange [17] считает кретинизм и, менее выражен-
ные неврологические нарушения, наиболее серьезными 
клиническими проявлениями йодной недостаточности 
и выделяет две формы кретинизма: неврологический и 
микседематозный. Для первого характерна глухонемота, 
развивающаяся вследствие кохлеарных повреждений, 
спастичность и ригидность проксимальных отделов ко-
нечностей, пластичное сопротивление при их пассивном 
отведении, недостаточность мышлении. Рост и костный 
возраст при неврологическом кретинизме обычно не вы-
ходят за рамки нормальных величин. При микседематоз-
ном кретинизме наблюдается врожденный гипотиреоз, 
низкий рост, задержка психомоторного развития.

По мнению некоторых авторов [15, 16, 17, 18] основной 
причиной отставания развития двигательной и интеллек-
туальной функции является также йодный дефицит. В 
основе этих нарушений лежат патологические изменения 
центральной нервной системы. При исследовании мозга 
плодов, извлеченных при абортах, в регионах йодной не-
достаточности обнаружили недостаточное развитие коры 
головного мозга и миелинизации, относительное увеличе-
ние нейробластов на границе кортикальных тканей. При 
экспериментальном моделировании йодной недостаточ-
ности на овцах эти данные были подтверждены.

Многие авторы указывают, что мозг особенно чувстви-
телен к дефициту йода во время его образования, в период 
развития плода и в начале вне утробной жизни. Это опре-
деляет серьезные нарушения психомоторных функций и 
рост в детстве и юности [20, 21, 23, 24, 25, 26, 27]. Авторы от-
мечают, что влияние хронического йодного дефицита на 
психическое развитие далеко не всегда ведет к тяжелому 
отставанию или кретинизму. Чаще встречается снижение 
способности к обучению. Исследования показали, что ис-
пытывающие йодный дефицит дети имеют квоту интел-

лекта или IQ на 10-15 пунктов ниже, чем такие же дети, 
проживающие в регионах с достаточным потреблением 
йода. Это ведет к серьезным социальным последствиям, 
сказывается на экономическом развитии стран и сооб-
ществ, испытывающих йодный дефицит. Даже в странах, 
где степень йодного дефицита не столь выражена, риск по-
вреждения интеллекта вполне реален [25, 26].

В серии исследований было показано, что при нала-
живании адекватного снабжения населения йодирован-
ной солью или йодированным маслом различия показа-
телей тиреоидной функции у новорожденных из разных 
регионов стираются. Однако, тенденция к повышению 
уровня тиреотропина в крови у детей из йоддефицитных 
регионов все же остается [1, 3, 4, 5].

На отчетливую взаимосвязь тиреоидной функции 
и йодной недостаточности указывали и F. Delange et al. 
[22], S. Porterfield [24]. По данным этих исследователей, 
для йоддефицитных регионов особенно характерно уве-
личение коэффициента Т3/Т4, частое обнаружение суб-
нормальных концентраций тироксина в крови, обратная 
корреляция между Т4 и ТТГ.

В исследованиях, проведенных Pallas D., Koutras D.A., 
Adamopoulos P., et al [23, 26] показано, что в областях с 
тяжелым йодным дефицитом высокая частота зоба соче-
тается с повышенным уровнем ТТГ в крови, сниженным 
– Т4 и нормальным или субнормальным – трийодтиро-
нина. При этом, несмотря на, иногда, значительное повы-
шение концентрации циркулирующего в крови Т3, этого 
недостаточно для его адекватного содержания в мозгу и 
поддержания эутиреоза. В Заире у 10% детей в возрасте 
менее 1 года выявляется клинический гипотиреоз, а у 
50% из них – задержка костного развития.

Уровень ТТГ в крови новорожденного является объек-
тивным отражением существующего йодного дефицита. 
Интересными являются исследования по скрининговым 
программам, проведенные в различных странах мира, 
по которым можно судить о частоте врожденного гипо-
тиреоза и адекватности йодного обеспечения. Согласно 
рекомендациям ВОЗ, ЮНИСЕФ и ICCIDD (Международ-
ного Совета по контролю за йоддефицитными заболева-
ниями), мониторинг уровней ТТГ, проводимый в рамках 
программы скрининга врожденного гипотиреоза, может 
быть использован для анализа распространенности йод-
дефицитных заболеваний в популяции, оценки степени 
выраженности йодного дефицита и эффективности про-
грамм его профилактики [18, 20, 21, 22, 23,].

Программы скрининга врожденного гипотиреоза и 
мониторинга за йоддефицитном имеют различные кри-
терии уровней ТТГ. Значения ТТГ 20-25 мМЕ/л цельной 
крови обычно используются как пороговые для скри-
нинга врожденного гипотиреоза. При эпидемиологиче-
ских исследованиях йоддефицитных заболеваний за по-
роговое значение принят уровень ТТГ 5 мМЕ/л цельной 
крови. Некоторыми авторами показано [7, 8], что частота 
встречаемости новорожденных с ТТГ в пятнах крови бо-
лее 5 мМЕ/л может служить достоверным эпидемиоло-
гическим показателем йодной недостаточности и корре-
лирует с частотой заболеваемости зобом и содержанием 
йода в моче у лиц данной популяции.

При проведении неонатального скрининга по часто-
те случаев увеличения уровня ТТГ в циркуляции (более 
5 мМЕ/л) можно судить о напряженности йодного дефи-
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цита. Согласно классификации, предложенной ICCIDD 
и ВОЗ, при адекватном йодном обеспечении частота 
случаев повышения уровня ТТГ более 5 мМЕ/л не пре-
вышает 3%, от 3 до 19,9% - свидетельствует о легкой на-
пряженности [3, 9, 13]. Подобную информативность скри-
нинговых исследований уровня ТТГ принято связывать с 
представлением о более выраженной чувствительности 
гипофизарно - тиреоидной системы к неблагоприятным 
воздействиям внешней среды в неонатальном периоде по 
сравнению с более старшим возрастом [7, 17].

В литературе встречаются очень скудные сообще-
ния, посвященные комплексному изучению состояния 
здоровья детей, рожденных в йоддефицитной местности. 
Однако, эти исследования касаются изучения здоровья 
детей сплошным методом, без анализа влияния на из-
учавшийся показатель состояния щитовидной железы 
матери и плохо поддаются систематизации в связи с раз-
нообразием решавшихся задач и исследовании подходов.

Так, Охремчук Л.В. с соавт. [13] при обследовании 
1340 детей в эндемичном по зобу Иркутской области об-
наружили тиреоидную гиперплазию у 47,2% детей. По-
давляющее большинство из них составили дети (98,6%) с 
начальными формами зоба (по классификации ВОЗ – IA 
и IБ степени). При изучении состояния здоровья детей в 
популяции, проживающих в этой зоне, у 65,4% обнаруже-
на хроническая инфекция носоглотки, у 12,2% - кариес, у 
12,5% - нарушение осанки, у 14,6% - гипохромная анемия.

В работе Осокиной И.В. [11], которая проводила об-
следование и наблюдение за новорожденными от мате-
рей с эндемическим зобом, отметили у них увеличение 
частоты врожденной гипотрофии и тенденцию к сниже-
нию основных антропометрических показателей.

Изучая состояние здоровья новорожденных в зоне 
умеренной зобной эндемии, Баранов А.А. с соавт. [1, 9] 
установил, что в местностях, где йодная профилактика 
организована неудовлетворительно, а население пита-
ется, в основном, продуктами местного происхожде-
ния, высок уровень перинатальной смертности и дети 
чаще рождаются с пороками развития и внутриутроб-
ной гипотрофией.

При изучении состояния здоровья детей от матерей с 
эутиреоидным увеличением щитовидной железы Исаев 
В.А. [10] отмечает, что явных отличий от состояния здо-
ровья детей контрольной группы не выявлено. Однако, 
автором не уточняется какой степени эутиреоидное уве-
личение щитовидной железы у матерей, тогда как в рабо-
те Lovado R. и соавт. отмечено, что при обследовании 26 
детей, рожденных женщинами с эутиреоидным зобом 
II-III степени, каждый четвертый был рожден в состоянии 
асфиксии, а у каждого шестого выявлены нарушения моз-
гового кровообращения. При катамнестическом наблюде-
нии в дальнейшем за детьми в течение 1-2 лет авторами 
обнаружено снижение у них бутанольной фракции СБЙ и 
концентрации холестерина в крови, но клинических при-
знаков гипотиреоза ни у кого из детей не выявлено. При 
этом показатели физического развития и картина крови 
не отличились от таковых у здоровых детей. [11, 24].

В литературе отмечено, что у детей, рожденных от 
матерей с зобом, наблюдается более выраженная, чем в 
норме потеря массы тела в раннем неонатальном перио-
де и более медленное ее восстановление. Динамическое 
наблюдение за этими детьми в течение первого года жиз-

ни показало, что антропометрические данные отличают-
ся от таковых у здоровых детей на две сигмы. Отмечено 
частое нарушение деятельности сердечно-сосудистой 
системы и ЦНС, ниже, чем в норме, активность компле-
мента и уровень иммуноглобулинов в крови , что явилось 
причиной низкого индекса здоровья во все возрастные 
периоды [9, 10]. Кроме того, в литературе встречаются 
указания на то, что у таких детей поздно появляются 
зубы, имеется высокая заболеваемость, наблюдается за-
медление психического и моторного развития, отмечает-
ся гипоальбуминемия, учащается частота случаев рож-
дения детей с микро и гидроцефалией.

Анализ литературы показал, что ни в одной из работ 
не проводилось глубокого динамического наблюдения 
за состоянием здоровья новорожденных начиная с из-
учения условий антенатального развития и заканчивая 
периодом постнатального развития до 3-х лет жизни в 
очаге йодной недостаточности в зависимости от уровня 
здоровья их матерей, в частности, от тиреоидного ста-
туса женщин. Проведена попытка выявить взаимосвязь 
состояния здоровья детей до 2-х лет жизни с состоянием 
щитовидной железы матерей, проживающих в регионе 
умеренной йодной недостаточности [6]. Авторы пришли 
к заключению, что эндемический зоб оказывает патоло-
гическое влияние на состояние здоровья беременных, 
вызывая снижение функциональной активности щито-
видной железы, которое, в свою очередь, отрицательно 
сказывается на развитии плода, определяя несостоятель-
ность фетальной железы и увеличение частоты рождения 
детей с врожденной формой гипотиреоза, нарушения 
формирования мозга, задержка нервно-психического 
развития, в выраженных случаях достигающих степени 
микседематозного или неврологического кретинизма.

Таким образом, йод необходим на всех этапах форми-
рования и функционирования нервной системы плода, 
ребенка и взрослого. Наличие йодной недостаточности 
в регионе, высокая частота зоба и нарушение функции 
ЩЖ у беременных женщин оказывают неблагоприятное 
воздействие на состояние здоровья не только плода, ново-
рожденного, но и детей в постнатальный период [14, 15, 
16, 17, 23, 27]. Однако, несмотря на очевидные масштабы 
проблемы, по-прежнему, не уделяется ей достаточно-
го внимания. В первую очередь это касается недооцен-
ки высокого риска нарушений соматического здоровья, 
нервно-психического развития, когнитивной сферы и 
снижения интеллекта у детей, рожденных от женщин с 
тиреоидной патологией.

Заключая, можно констатировать, что решение про-
блемы йодного дефицита является не только общемеди-
цинской, но и важной социальной задачей. В связи с чем, 
медико-социальное и экономическое значение йоддефи-
цита состоит не только в негативном влиянии на состо-
яние репродуктивного здоровья женщин, но и в суще-
ственной потере интеллектуального, образовательного и 
профессионального потенциала нации.

В связи с чем, становится очевидной необходимость 
проведения изучения особенностей течения беременности, 
родов и перинатального исхода в зависимости от обнару-
женных нарушений в тиреоидной системе, возможности 
коррекции выявленной патологии у женщин, проживаю-
щих в условиях природного йодного дефицита, и представ-
ляют большой научный и практический интерес.
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ТРОМбОЭЛАСТОГРАФИЯ КАК МЕТОД
КОНТРОЛЯ ЭФФЕКТА ГЕПАРИНОВ
В ПЕРИОПЕРАЦИОННОМ ПЕРИОДЕ

А. Ю. буланов1, О. В. Щербакова1,
Н. Н. Судейкина1, В. М. Городецкий2

1ФГБУ Гематологический научный центр Минздрава России, г. Москва, Россиия
2Российская медицинская академия постдипломного образования, г. Москва, Россиия

Высокая частота тромботических осложнений, 
связанных с оперативными вмешательствами обу-
славливает необходимость применения антикоагу-
лянтных препаратов в периоперационном периоде. 
Основными инструментами для решения данной 
задачи являются прямые антикоагулянты – различ-
ные формы гепарина. В зависимости от молекуляр-
ной массы выделяют нефракционированные гепа-
рины (НФГ), низкомолекулярные гепарины (НМГ) 
и гепариноиды (Г). Активные центры у всех пере-
численных форм идентичны. Различия обусловлены 
длинной балластной полисахаридной молекулы. В 
целом механизм их действия сходен: все гепарины 
являются кофакторами естественного антикоагулян-
та – антитромбина III. Основная локализация эффек-
та – тромбин и активный X фактор свертывания. По 
соотношению активности IIa : Xa и наличию других 
точек приложения, группы гепаринов и даже отдель-
ные препараты различаются. Традиционные лабо-
раторные методы контроля активности гепаринов: 
активированное частичное тромбопластиновое вре-
мя (АЧТВ) или активированное время свертывания 
(АСТ, angl.) – для НФГ, активность против Ха фактора 
– для НМГ или модификация теста для гепаринои-
дов. Следует отметить, что эти тесты не всегда выпол-
нимы и не всегда показательны в условиях сложных 
комплексных изменений, происходящих с системой 
гемостаза в периоперационном периоде.

По этой причине и по целому ряду других, мно-
гие авторы не считают необходимым лабораторный 
контроль эффекта гепаринов, в особенности при ис-
пользовании НМГ и Г. Очевидно, такой подход может 
быть оправдан, но в стабильной по отношению к си-
стеме гемостаза клинической ситуации. В период же 
оперативного вмешательства и после него гемостаз 
подвергается влиянию множества разнонаправлен-
ных факторов, что делает крайне сложным прогно-
зирование состояния в этот период у конкретного 
больного. Инвазивность лечебных действий в пери-
операционном периоде требует четкой управляемо-
сти ситуацией. Слепое использование антикоагулян-
тов в этом случае может оказаться не эффективным, а 
то и опасным. Чем сложнее периоперационная ситу-
ация по отношению к системе гемостаза, тем важнее 
становится использование объективного контроля.

В качестве метода контроля антикоагулянтов в 
периоперационном периоде может рассматриваться 
тромбоэластография (ТЭГ). Будучи интегральным 
методом контроля гемостаза, она учитывает влия-
ние всей совокупности факторов. Для оценки эф-
фекта гепаринов предназначен тест, относящийся к 
специальным методикам ТЭГ – тест с гепариназой 
(гепариназо-модифицированная ТЭГ, heparinase-
TEG). Тест заключается в одновременном выпол-
нении двух тромбоэластограмм. Одна ставится в 
обычной кювете, вторая – в кювете, обработанной 
гепариназой – ферментом, разрушающим гепарин. 
Другими словами, первая тромбоэластограмма де-
монстрирует реальное состояние гемостаза пациен-
та, во второй моделируется состояние гемостаза при 
абсолютном отсутствии гепарина. Сравнение проб 
позволяет выявить наличие и степень активности 
гепарина в крови пациента и оценить его эффектив-
ность или вклад в кровоточивость при наличии та-
ковой. При этом тест универсален и не зависит от 
формы гепарина и точек приложения, в отличие от 
традиционных тестов. Важно только наличие актив-
ного гепаринового центра. Тест, по сути, позволяет 
ответить на несколько вопросов: каково состояние 
гемостаза пациента в данный момент? Каков вклад 
гепарина в его формирование? Каковы предполага-
емые изменения гемостаза при уменьшении дозы 
гепарина или его отмене?

Не следует забывать, что в природе существуют 
и эндогенные гепарины – вещества, чьими синтети-
ческими аналогами являются лекарственные формы 
гепаринов.

Функцию эндогенных гепаринов выполняют 
гликозаминогликаны. Наиболее известные веще-
ства этой группы – гепаран сульфат, дерматан суль-
фат и хондроитин сульфат. Основным источником 
их являются клетки эндотелия сосудов. По данным 
ряда исследователей появление гликозаминоглика-
нов является одним из проявлений системного вос-
палительного ответа и, свойственного последнему, 
поражения эндотелия. С учетом этого, наиболее ве-
роятная физиологическая функция гликозаминогли-
канов – компенсация возникающих при эндотелиозе 
протромботических изменений. Антитромботиче-
ская активность гликозаминогликанов различна. 
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Рис. 1. Тромбоэластография – тест с гепариназой. Схема метода.

Рис. 2. Тест с гепариназой при применении НМГ (надропарина натрия) в дозе 5600 МЕ/сутки.

Наиболее частыми причинами появления ге-
париноподобных веществ являются сепсис и по-
ражения печени. Описан ГПС при гемобластозах: 
миеломной болезни, хроническом лимфолейкозе, 
продемонстрирован при ряде других онкологиче-
ских заболеваний. 

Значимым депо гликозаминогликанов являет-
ся плацента. Ее разрушение при травматичных 
манипуляциях на беременной матке также может 
быть причиной развития ГПС с геморрагически-
ми проявлениями.

Для оценки гепарино-подобного синдрома специ-
алисты выбирают именно ТЭГ, в частности ее моди-
фикацию с гепариназой. Тест с гепариназой позволяет 
охарактеризовать ГПС количественно, в виде степени 
коррекции ТЭГ гепариназой. Она вычисляется как 
отношение разницы (r + k) нативной и гепариназной 
проб к (r + k) нативной пробы умноженное на 100%. 
Коррекция на 50% и более является критерием досто-
верного ГПС, при 80% и более говорят о тяжелом ГПС.

На рисунках представлена и схема метода, и 
наиболее типичный клинический пример.

В пробе крови, помещенной в синюю кювету, 
стенки которой обработаны ферментом, полностью 
разрушающим гепарин – гепариназой, моделиру-
ется состояние гемостаза пациента при полном от-

сутствии в его крови гепарина. Сопоставляя кривую, 
полученную при исследовании этой пробы, с кри-
вой из обычной кюветы можно сделать вывод о вкла-
де гепарина в состояние гемостаза пациента.

Зеленая кривая – реальный гемостаз паци-
ентки, черная кривая – результат нейтрализации 
гепарина. Имеет место гипокоагуляция на грани-

це профилактического и лечебного эффекта, об-
условленная действием гепарина. 
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СУбПОПУЛЯЦИЙ ЛИМФОЦИТОВ

С. В. хайдуков 

ФГБУ Федеральный научно-клинический центр детской гематологии,
онкологии и иммунологии Минздравсоцразвития России,

УРАН Институт биоорганической химии
им. акад. М. М. Шемякина и Ю. А. Овчинникова, РАН

г. Москва, Россия

Первый официальный документ, регламентиру-
ющий деятельность иммунологических лаборато-
рий в России, содержал такие показатели для оценки 
иммунного статуса при иммунофенотипировании 
лимфоцитов как количество Т- и В-лимфоцитов (при-
каз Минздрава СССР от 18.04.1986 № 539 «Об орга-
низации лабораторий клинической иммунологии»). 
В дальнейшем этот перечень был расширен за счет 
включения Т-хелперов, Т-ци-тотоксических и есте-
ственных киллеров (NK-клеток) (приказ Минздрава 
России от 25.12.1997 №380 «О состоянии и мерах по 
совершенствованию лабораторного обеспечения диа-
гностики и лечения пациентов в учреждениях здра-
воохранения Российской Федерации»).

Бурное развитие фундаментальной иммуноло-
гии, основанное на достижениях молекулярной био-
логии и генной инженерии, позволило выявить пути 
иммунопатогенеза аллергических, аутоиммунных, 
онкологических и инфекционных заболеваний. В то 
же время возросшие возможности метода проточ-
ной цитофлуориметрии обусловили целесообраз-
ность расширения перечня популяций лимфоци-
тов, исследование которых необходимо при оценке 
иммунного статуса.

В течение последних 20 лет анализ только пяти 
популяций лимфоцитов (Т-клетки, Т-хелперы, 
Т-цитотоксические, В-клетки и NK-клетки) в прак-
тике иммунологических лабораторий выявил недо-
статочную информативность этих показателей. С 
другой стороны, интенсивное изучение патогенеза 
различных заболеваний выявило ключевую роль ак-
тивированных лимфоцитов, регуляторных Т-клеток, 
субпопуляций В- и NK-клеток. В связи с этим для 
оценки иммунного статуса при иммунофенотипи-
ровании лимфоцитов, наряду с основными пятью 
популяциями, целесообразно расширить анализ за 
счет малых субпопуляций лимфоцитов и пулов ак-
тивированных клеток. Технические и методические 
возможности для этого у практических лабораторий 
появились только в последнее время. Так, если ранее 
для определения Т-цитотоксических лимфоцитов 

считалось достаточным использовать только один 
маркер – CD8, то согласно современным представле-
ниям необходимо одновременное исследование че-
тырех маркеров: CD8, CD4, CD3 и CD45. Реализация 
такого подхода возможна только при использовании 
многоцветного цитофлюориметрического анализа.

Однако при появлении новых лабораторных по-
казателей одним из основных требований является 
стандартизация протокола определения этих пока-
зателей и установление интервалов распределения 
их у практически здоровых индивидов, т. е. «норма». 
Не является исключением и проточная цитофлуо-
риметрия [1].

Для установления значений нормативных пока-
зателей клеток иммунной системы в данном иссле-
довании использовали периферическую кровь 356 
практически здоровых лиц в возрасте от 20 до 45 лет 
из различных регионов России.

Проделанная работа позволила сформировать 
комбинации моноклональных антител, позволяю-
щие оценить как все основные популяции лимфо-
цитов, так и их малые субпопуляции, участвующие 
в развитии иммунного ответа. В результате проведен-
ного исследования была предложена панель моно-
клональных антител для окрашивания лимфоцитов, 
которая соответствует современным требованиям 
для характеристики иммунного статуса пациентов 
(табл. 1). Поскольку данное исследование проводи-
лось с использованием периферической крови прак-
тически здоровых лиц, его результаты могут лечь в 
основу нормативных показателей субпопуляционно-
го состава клеток иммунной системы.

Анализ В-клеток и их субпопуляций. Оценка как 
относительного, так и абсолютного количества В-клеток 
является одним из важных диагностических призна-
ков. При воспалительных заболеваниях наблюдается 
значительное снижение количества В-клеток. Особенно 
это ярко выражено при остром панкреатите, хрониче-
ском пародонтите и тонзиллите, гнойном осложнении 
травм. Противоположный эффект наблюдался при 
острых и хронических формах гепатитов В и С.
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Таблица 1. 
Панель моноклональных антител для анализа основных и малых популяций лимфоцитов

периферической крови практически здоровых доноров

Для выявления В-клеток используют так назы-
ваемые линейноспецифические маркеры. В-клетки 
экспрессируют целый ряд мембранных молекул, ко-
торые необходимы для формирования В-клеточного 
рецептора и являются маркерами линейной при-
надлежности B-клеток. К таким маркерам, прежде 
всего, относится CD19. В связи с этим данный анти-
ген рекомендуется для количественной оценки об-
щей популяции B-клеток.

Некоторые исследователи для локализации 
В-клеток используют CD20, но данная молекула 
может экспрессироваться в низкой плотности на 
других популяциях лимфоцитов. Хотя CD20 перво-
начально был описан как B-клеточный линейный 
маркер, оказалось, что небольшая субпопуляция 
Т-клеток человека может экспрессировать CD20 в 
низкой плотности и составляеть 2,4±1,5% от лимфо-
цитов периферической крови.

Хотя оценка экспрессии CD20 полезна при ха-
рактеристике B-клеток, необходимо достаточно 
осторожно подходить к интерпретации получа-
емых результатов, например при фенотипировании 
лимфоцитов периферической крови пациентов с 
ревматоидным артритом.

В настоящее время среди В-клеток выделяют до 
десяти субпопуляций, но для лабораторных исследо-
ваний особый интерес представляют В1-, В2-клетки 
и так называемые В-клетки памяти. Достаточно важ-

Рис. 1. 
Гистограмма распределения CD5 и CD19 на лимфоцитах периферической крови. Субпопуляции В1-
лимфоцитов у пациента х с аутоиммунным тиреоидитом: А – до терапии; б – в процессе терапии

Флуорохромы FITC PE ECD PC5

Моноклональные
 антитела

CD19 CD5 CD45 CD27

CD8 CD4 CD3 CD45

CD16 CD56 CD3 CD45

CD8 CD38 CD3 CD45

CD45RA CD4 CD45R0 CD45

CD4 CD127 CD25 CD45

γδ -TCR αβ -TCR CD3 CD45

CD3 CD25 HLA-DR CD45

ная роль при данном делении отводится молекуле 
CD5, которая была расценена как возможный маркер 
B-клеток, позволяющий различать их субпопуляции: 
CD5+ B-клетки (B1) и обычные CD5- B-клетки (B2) [2].

Хотя точная функциональная роль CD5 все еще 
до конца не изучена, для этих молекул была пока-
зана физическая ассоциация с антигенспецифиче-
ским рецепторным комплексом как на T-, так и на 
B-лимфоцитах. Однако в последние годы выясни-
лось, что CD5 может быть посредником при негатив-
ной регуляции передачи сигналов для B-клеточного 
рецептора [3].

B1-клетки вызывают значительный интерес за 
счет того, что их ассоциируют с продукцией ауто-
антител и, как следствие, с аутоиммунными заболе-
ваниями. Значительная роль B1-клеток была отмече-
на при ревматоидном артрите, системной красной 
волчанке и синдроме Шегрена. Увеличение количе-
ства CD5+ B-клеток наблюдали у пациентов, страда-
ющих миастенией, инсулинзависимым диабетом и 
тиреоидитом Хашимото [4]. На рис. 1 представлены 
гистограммы распределения В1- (CD19+CD5+) и В2- 
(CD19+CD5-) лимфоцитов при аутоиммунном ти-
реоидите. Как видно из рисунка, у пациента А доля 
CD5+ В-клеток составляла практически треть от всех 
В-клеток, тогда как у пациента Б в процессе терапии 
их количество значительно снизилось и составило 
приблизительно десятую часть от всех В-клеток.
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Таким образом, наиболее полную характеристику количества B-клеток и их субпопуляционного соста-
ва можно получить при следующей ком-бинации моноклональных антител: CD19/CD5/CD27/CD45 (рис. 2).

Рис. 2. 
Гистограммы распределения CD19, CD5 и CD27 на лимфоцитах периферической крови.

А – анализ распределения клеток по структуре и CD19. В зоне D локализованы СD19 позитивные клетки.
б – распределение СD19 позитивных клеток, находящихся в зоне D. Квадрант Е1 – В1-клетки (CD19+CD5+),

квадрант Е4 – В-клетки памяти (CD19+CD27+)

Таблица 2.
Патологии, при которых определение относительного уровня В1-клеток является

диагностическим параметром для мониторинга за течением заболевания

Заболевание Повышение относительного уровня В1-клеток
1. Системная красная волчанка ++++
2. Синдром Шегрена ++++
3. Ревматоидный артрит +++
4. Инсулинзависимый диабет +++
5. Аутоиммунный тиреоидит ++++
6. Миастения +++
7. Неспецифический язвенный колит +++
8. Аутоиммунные поражения при инфекционных забо-
леваниях (хламидиоз, синдром Рейтера, бруцеллез и др.)
9. Другие заболевания, имеющие в своей основе ауто-
иммунные механизмы

+

В таблице 2 представлены патологии, при кото-
рых наблюдается повышение относительного уров-
ня В1-клеток.

Другой субпопуляцией В-клеток, вызывающей 
не менее значительный интерес у исследователей, 
являются так называемые В-клетки памяти. Иденти-
фикация CD27 как маркера памяти B-клеток [5] по-
зволила надежно и эффективно идентифицировать 
в периферической крови наивные В-клетки (IgM+/
CD27-) и B-клетки памяти (CD27+).

Взаимодействие CD27 с его лигандом (CD70) 
на T-клетках является одним из условий диффе-
ренцировки B-клеток в плазматические клетки. 
В свою очередь отсутствие IgD-CD27+ B-клеток 
памяти в значительной степени объясняет на-
рушение продукции иммуноглобулинов у паци-
ентов с X-связанным гипер-IgM синдромом [4]. В 
таблице 3 представлены патологии, при которых 
наблюдается изменение относительного уровня 
В-клеток памяти.

Таблица 3.
Патологии, при которых определение относительного уровня В-клеток памяти является

диагностическим параметром для мониторинга за течением заболевания

Изменение количества В-клеток памяти Заболевание

Повышение относительного
уровня В-клеток памяти

Множественный склероз
Ревматоидный артрит

Понижение относительного
уровня В-клеток памяти

Первичные иммунодефициты
Синдром Шегрена
Хронической грануломатоз
Бактериальные инфекции дыхательного тракта
Бактериальные инфекции желудочно-кишечного тракта
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Анализ В1-, В2-клеток и В-клеток памяти в перифе-
рической крови человека с использованием этой комби-
нации моноклональных антител позволил определить 

Таблица 4.
Интервалы распределения популяций лимфоцитов в зависимости

от их фенотипов у практически здоровых доноров 

 Использование дополнительного логического 
ограничения по CD19+ клеткам позволяет полу-
чить дополнительную информацию по интерва-

Таблица 5.
Интервалы распределения содержания малых субпопуляций лимфоцитов в периферической крови

взрослых практически здоровых доноров относительно основных популяций лимфоцитов [9]

интервалы распределения как относительного, так и 
абсолютного количества этих субпопуляций у практиче-
ски здоровых лиц, результаты представлены в таблице 4.

Субпопуляции
Содержание

Относительное (%) Абсолютное количество (кл/л)
В-клетки (CD3-CD19+HLA-DR+CD45+) 7,0–17,0 0,111–0,376 х 109

В1-клетки (CD19+CD5+CD27-CD45+) 0,5–2,1 0,022–0,115 х 109
В2-клетки (CD19+CD5-CD27-CD45+) 6,5–14,9 0,081–0,323 х 109

В-клетки памяти (CD19+CD5-CD27+CD45+) 1,8–6,8 0,012–0,040 х 109
NK-клетки (CD3-CD16+CD56+CD45+) 0,2–1,0 0,003–0,022 х 109

NK-клетки цитолитические
(CD3-CD16+(or high)CD56dimCD45+) 8,0–18,0 0,123–0,369 х 109

NK-клетки цитокин-продуцирующие
(CD3-CD16-(or low)CD56brightCD45+) 7,8–17,0 0,120–0,347 х 109

Т-клетки (CD3+CD19-CD45+) 61,0–85,0 0,946–2,079 х 109
Т-хелперы (CD3+CD4+CD8-CD45+) 35,0–55,0 0,576–1,336 х 109

Т-цитотоксические (CD3+CD8+CD4-CD45+) 19,0–35,0 0,372–0,974 х 109
Т-хелперы активированные/памяти

(CD4+CD45R0+CD45RА±CD45+) 5,0–25,0 0,068–0,702 х 109

Т-хелперы наивные
(CD4+CD45RА+CD45R0-CD45+) 20,0–40,0 0,272–1,123 х 109

αβТ-клетки (CD3+αβ-ТсR+γδ-ТcR-CD45+) 70,5–9,7 0,924–1,964 х 109
γδТ-клетки (CD3+γδ-ТcR+αβ-ТсR-CD45+) 4,6–2,8 0,022–0,115 х 109
Т-NK-клетки (CD16-CD56+CD3+CD45+) 0,5–6,0 0,007–0,165 х 109

Т-клетки активированные
(CD3+HLA-DR+CD25+CD45+) 0,5–6,0 0,007–0,165 х 109

Регуляторные Т-клетки
(CD4+CD25brightCD127negCD45+) 1,6–5,8 0,009–0,078 х 109

Индекс соотношения
(Т-хелперы/Т-цитотоксические) 1,5–2,6

лам распределения В1-, В2-клеток и В-клеток па-
мяти внутри популяции В-клеток у практически 
здоровых лиц (табл. 5).

Субпопуляции Содержание клеток (%)
В1-клетки

относительно
общих В-клеток

4,1–17,5
В2-клетки 82,1–96,3

В-клетки памяти 22,8–39,7
γδT-клетки относительно общих

Т-клеток
1,7–12,6

αβT-клетки 87,2–98,4
Регуляторные Т-клетки относительно Т-хелперов 1,65–5,75
CD16+(or high)CD56dim 

NK-клетки цитолитические относительно общих 93,75–97,5

CD16-(or low)CD56bright 
NK-клетки цитокин-продуцирующие NK-клеток 2,5–6,25
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Анализ Т-клеток и их субпопуляций. К мар-
керам, характеризующим линию T-клеток, в пер-
вую очередь относится T-клеточный рецеп-тор 
(T-cell Receptor, ТcR). Существуют два типа TcR, 
каждый из которых ассоциируется с разными 
типами T-лимфоцитов. TcR1, состоящий из α- и 
β-цепей, появляется на ранних стадиях онтогене-
за. TcR2 состоит из γ- и δ-цепей.

γδT-клетки были изучены относительно не-
давно. В отличии от αβT-клеток, γδT-клетки рас-
познают непептидные антигены, полученные 
из микробных патогенов, независимо от глав-
ного комплекса тканевой совместимости (MHC) 
[6]. Данная субпопуляция выполняет целый 
ряд важных функций; так, они могут усиливать 
иммунный ответ, производя большие количе-
ства интерферона-γ (IFNγ), фактора некроза 
опухолей-α (TNFα) и хемокинов. Кроме этого, γδT-
клетки имеют эффекторную (цитотоксическую) 
активность. С эволюционной точки зрения γδT-
клетки занимают уникальное место между высо-
коспецифичными αβT-клетками и врожденной 
иммунной системой для выполнения задачи за-
щиты организма от патогенов. Весьма существен-
на роль γδT-клеток в обеспечении устойчивости 
организма против целого ряда бактериальных и 
вирусных инфекций, включая вирус ВИЧ. Кроме 
того, γδ-клетки принимают участие и в проти-
воопухолевом ответе. Однако γδT-клетки могут 
играть не последнюю роль при некоторых имму-
нопатологических состояниях, таких как диабет, 
аутоиммунные расстройства, болезнь Бехчета [7].

Содержание γδT-клеток в периферической 
крови может варьироваться, что в частности обу-
словлено половыми и возрастными различиями. 
Количество γδT-клеток увеличивается с момента 

Таблица 6.
Изменение относительного количества γδT-клеток при различных заболеваниях и патологиях

рождения до наступления половой зрелости и в 
дальнейшем постепенно снижается. У женщин 
количество γδT-клеток несколько выше, и этот 
уровень сохраняется значительно дольше, чем у 
мужчин.

Обнаружение увеличенной циркулирующей 
субпопуляции γδT-клеток, особенно на слизи-
стых оболочках, позволяет предположить на-
личие недавней или продолжающейся хрони-
ческой стимуляции иммунной системы. Для 
клиницистов эта информация может служить 
дополнительным критерием, свидетельствую-
щим о наличии медленно прогрессирующего 
инфекционного заболевания.

На клеточной поверхности и αβ-, и γδ-
антигенраспознающие рецепторы T-клеток 
располагаются непосредственно рядом с поли-
пептидным комплексом, имеющим групповое 
название CD3. Это соседство и ассоциация с CD3 
является необходимым условием для экспрессии 
всего рецепторного комплекса на поверхности 
клеток. Оценка как относительного, так и абсо-
лютного количества Т-клеток и их основных суб-
популяций получила широкое распространение 
в лабораторной практике. При фенотипирова-
нии лимфоцитов эти данные являются диагно-
стически значимыми при различных патологи-
ческих состояниях иммунной системы, включая 
первичные и вторичные иммунодефициты. Ди-
намика изменения субпопуляционного состава 
Т-клеток при некоторых патологиях представля-
ет собой значительную ценность для контроля 
эффективности терапии, прогноза развития и 
течения заболевания. Патологии, при которых 
изменяется количество γδT-клеток, представле-
ны в таблице 6.

Изменение относительного количества γδT-клеток Заболевание

Повышение относительного
уровня γδT-клеток

Вирусные инфекции:
   - ВИЧ
   - цитомегаловирус
   - вирус Эпштейна-Бар
бактериальные инфекции:
   - туберкулез легких Mycobacterium
   - легионеллез Legionella
   - туляримия Francisella tularensis
   - сальмонеллез Salmonella
   - боррелиоз (болезнь Лайма) Borellia
Атопический дерматит (у детей)
болезнь Корна
болезнь бехчета
Первичные иммунодефициты

Понижение относительного
уровня γδT-клеток

Атопический дерматит (у взрослых)
Возрастное снижение относительного
уровня γδT-клеток
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Для наиболее полной фенотипической ха-
рактеристики T-клеток проводили анализ не 
только линейно-специфичного маркера T-клеток 
CD3, но и определяли субпопуляционный состав 
T-клеток по экспрессии Т-клеточного рецептора, 

Рис. 3. 
Двухпараметрические гистограммы распределения Т-клеток, полученные в результате многоцветного

анализа лимфоцитов периферической крови пациента с хроническим носительством вируса Эпштейна-бар 

В случае анализа αβT-клеток и γδT-клеток ис-
пользование дополнительного логического огра-
ничения по CD3+ клеткам позволило получить 
дополнительную информацию по интервалам рас-
пределения этих клеток в основной популяции 
T-клеток (табл. 5).

В последние годы большой интерес у исследо-
вателей вызывает такая популяция Т-клеток, как ре-
гуляторные Т-клетки (T-reg). Они играют важ-ную 
роль в супрессии иммунных реакций (регулируют 
Т-клеточный гомеостаз, предотвращают аутоиммун-
ные заболевания, аллергии, гиперчувствительность, 
реакцию трансплантат против хозяина, но снижают 
иммунитет к инфекциям). Таким образом, наличие 
и количественные характеристики этой популяции 
служат важным диагностическим признаком.

а именно γδ- и αβTCR. Для этих целей были ис-
пользованы следующие комбинации монокло-
нальных антител: CD3/CD4/CD8/CD45 и αβTCR/
γδTCR/CD3/CD45 (рис. 3), результат представлен в 
таблицах 4 и 5.

T-reg клетки имеют следующий фенотип –
CD3+CD4+CD25brightCD45R0+CD95+, однако наибо-
лее важным их маркером является фактор транс-
крипции скурфин (scurfin, FOXP3), который 
находится внутри клеток, что затрудняет работу 
по идентификации T-reg клеток.

Исследования последних лет показали, что 
экспрессия CD127 на T-reg клетках снижена или 
отсутствует и их локализация возможна без вы-
явления FOXP3 [8].

Для выявления T-reg клеток был использо-
ван многоцветный цитометрический анализ с 
многоэтапным введением логических ограни-
чений и следующяя комбинация моноклональ-
ных антител: CD45-FITC, CD4-PC7, CD25-PC5 и 
CD127-PE (рис. 4).

Рис. 4. 
Многоэтапное логическое ограничение при анализе T-reg клеток в периферической крови.
А – гистограмма распределения CD127 и CD25 после логического ограничения по CD4 и CD45.
В зоне Е находятся регуляторные клетки. б – гистограмма распределения CD4 и CD25 после

логического ограничения только по CD45. черные точки – T-reg клетки
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Результаты анализа T-reg клеток взрослых прак-
тически здоровых лиц представлены в таблице 4. 
Подход с использованием множественных логиче-
ских ограничений выявил интервалы распределе-
ния T-reg клеток в основной популяции T-клеток 
практически здоровых лиц (табл. 5).

Не меньший интерес вызывает анализ наивных 
Т-клеток. Экспрессия на клеточной поверхности 
различных изоформ молекулы CD45 позволя-ет 
выделить среди CD4+ Т-лимфоцитов человека наи-
вные Т-клетки. Принято относить субпопуляцию 
CD4+CD45RA–CD45R0+ Т-лимфоцитов к Т-клеткам 
памяти и соответственно CD4+CD45RA+CD45R0- – к 
наивным Т-клеткам. Подобное разделение основа-
но исключительно на способности CD4+CD45RA–
CD45R0+ Т-клеток, а не наивных Т-лимфоцитов 

Рис. 5. 
Распределение лимфоцитов практически здорового донора (В и Г) и пациента в послеоперационный период

(А и б). На гистограммах А и В представлен результат анализа общей популяции CD45 позитивных
лимфоцитов. На гистограммах б и Г анализировали только CD45 и CD4 позитивные клетки,
локализованные при помощи многоэтапного логического ограничения по этим маркерам

Как видно из рисунка 5, определение относительно-
го количества CD45RA+ и CD45R0+ клеток по всей попу-
ляции лимфоцитов малоинформатив-но (рис. 4А и 4В). 
Только многоцветный цитометрический анализ с логи-
ческим ограничением по зоне CD4 позитивных клеток 
позволяет четко увидеть различие между CD45RA+ и 

интенсивно отвечать на повторный контакт с ан-
тигеном in vitro. В свою очередь, быстрый и уси-
ленный ответ Т-клеток памяти на специфический 
антиген является их важнейшим функциональ-
ным отличием от наивных предшественников [9]. 
Однако следует отметить, что CD45R0 также экс-
прессируют регуляторные Т-клетки и активиро-
ванные Т-хелперы.

Определение количества CD4+CD45RA+CD45R0– 
и CD4+CD45RA–CD45R0+ лимфоцитов может слу-
жить хорошим диагностическим признаком. Этот 
факт четко проявляется при развитии иммунного 
ответа на инфекции и в случаях хирургического 
вмешательства, поскольку происходит накопле-
ние доли CD4+CD45RA–CD45R0+ клеток и снижение 
CD4+CD45RA+CD45R0–.

CD45R0+ CD4+ Т-лимфоцитами в зависимости от разви-
тия иммунного ответа (рис. 5Б и 5Г).

В процессе исследования количество наивных 
Т-клеток было проанализировано при помощи сле-
дующей комбинации моноклональных антител: 
CD4/CD45RA/CD45R0/ CD45. Результаты анализа 
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Таблица 7.
Примеры отклонений в активности и количестве NK-клеток, связанные с проявлением

клинических признаков или увеличенным риском заболеваний у людей [12]

наивных Т-клеток взрослых практически здоровых 
лиц представлены в таблице 2.

Анализ NK-клеток и их субпопуляций. Имму-
нофенотипирование с использованием многоцветного 

анализа особенно важно для харак-теристики высоко-
специализированных субпопуляций лимфоцитов, таких 
как NK-клетки. В таблице 7 представлены патологии, при 
которых ме-няется количество NK-клеток.

Изменение количества
и активности NK-клеток

Патологическое
состояние

Ассоциированные
симптомы и риски

Постоянно низкие
активность и
количество NK-клеток

Приобретенный или врожденный 
иммунодефицит, включая СПИД

Высокий риск возникновения онколо-
гических заболеваний и достаточно 
частые инфекционные заболевания

Синдром Чедиака-Хигасси Повышенный риск
образования лимфом

Дефицит CD11/CD18 молекул семей-
ства клеточной адгезии

Увеличенная восприимчивость к ви-
русным инфекциям

Онкологические заболевания Распространение метастазов
Онкологические заболевания,
связанные с наследственностью

Вероятность появления злокачествен-
ного образования выше нормального

Лейкемия Предшествует рецидиву
Х-связанный лимфопролиферативный 
синдром

Повышенная чувствительность к ви-
русу Эпштейна-Бара

Рак молочной железы (при диагнозе) Неблагоприятный прогноз
Рак шеи и головы (до терапии) Неблагоприятный прогноз
Терапия цитостатиками Более высокая вероятность рецидива
Вирусная инфекция (цитомегаловирус, 
вирус Эпштейна-Бара, вирус герпеса)

Более высокая частота, серьезность 
и продолжительность заболевания

Другие вирусные и бактериальные 
инфекции

Более высокая частота, серьезность 
и продолжительность заболевания

Аутоиммунные заболевания Возможно более активное течение бо-
лезни, увеличенная частота инфекций

Психические расстройства:
– Синдром дефицита NK-клеток

– Синдром хронической усталости

– Депрессия

– Хронический стресс 

Усталость, сниженная воспри-имчи-
вость, лихорадка

Повышенная утомляемость,
апатичность, увеличенная
частота вирусных заболеваний

Более серьезные признаки

Неспособность справляться с
ежедневными проблемами, усталость

Постоянно высокие
активность и
количество NK-клеток

Лимфопролиферация NK-клеток
Хроническая пролиферация
больших гранулярных лимфоцитов
(LGL-пролиферация)

LGL лимфоцитоз, цитопения,
спленомегалия

Острая пролиферация больших
гранулярных лимфоцитов
(LGL-пролиферация)

Встречается совместно с активной 
лейкемией/лимфомой

NK-клетки являются носителями двух основных 
функций. Во-первых, это лизис опухолей и инфици-
рованных вирусами клеток [10], а во-вторых, регуляция 
врожденного и адаптивного иммунных ответов [11].

Для локализации NK-клеток среди других лим-

фоцитов используют уникальную комбинацию из 
нескольких маркеров, таких как CD16 и CD56. Однако 
Т-клетки также могут экспрессировать на своей по-
верхности CD56 и CD16 (так называемая популяция 
T-NK-клетки). Для разделения этих отличающихся от 
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Т-клеток популяций используют молекулу CD3, т. к. 
NK-клетки никогда ее не экспрессируют.

Популяция NK-клеток по своему составу обладает 
достаточной гетерогенностью. Среди популяции цир-
кулирующих NK-клеток выделяют две основные субпо-
пуляции. Первая экспрессирует CD16 и низкий уровень 
CD56 (CD16+ (or high) CD56dim). Вторая экспрессирует CD56, 
однако CD16 на них представлен в низкой плотности или 
полностью отсутствует (CD16– (or low) CD56bright). Послед-
няя субпопуляция составляет около 10–20% от общего 
количества NK-клеток. Они секретируют IFNγ и другие 
цитокины и имеют меньшую цитолитическую актив-
ность. В свою очередь субпопуляция CD16highCD56dim 
составляет около 80–90% от NK-клеток периферической 
крови, они слабо секретируют цитокины, но обладают 
высокой цитолитической активностью [13].

При двухцветном окрашивании лимфоцитов с ис-
пользованием комбинации антител CD3, CD56+CD16 воз-
можно локализовать NK-клетки и оценить их абсолют-
ное и относительное количество. Однако в этом случае 
отсутствует возможность определить их субтипы. Дан-

ную задачу позволяет решить применение многоцвет-
ного анализа и комбинации моноклональных антител 
CD3/CD16/CD56/CD45. Этот подход позволил локализовать 
не только популяции NK-клеток и T-NK-клеток, но и от-
дельные малые субпопуляции NK-клеток, имеющие фе-
нотип CD16+ (or high) CD56dim и CD16– (or low) CD56bright. 
Результаты анализа общих NK-клеток, малых субпопу-
ляций NK-клеток и T-NK-клеток взрослых практически 
здоровых лиц представлены в таблицах 4 и 5.

Таким образом, проведенные исследования субпо-
пуляционного состава клеток периферической крови 
практически здоровых лиц в различных регионах Рос-
сии позволили определить интервалы распределения 
содержания как основных, так и малых субпопуляций 
клеток иммунной системы человека. Сравнение полу-
ченных результатов с литературными данными (табл. 
8), опубликованными в зарубежной и отечественной 
литературе, свидетельствуют о близости референтных 
интервалов распределения основных субпопуляций 
клеток иммунной системы практически здоровых лиц 
вне зависимости от места проживания [14–17].

Таблица 8.
Сопоставление интервалов распределения основных субпопуляций лимфоцитов в периферической

крови взрослых здоровых лиц, полученных авторами, с литературными данными
Однако по-прежнему остается открытым вопрос о 

референтных интервалах, связанных с региональными 
особенностями отдельных облас-тей и этнических групп 
населения РФ. В качестве примера можно привести так 
называемый «северный фенотип» – повышенное содер-
жание NK-клеток. В данном случае их количество нахо-
дится около верхней границы распределения, а в неко-
торых случаях и превышает ее, хотя для этих регионов 
такое является нормой. Все это требует объединения уси-
лий различных лабораторных коллективов в проведении 
исследований в данном направлении.

Развитие проточной цитофлуориметрии в нашей 
стране привело к широкомасштабному применению 
оценки основных субпопуляций лейкоцитов и их акти-
вационных маркеров в клинической практике, причем 
не только с целью выявления количественных дефектов 
этих клеток, но и в диагностических целях (диагности-
ка аутоиммунных процессов, септических состояний и 

Субпопуляции Zidovec Lepej S. et 
al. [17] n=50

Pope V.
et al. [16] n=246

Comans-Bitter
W. et al. [15] n=51

Тотолян Арег
А. и др. [14]

Собственные
данные (n=356)

Т-лимфоциты
(CD3+)

73,3
(59,0–88,2) 72,1 (54–85) 72 (55–83) 70 (60–80) 73 (61–85)

Т-хелперы
(CD3+,CD4+)

43,8
(34,9–64,3) 44,1 (32–58) 44 (28–57) 41,5 (33–50) 45 (35–55)

Т-цитотоксические
(CD3+,CD8+)

23,9
(11,0–37,1) 31,2 (19–44) 24 (10–39) 27,5 (16–39) 27 (19–35)

Т-активированные
(CD3+,HLA-DR+)

1,9
(0,5–25,9) Нет данных 5 (2–12) Нет данных 3 (0,5–6,0)

В-лимфоциты 
(CD19+)

9,7
(4,4–26,4) 13,3 (6–23) 12 (6–19) 13,5 (5–22) 12 (7–17)

NK-клетки
(CD3-,CD16+, CD56+)

3,9
(0,4–19,3) 12,2 (5–23) 13 (7–31) 11,5 (3–20) 15 (12–18)

др.). В то же время во многом остается дискуссионным 
вопрос о референтных значениях различных клеточ-
ных субпопуляций как для страны в целом, так и для 
различных регионов и этносов. Учитывая насущную 
необходимость в формировании таких референтных 
значений, нами была предпринята попытка по регла-
ментации нормативных показателей наличия попу-
ляций и субпопуляций лимфоцитов по их фенотипу. 
Подобранная комбинация моноклональных антител 
и использование многоцветного цитофлуориметриче-
ского анализа с многоэтапным гейтированием позво-
лили адекватно и точно определить их в перифериче-
ской крови. Предложенные алгоритмы и полученные 
данные могут служить основой для исследователей и 
врачей-иммунологов (врачей клинической лаборатор-
ной диагностики и врачей-клиницистов) при трактов-
ке полученных результатов у пациентов с той или иной 
иммунопатологией.

Редакция благодарит РАМЛД за разрешение перепечатки статьи из журнала «ЛАБОРАТОРНАЯ МЕДИЦИНА №12/2013».
Список литературы находится в редакции РАМЛД.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ СТВОЛОВЫх
ГЕМОПОЭТИчЕСКИх КЛЕТОК МЕТОДОМ
ПРОТОчНОЙ ЦИТОМЕТРИИ

Е. А. Кустова, Н. Т. Уразалиева,
М. Г. булегенова, К. И. билялова

 
Научный центр педиатрии и детской хирургии, г. Алматы, Казахстан

Трансплантация гемопоэтических стволовых 
клеток – быстро развивающаяся технология, ко-
торая позволяет добиться успеха при лечении 
злокачественных заболеваниях крови (лейкемии, 
лимфомы, миеломы) и других гематологических 
заболеваний (первичный иммунодефицит, апла-
стическая анемия, миелодисплазия). Трансплан-
тация гемопоэтических стволовых клеток может 
быть аутогенной, при которой используют стволо-
вые клетки самого пациента, выделенные из пери-
ферической крови, и аллогенной, когда использу-
ют костный мозг или пуповинную кровь донора.

Для проведения успешной трансплантации 
необходимо определение количества гемопоэти-
ческих стволовых клеток (ГСК) в периферической 
крови и костном мозге, которое достаточно давно 
и подробно охарактеризованы иммунологически 
[1]. Иммунофенотипическая характеристика ГСК 
включает определение базисных характеристик 
стволовой клетки – светорассеяния лазерного 
луча, определяющих размер и степень грануляр-
ности, а также уровней экспрессии CD34 и CD45 
на мембране клеток пула ГСК. Известно, что клет-
ки пула ГСК имеют низкие параметры бокового 
светорассеяния (SSC-low), то есть, количество кле-
точных включений минимально [2].

Молекула CD34 является стадиеспецифичным 
антигеном, определяющим клетки ранних этапов 
дифференцировки. Показано, что при достаточ-
ной морфологической однородности CD34+ клет-
ки гетерогенны по функциональным свойствам и 
уровню пролиферативной активности. Установле-
но, что по мере дифференцировки клетки от ис-
тинно стволовой (обладающей широким спектром 
возможностей к дифференцировке и пролифера-
ции) до унипотентной (способной к дифферен-
цировке только по одному ростку кроветворения) 
репопулирующая способность и потенциал про-
лиферации снижаются [3].

Известно, что уровень экспрессии панлейко-
цитарного антигена CD45 представлен на всех ге-
мопоэтических клетках по-разному, по мере диф-
ференцировки клеток его экспрессия нарастает. 
Сопоставление уровней экспрессии CD34 и CD45 
позволяет идентифицировать ГСК в биологиче-
ском материале [4].

Целью данного исследования явился сравни-
тельный анализ определения стволовых гемопоэ-
тических клеток в процессе афереза.

В данной публикации приводятся результа-
ты иммуноцитофлюориметрического исследо-
вания стволовых гемопоэтических клеток пери-
ферической крови и костного мозга, полученных 
в ходе ауто- и аллотрансплантаций в Научном 
центре педиатрии и детской хирургии, где в 
2013 году была освоена и внедрена трансплан-
тация гемопоэтических стволовых клеток с це-
лью улучшения лечения онкогематологических 
и других заболеваний.

Всего было проведено 11 ауто- и 3 аллотран-
сплантации.

Аллотрансплантацию проводили детям 
с острым лимфобластным лейкозом, острым 
миелобластным лейкозом, миелодиспластиче-
ским синдромом; аутотрансплантацию – детям 
с лимфомой Ходжкина, нейробластомой, рети-
нобластомой.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Пробоподготовка для выявления ГСК в пери-

ферической крови и костном мозге осуществля-
лась при помощи двухплатформенного метода по 
принципу окрашивание-лизис-отмывка. Клетки 
(не менее 2-3×106/мл) были окрашены в течение 
15 минут CD45 FITC, CD34 PE, (Becton Dickinson, 
USA) из набора Stem Cell Enumeration Kit. Для 
лизирования эритроцитов был внесен раствор 
Ammonium Chloride Lysing Solution, подготовлен-
ный согласно рекомендациям производителя. Да-
лее был добавлен 7-AAD (7-амино-актиномицин 
D) для окрашивания нежизнеспособных клеток. 
Клетки были анализированы на проточном цито-
метре FacsCanto II в течение часа.

Разработанный алгоритм получения и анализа 
данных включал:

– определение содержания ядросодержащих 
событий;

– идентификация кластера CD45+ событий на 
проточном цитофлюориметре;

– при помощи специальной функции цитоме-
тра из анализа исключаются нежизнеспособные 
клетки 7-AAD+; 
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Рис. 1.
Гистограмма показателей светорассеяния CD45/SSC.

В анализ включаются только CD45+ позитивные
события. Желтым цветом выделены ГСК, которые

по параметрам светорассеяния всегда имеют
более низкий уровень экспрессии антигена CD45

Рис. 2.
Гистограмма с добавлением внутриклеточного

красителя 7-AAD для определения
нежизнеспособных клеток

– гейтирование кластера CD45+CD34+ пози-
тивных событий по параметрам светорассеяния 
осуществляется на основе живых ЯСК (ядросодер-
жащих клеток).

Абсолютное количество стволовых гемопоэти-
ческих клеток рассчитывалось на основании пока-
зателей относительного количества CD45+CD34+ 
клеток, объема полученного образца и массы тела 
реципиента. Многолетний опыт трансплантаций 
костного мозга и периферической крови за рубе-
жом свидетельствует о том, что для успешного 
восстановления кроветворения необходимо со-
брать не менее 3х106/кг CD34+ стволовых гемопо-
этических клеток. Это является ключевым момен-
том для исхода трансплантации [5].

РЕЗУЛьТАТЫ И ОбСУЖДЕНИЕ  
Для определения ГСК мы использовали двухплат-

форменный метод, который, на наш взгляд, является 
наиболее удобным и точным. Он включает в себя опреде-
ление ЯСК на гематологическом анализаторе, и цитоф-
люориметрическое описание параметров CD34+ клеток. 
В последующем просчитывается абсолютное количество 
стволовых клеток, позволяющих судить о достаточном 
их количестве в каждом конкретном образце.

Относительное содержание CD45+ событий было 
оценено при исследовании образцов, окрашенных 
антителами FITC. Всего собиралось не менее 500 000 
событий, в гейте CD45+CD34+ – не менее 100. При кон-
центрации ЯСК в образце более 100×109/л образец раз-
водится в определенных соотношениях (рис. 1,2,3).

Рис. 3.
Гистограмма CD45+CD34+7-AAD- для выявления

относительного количества ГСК

На этапе замораживания с целью сохранения 
выделенных в ходе трансплантации ГСК к ним до-
бавлялся клеточный криопротектор диметилсуль-
фокскида (ДМСО). Это позволяет максимально со-
хранить жизнеспособность ядросодержащих клеток 
(ЯСК). Далее, пакеты с ГСК поместили в специаль-
ные дюары для хранения при t=-180°С. После размо-
раживания образцы снова подвергались проверке 
на количество ГСК перед введением пациенту.

Данные по определению относительного и абсо-
лютного количества стволовых CD34 гемопоэтиче-
ских клеток представлены в таблицах 1,2.
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Таблица 1.
Содержание ГСК в периферической крови с ДМСО

Таблица 2.
Содержание ГСК в костном мозге

Как показано в таблицах 1,2, средний процент 
CD34+ в образцах при аутологичных трансплан-
тациях с добавлением клеточного криопротекто-
ра ДМСО составил 2,8±0,3, костного мозга – 2,7±0,7. 
В пересчете на абсолютные значения (на кг массы 
тела) это составило 6,1±1,0 и 2,7±2,5, соответственно. 
В среднем, как показано в таблицах 1,2, количества 
ГСК было достаточным как при ауто-, так и при ал-
лотрансплантациях.

Только в одном случае аутотрансплантации 
было собрано недостаточное количество ГСК, что 
выражалось как в низком относительном количестве 
(1,0%), так и в недостаточном содержании CD34 на кг 
массы тела пациента (1,4×106/кг). 

ВЫВОДЫ
Таким образом, включение протокола определе-

ния количества CD34+ клеток в процедуру ауто- и 
аллотрансплантации позволяет оценить количе-
ственное содержание малоклеточной популяции 
ГСК в продукте афереза.

В ходе проведения методики определения CD34 
использовались параметры точной верификации 
ГСК путем иммунофлуресценции в образце:

 – светорассеяние лазерного луча: показатель 
бокового светорассеяния для них всегда низкий 
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 Аутологичная ТГСК, с ДМСО V, мл ЯСК×109/л %CD34+ CD34+×106/кг
M±m 60,0 79,0±18,6 2,8±0,3 6,1±1,0
Min 8 1,0 1,4
Max 227 5,3 12,2

 Аутологичная ТГСК, с ДМСО V, мл ЯСК×109/л %CD34+ CD34+×106/кг
M±m 60,0 33,3±22 2,7±0,7 2,7±2,5
Min 19,7 3,9 2,9
Max 58,8 3,2 5,4

SSC-low, то есть оптическая плотность клеточной 
цитоплазмы невысока, а количество клеточных 
включений минимально;

 – более низкий уровень экспрессии CD45 анти-
гена на стволовых клетках по сравнению с уровнем 
их на зрелых лимфоцитах.

Общепринятое количество CD34+ клеток для 
успешной трансплантации считается не менее 
3×106/кг CD34+, следовательно, в ходе проведения 
процедур ауто- и аллотрансплантации стволовых 
гемопоэтических клеток у детей было получено до-
статочное количество CD34+ клеток. Для успешной 
трансплантации главное – содержание CD34 в афе-
резном продукте, но не содержание ЯСК, то есть 
предиктором качества запланированного афереза 
является сбор достаточного количества ГСК с целью 
дальнейшего введения их пациентам.

У всех пациентов после ГСК получен хороший 
клинический эффект. Однако, количество стволо-
вых клеток, инфузируемых пациенту при ауто- и 
аллотрансплантации не является единственным 
условием, определяющим успешность трансплан-
тации. Большое значение имеют режим кондици-
онирования, возраст пациента, степень совмести-
мости по системе HLA донора и реципиента и ряд 
других факторов.
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ПРОТОчНАЯ ЦИТОМЕТРИЯ В ИССЛЕДОВАНИИ
СУбПОПУЛЯЦИОННОГО СОСТАВА
ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИчЕСКОЙ
КРОВИ И ПЛАЦЕНТЫ  В ЭКСПЕРИМЕНТЕ
У ЖИВОТНЫх ПРИ ГИПОКСИИ 

Ж. А. Утешева, Л. С. Дзоз, К. Р. Жиенбаев, А. М. Курманова,
Н. В. Кравцова, Г. К. Тохтакулинова, З. Ж. Сейдахметова

Научный центр акушерства, гинекологии и
перинатологии МЗ РК, г. Алматы, Казахстан

Состояние иммунной системы при пренаталь-
ной гипоксии является ведущим критерием полно-
ценности гомеостатических механизмов  репродук-
тивных процессов [1,2,3]. Именно иммунная система 
обеспечивает поддержание гомеостаза организма 
плода. Недостаточность тех или иных звеньев имму-
нитета, может привести к неблагополучному исходу 
беременности. Кислородная недостаточность способ-
ствует  нарушению функций организма, изменению 
обменных процессов, появлению аномалий развития 
эмбриона и т.д. На поздних сроках беременности 
кислородное голодание приводит к задержке роста 
плода, поражению центральной нервной системы, 
снижению адаптационных возможностей новорож-
денного [4,5,6]. Исследование фенотипа лимфоцитов 
(суммы поверхностных рецепторов клетки, связан-
ных с разными этапами еe развития) [7] в перифери-
ческой крови и локально в плаценте помогут выявить 
закономерности формирования адаптации организ-
ма к гипоксии при беременности.

ЦЕЛь
Изучить субпопуляционный состав лимфоци-

тов при пренатальной гипоксии различной степени 
тяжести в эксперименте у крыс.

Материалы и метода: Экспериментальные ис-
следования проводились на 50 половозрелых белых 
беспородных крысах-самках, массой 220-235 г. с 21-
22 дневным циклом гестации. Все животные были 
разделены на три группы: 1) вне беременности – 10 
животных; 2) контрольная группа (физиологическая 
беременность) – 10 животных; 3) основная группа 
–30 животных, содержащихся в условиях экспери-
ментальной хронической гипоксии (10 – лeгкой, 10 
–средней, 10 – тяжeлой степени). Забор перифериче-
ской крови и плаценты крыс проводили на 21 день 
беременности. Пренатальная хроническая гипоксия 
воспроизводилась путем экспозиции беременной 
самки крысы в условиях атмосферного воздуха с 
примесью паров хлористого метилена. 

Наличие и степень тяжести гипоксии у экспери-
ментальных животных определяли по методу Назы-
рова А.Т., Исраиловой М.З. по содержанию в крови 
карбоксигемоглобина и КОС. Экспозиция с 18 по 21 

день беременности – гипоксия лeгкой степени, с 16 по 
21  – выраженная гипоксия, с 14 по 21  – угрожающее со-
стояние плода. Забор периферической крови осущест-
вляли после дачи эфирного наркоза путeм декапита-
ции животных в стерильные одноразовые пробирки с 
антикоагулянтом ЭДТА. Гематологические показатели 
(общее количество лейкоцитов, лимфоцитов) опреде-
ляли на гематологическом анализаторе. Лимфоциты 
плаценты крыс выделяли из одного грамма гомогене-
зированной ткани плаценты, которую фильтровали 
через 5 слоeв стерильной марли, и далее добавляли 1 
мл стерильного физиологического раствора. Иденти-
фикацию лимфоцитов осуществляли по общему лей-
коцитарному гейту СД45+.

 Исследование субпопуляционного состава лим-
фоцитов крови крыс выявляли методом прямой 
мембранной иммунофлюоресценции на проточном 
цитометре BD Facs Calibur с применением панели 
моноклональных антител к поверностным анти-
генам лимфоцитов крыс: к СД3+-маркеру зрелых 
Т-лимфоцитов, к СД4+-маркеру хелперно/индуктор-
ных Т-клеток, к СД8+-маркеру супрессорно/цитоток-
сических Т-лимфоцитов, к СД16+-маркеру натураль-
ных киллерных клеток, к СД25+-маркеру £-цепи ИЛ-2, 
к СД27+-маркеру дифференцировки. Использовали 
коммерческие наборы реагентов  Fitc labeled anti-rat 
СД3, СД4, СД8, СД16, а также  PE labeled anti-rat СД25, 
СД27 (BD Biosciences, США). Достоверность различий 
определялась по коэффициенту Стьюдента (P<0,05). 

РЕЗУЛьТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
В результате эксперимента были получены сле-

дующие данные. В таблице 1 приведены основные 
показатели субпопуляционного состава лимфоци-
тов (относительное  количество) в периферической 
крови крыс. Содержание в периферической крови 
СД3+ лимфоцитов при I степени гипоксии не от-
личалось от данных физиологической беременно-
сти (р<0,05), достоверно снижалось  в группе со II 
степенью гипоксии (р<0,05), и возрастало при III 
степени гипоксии (р<0,05). По мере тяжести гипок-
сии в группе крыс со II степенью гипоксии имело 
место снижение количества СД3+ клеток в срав-
нении с I степенью, которое повышалось при III 
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Таблица 1. Cубпопуляционный состав лимфоцитов периферической
крови крыс при гипоксии различной степени тяжести

Среди лимфоцитов с фенотипом СД4+ и СД8+, 
осуществляющих иммунорегуляцию, отмечалось до-
стоверное снижение количества СД4+ лимфоцитов в 
группе животных с гипоксией I и II степени в сравне-
нии со здоровыми крысами, которое приближалось к 
контролю при III степени гипоксии. СД8+ клетки, на-
оборот, при I и II степени гипоксии  были увеличены в 
сравнении с физиологической беременностью и досто-
верно снижались при III степени гипоксии (р<0,05). Т.е. 
хелперно-индукторные Т-лимфоциты, осуществляю-
щие протективный иммунный ответ, при I и II степени 
гипоксии снижались в сравнении с данными, получен-
ными от здоровых животных, и нормализовались при 
III степени гипоксии. Супрессорно-цитотоксические 
Т-клетки при гипоксии I и II степени были заметно 
увеличены  в сравнении с таковыми у здоровых крыс 
и снижены при III степени гипоксии. Соответственно, 
вел себя и иммунорегуляторный индекс (СД4+/СД8+),  
который был снижен при I  и  II степени гипоксии, и 
увеличен при III степени в сравнении с данными, полу-
ченными от здоровых крыс с физиологическим течени-
ем беременности (р<0,05). В динамике гипоксии, при 
нарастании  тяжести при II степени в сравнении с I, от-
мечалось снижение СД4+лимфоцитов и нарастание ко-
личества этих клеток при III степени гипоксии (р<0,05).  
Количество СД8+лимфоцитов при III степени гипоксии 
было снижено в сравнении с I и II степенью (р<0,05) и 
не различалось между I и II степенью гипоксии. Т.е. в 
динамике развития гипоксии, при II степени тяжести, 

степени гипоксии (р<0,05).  Т.е. количество зрелых 
Т-лимфоцитов значительно отличалось при  II сте-
пени гипоксии от данных, полученных от здоровых 

крыс, в динамике гипоксии имело место уменьше-
ние количества клеток при II степени, повышающе-
еся при III степени гипоксии.

Показатели  лимфоцитов
периферич. крови, %

Физиол.
беременность

Группы животных
Пренатальная гипоксия

I степень II степень III степень

СД3+ 69,55±1,18 66,64±2,25 50,80±2,07*
**

70,09±0,96***
*

СД4+ 52,48±1,54 38,87±1,35* 31,64±2,11*
**

51,72±2,91***
**

СД8+ 21,92±1,97 32,01±1,74* 30,66±0,26* 15,73±1,52*
**  ***

СД16+ 0,86±0,13 0,64±0,05 0,44±0,01*
** 0,54±0,06*

СД25+ 7,62±0,44 2,73±0,08* 3,26±0,44* 12,54±2,64***
**

СД27+ 39,33±1,54 26,37±1,19* 29,15±0,80* 20,17±1,33*
**  ***

ИРИ
(СД4+/СД8+) 2,39±0,38 1,21±0,04* 1,03±0,06*

**
3,28±0,38**

***
* – р<0,05 между гипоксией и физиологической беременностью;
** – р<0,05 между гипоксией I и II, III степени;
*** – р<0,05 между гипоксией  II и  III степени.

шло уменьшение количества циркулирующих в крови 
хелперно-индукторных и не меняющееся количество 
супрессорно-цитотоксических Т-лимфоцитов в сравне-
нии с I степенью, а дальше, по мере нарастания гипок-
сии (III степень), хелперно-индукторные клетки начина-
ли увеличиваться, имея тенденцию к нормализации, а 
супрессорно-цитотоксические лимфоциты наоборот, 
еще больше снижались. Т.е. отмечалась разбалансиров-
ка иммунокомпетентных СД4+ и СД8+ клеток, обуслов-
ленная тяжестью гипоксии. Количество натуральных 
киллерных клеток СД16+ фенотипа в опытных  со II и 
III степенью гипоксии группах крыс, было достовер-
но снижено по сравнению с аналогичными данными, 
выявленными в группе здоровых и отличалось от по-
казателей, полученных при гипоксии в I группе крыс 
(р<0,05). В динамике гипоксии – при II степени тяжести 
шло уменьшение СД16+ клеток по сравнению с данны-
ми, выявленными у опытных крыс с I степенью гипок-
сии, которое практически не отличалось от показате-
лей, полученных при  III  степени гипоксии (р<0,05). Т.е. 
количество натуральных киллерных клеток, циркули-
рующих в крови опытных крыс, не отличалось от дан-
ных контроля при I степени гипоксии, было достоверно 
уменьшено при II степени и практически не менялось 
при III степени гипоксии. Количество активированных 
по СД25+ маркеру лимфоцитов резко уменьшалось 
при I  и  II степени гипоксии в сравнении со здоровыми 
(р<0,05),  и имело тенденцию к нарастанию показателей 
при III степени гипоксии. В динамике гипоксии шло на-



А Л Л Е Р Г О Л О Г И Я  И  И М М У Н О Л О Г И Я

80

растание количества СД25+ клеток при III степени  тя-
жести по сравнению с I и II (р<0,05), а также тенденция 
статистически недостоверная к увеличению данных 
при II степени в сравнении с I.  Т.е. при гипоксии шло 
снижение в циркуляции количества активированных 
клеток по СД25+ маркеру ранней активации при I и II 
степени гипоксии, которое при III степени было замет-
но увеличенным. Т.е. на системном уровне пренатальная 
гипоксия вызывала разнотипные нарушения СД25+ ре-
цептора на иммунокомпетентных клетках перифери-
ческой крови крыс, которые зависели от тяжести гипок-
сии. Количество лимфоцитов, несущих рецептор СД27, 
в целом у всех крыс с пренатальной гипоксией, было 
достоверно меньше аналогичных данных полученных 
от крыс с физиологической беременностью (р<0,05). У 
здоровых крыс вне беременности количество СД27 лим-
фоцитов не отличалось от результатов, полученных при 
физиологической беременности, составив 36,40±0,47 % 
и 39,3±1,54 % соответственно. Т.е. пренатальная гипок-
сия способствовала нарушению дифференцировки 
Т-лимфоцитов у крыс, вызывая снижение количества 
лимфоцитов с СД27 маркером, что вызывало серьезные 
сдвиги в иммунной системе. В зависимости от тяжести 
гипоксии показатели были достоверно снижены при III 
степени гипоксии в сравнении со II и I (р<0,05) и не раз-
личались между I и II  степенью гипоксии.

Таким образом, исследование субпопуляционного 
состава лимфоцитов периферической крови крыс при 
пренатальной гипоксии различной степени тяжести 
позволило выявить разбалансировку количествен-
ных показателей, зависящую от степени тяжести ги-
поксии. Количество зрелых СД3+ (Т-лимфоцитов) не 
различалось между здоровыми и больными беремен-
ными крысами при I степени гипоксии, достоверно 
снижалось при II степени гипоксии и увеличивалось 
при III степени   гипоксии. В динамике гипоксии шло 
уменьшение количества зрелых СД3+ лимфоцитов 
при II и нарастание при  III степени   гипоксии. Содер-
жание иммунорегуляторных хелперно-индукторных 
(СД4+) Т-лимфоцитов снижалось при  I  и  II степени 
гипоксии в сравнении со здоровыми и нормализова-
лось при III степени. В динамике гипоксии имело ме-
сто снижение количества СД4+  клеток, осуществля-
ющих иммунорегуляцию, при II степени гипоксии в 
сравнении с I, и увеличение числа СД4+ клеток при III 
степени гипоксии в сравнении со II и I. Количество су-
прессорно-цитотоксических СД8+ Т-лимфоцитов уве-
личивалось при I и II степени гипоксии в сравнении 
с данными полученными при физиологической про-
текающей беременности и снижалось при III степе-
ни гипоксии. В динамике гипоксии СД8+ показатели 
лимфоцитов не различались при I и II степени гипок-
сии и достоверно снижались при I  степени гипоксии. 
ИРИ был снижен при I и II степени и увеличен при 
III степени гипоксии в сравнении со здоровыми, а ко-
личество натуральных киллерных СД16+ лимфоцитов 
при I степени гипоксии не отличалось от данных кон-
трольной группы, снижалось при II степени, нормали-
зуясь при III степени гипоксии. В динамике патологии 

отмечалось уменьшение количества СД16+ клеток при 
II степени в сравнении с I, далее при III степени гипок-
сии имела место тенденция к некоторому нарастанию 
СД16+. Содержание активированных СД25+ лимфоци-
тов резко уменьшалось при I  и II степенях гипоксии 
в сравнении со здоровыми и имело тенденцию к на-
растанию при III степени гипоксии. В динамике ги-
поксии показатели СД25+ не различались между I и II 
степенью гипоксии и были достоверно увеличены при 
III степени гипоксии по сравнению с I и II. Количество 
СД27+ лимфоцитов было достоверно снижено при 
всех степенях гипоксии (I, II, III) в сравнении с анало-
гичными данными, полученными при физиологиче-
ской беременности. В динамике гипоксии количество 
СД27 лимфоцитов было достоверно снижено при III 
степени гипоксии в сравнении с I  и  II.

Известно, что благоприятный исход беременности 
во многом определяют факторы иммунитета, участву-
ющие в процессе взаимодействия материнских клеток 
и трофобласта в децидуальной оболочке, т.е. в месте 
контакта материнских и плодовых тканей. Была про-
ведена локальная оценка относительного содержания 
субпопуляций  иммунокомпетентных клеток пла-
центы крыс (таблица 2). Анализ полученных данных 
позволил выявить серьезные нарушения количества 
иммунокомпетентных клеток плаценты крыс при ги-
поксии различной степени тяжести, отличающиеся 
от аналогичных данных,  полученных от здоровых жи-
вотных с физиологическим течением беременности. 
Так количество зрелых СД3+ клеток у крыс с гипокси-
ей I и II степени превышало аналогичные данные, по-
лученные от контрольной группы животных, и было 
достоверно меньше у животных с III степенью гипок-
сии (р<0,05). В динамике гипоксии при I и II степени 
показатели СД3+ лимфоцитов не выявили достовер-
ных различий между собой, но были снижены при III 
степени гипоксии (р<0,05). 

Иммунорегуляторные хелперно/индукторные
СД4+ и супрессорно/цитотоксические  СД8+ 
Т-лимфоциты также были увеличены при I и II сте-
пени гипоксии в сравнении с данными, полученными 
при физиологической беременности, и снижались при 
III степени гипоксии (р<0,05). В динамике гипоксии 
шло нарастание количества СД4+ и СД8+ лимфоцитов 
при II степени гипоксии в сравнении с I, и снижение 
при III степени гипоксии по сравнению с I и II (р<0,05). 
Количество натуральных киллерных клеток СД16+ 
фенотипа при гипоксии I, II и III степени было увели-
ченным по сравнению с данными, выявленными при 
физиологической беременности (р<0,05). В динамике 
гипоксии количество СД16+ лимфоцитов снижалось 
при II степени гипоксии в сравнении с I и оставалось 
на том же сниженном уровне при III степени (р<0,05). 
Количество лимфоцитов, несущих СД25+ маркер ран-
ней активации,  было увеличенным в сравнении с фи-
зиологической беременностью при I,  II и III степенях 
гипоксии (р<0,05). В динамике гипоксии количество 
СД25+ лимфоцитов было увеличенным при II степе-
ни гипоксии в сравнении с I и III, и снижено при  III 
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Показатели лимфоцитов 
плаценты крыс, %

Физио-
логическая

беременность

Группы животных
Пренатальная гипоксия

I степень II степень III степень
СД3+ 22,77 ±1,55 29,25 ±2,10* 33,55 ±1,23* 7,81***±0,23***
СД4+ 4,12 ±0,89 9,74 ±0,22* 17,46** ±0,35* 2,69**±0,19***
СД8+ 8,43 ±1,24 11,23 ±0,90 23,98** ±0,56* 1,57**±0,19***
СД16+ 0,075 ±0,002 1,65 ±0,25* 0,22**±0,02* 0,26**±0,04*
СД25+ 0,14 ±0,02 3,95 ±0,08* 1,17** ±0,27* 0,73**±0,03*
СД27+ 0,23 ±0,01 6,53 ±0,15* 4,70 **±0,15* 4,47**±0,21*

ИРИ (СД4+/СД8+) 0,48 ±0,04 0,87 ±0,06* 0,73 ±0,05* 1,71***±0,03***
* – р<0,05 между гипоксией и физиологической беременностью;
** – р<0,05 между гипоксией I и II, III степени;
*** – р<0,05 между гипоксией  II и  III степени.

в сравнении с I (р<0,05). Количество лимфоцитов, не-
сущих СД27+ рецептор в плаценте крыс с пренаталь-
ной гипоксией было увеличено при I, II и III степени 
гипоксии в сравнении с аналогичными данными кон-
троля (р<0,05). В динамике гипоксии при II и III сте-
пени показатели СД27+ лимфоцитов практически не 
различались между собой, но были достоверно мень-
ше в сравнении с I степенью гипоксии. Иммунорегуля-
торный индекс (ИРИ), оцениваемый по соотношению 
СД4+/СД8+ лимфоцитов, выявил увеличение индекса 
при всех степенях гипоксии в сравнении с контролем 
(р<0,05). По мере нарастания тяжести гипоксии при III 
степени отмечались самые высокие показатели ИРИ в 
сравнении с данными, выявленными при I и II степени.

ЗАКЛЮчЕНИЕ
1. Гипоксия вызывает изменения в иммунной си-

стеме экспериментальных животных относительно 
данных, полученных при физиологической беремен-
ности, приводя к разбалансировке количественных 
показателей иммунитета на системном (перифериче-
ская кровь), локальном (плацента) уровнях. Это выра-
жается в следующем:
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Таблица 2. Cубпопуляционный состав лимфоцитов плаценты крыс
при гипоксии различной степени тяжести

– на системном уровне, в периферической кро-
ви имело место снижение при гипоксии II степени 
количества СД3+, СД16+;   при I, II степени сниже-
ние  СД4+, СД25+, ИРИ;  при III степени снижение  
СД8+; снижение СД27+ лимфоцитов при I,II,III сте-
пени; пул лимфоцитов нарастал при III степени 
гипоксии среди СД3+, СД25+ и при I и II степени 
среди СД8+ лимфоцитов,

– на локальном уровне, в плаценте при гипоксии 
I, II степени регистрировалось увеличение количества 
СД3+, СД4+, СД8+; при I-III степени количество СД16+, 
СД25+, СД27+ лимфоцитов, ИРИ и снижение при III 
степени гипоксии количества СД3+, СД4+, СД8+ клеток.

2. По мере нарастания степени гипоксии  субпо-
пуляционный состав лимфоцитов менялся в зави-
симости от тяжести патологии (уменьшение СД3+, 
СД4+,СД16+ при II степени в сравнении с I; снижение 
СД8+, СД27+ при III  в сравнении с I и II,  нарастание 
СД3+, СД4+ при III степени) в периферической крови; 
на локальном уровне  в плаценте  – (уменьшение при 
III степени СД3+, СД4+, СД8+; снижение при II сте-
пени СД16+, СД27+; увеличение при II степени СД4+, 
СД8+,СД25+- лимфоцитов).
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ЭТИОЛОГИчЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА
ИНФЕКЦИОННЫх ЗАбОЛЕВАНИЙ – ВАЖНЫЙ 
СЕКТОР ЛАбОРАТОРНОЙ МЕДИЦИНЫ

б. В. Каральник

Научный центр гигиены и эпидемиологии
им. Х. Жуматова, г. Алматы, Казахстан

То, что этиологическая диагностика инфекци-
онных заболеваний человека является важным сег-
ментом лабораторной медицины, определяется не 
только тем, что она осуществляется медицинскими 
лабораториями. Очевидность такого положения 
постоянно подтверждается все новыми фактами. В 
последние десятилетия мы все чаще лечим боль-
ных различными инфекционными заболеваниями 
не в инфекционных стационарах. При соблюдении 
необходимого режима в таких стационарах лечат, 
например, больных инфекционными заболевани-
ями, возбудитель которых не передается от боль-
ного человека здоровому или пациенту с другими 
заболеваниями, что требует выполнения анализов 
для определения возбудителя. В организационном 
плане реальность такова, что в терапевтических ста-
ционарах лечат даже больных с вирусными и бак-
териальными пневмониями, возбудители которых 
передаются контактным воздушно-капельным пу-
тем. В таких случаях неинфекционные стационары 
также должны заниматься этиологической диагно-
стикой инфекционной патологии.

Международная классификация болезней, дей-
ствующая до сегодняшнего дня, разделяет соматиче-
ские, онкологические и инфекционные заболевания, 
хотя для все большего числа заболеваний, по клас-
сификации не отнесенных к инфекционным, уже 
установлены инфекционные агенты. Теперь известно, 
что возбудителем рака язвенной болезни желудка и 
двенадцатиперстной кишки является Helicobacter 
pylori, причиной гепатокарциномы – вирусы парен-
теральных гепатитов человека, для рака шейки матки 
практически в 100% случаев установлена этиологиче-
ская роль вирусов папилломы человека. Рак многих 
других органов у женщин и мужчин в значительном 
проценте случаев также вызван папилломавирусами 
человека. Первооткрыватель этиологической роли 
папилломавирусов человека в развитии рака шейки 
матки доктор H. Hausen в 2012 г. сообщил, что на тот 
момент уже в 21% новых зарегистрированных в мире 
случаев рака установлена инфекционная природа. 
В известном и, казалось бы, шутливом выражении 
«Есть только инфекции и заболевания, инфекцион-
ной природы которых мы пока не знаем» велика и 
постоянно растет доля правды.

Каковы успехи и проблемы лабораторной диа-
гностики инфекционных болезней?

Все больше осознается важность методологии 
в этиологической диагностике инфекций. В этом 
аспекте необходимо разделять принципы и техноло-
гии такой диагностики. Принципиально различные 
диагностические лабораторные подходы, известные 
сегодня, разнообразны: микро- и макроскопия био-
проб для визуального опознания возбудителя, вы-
деление потенциального возбудителя из биопроб с 
последующим определением его таксономически 
значимых характеристик; определение в биопробах 
фрагментов возбудителя (специфические для воз-
будителя фрагменты ДНК, РНК, таксономически 
значимые антигены и, возможно, ферменты и т.д.), 
определение физических характеристик возбуди-
теля – обычно инфракрасный спектр; определение  
сопутствующих возбудителю других организмов 
(фаги), определение антигенспецифического (адап-
тивного) иммунного ответа человека на предполага-
емый возбудитель (антитела, лимфоциты с рецепто-
рами к таксономически значимому антигену).

Для большинства этих принципов разработано и 
применяется много технологий. При использовании 
методов выделения возбудителя используют различ-
ные среды для культивирования, что определяется 
особенностями потенциального возбудителя. Для 
определения фрагментов возбудителя применяют 
различные технологии ПЦР, различные серологи-
ческие реакции (преципитации, многие варианты 
агглютинации, ИФА и др.) с использованием поли- 
или моноклональных сывороток и их применением 
в виде растворов или сорбированных препаратов, 
различные субстраты для соответствующих фермен-
тов. Для диагностики по адаптивному клеточному 
или гуморальному иммунному ответу применяют 
разнообразные серологические технологии с ис-
пользованием таксономически значимых антигенов 
возбудителя в виде растворимых или чаще сорбиро-
ванных иммунореагентов (агглютинационные тесты, 
ELISA (ИФА), ELISPOT и др.). Полностью осознана 
необходимость этапного принципа лабораторной 
диагностики, особенно при проведении скрининго-
вых исследований. Арсенал принципов и технологий 
диагностики постоянно расширяется, разрабатыва-
ются новые приборы для автоматизации выполнения 
анализов и объективизации получаемых результатов, 
что уже обеспечило значительные успехи в диагно-
стике инфекционных заболеваний.
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Однако в сфере этиологической диагностики ин-
фекционной патологии существуют и значительные 
проблемы. К основным из них нужно отнести: слож-
ности дифференциации клинически выраженного 
заболевания и, так называемого, здорового носи-
тельства при исследовании ряда биопроб; необходи-
мость дифференциального диагноза между инфек-
циями, вызванными возбудителями со сходными 
антигенами, особенно при сходной клинической 
симптоматике и использовании серологических те-
стов на антигены и антитела; сложности надежной 
иммунологической диагностики при беременности 
(особенно при использовании агглютинацинных 
тестов и РСК), отсутствие стандартных методов ран-
ней этиологической диагностики. Серьезной про-
блемой остается отсутствие тесной связи клиники и 
лаборатории при разработке плана лабораторного 
обследования и интерпретации полученных лабо-
раторных результатов.

Эти нерешенные проблемы снижают эффектив-
ность диагностики и, соответственно, качество лече-
ния, а также точность и своевременность принятия 
противоэпидемических мер предупреждения рас-
пространения заболевания.

Необходимость дифференциации клинически 
выраженного заболевания и здорового носительства 
важна при принятии решения о лечении обследу-
емого. Однако, это затруднительно при выделении 
возбудителя ряда инфекций из фекалий (возбудите-
ли брюшного тифа, паратифов и др.), из зева (воз-
будители дифтерии, стафилококки, стрептококки) 
или из влагалища (возбудители ряда инфекций, 
передающихся половым путем) и т.п. Не всегда по-
могает даже оценка наличия или отсутствия клини-
ческой симптоматики, так как нередко заболевание 
протекает в стертой форме. Положительный резуль-
тат ПЦР, полученный в мазках из влагалища, также 
не позволяет дифференцировать клинически выра-
женное заболевание и носительство некоторых воз-
будителей, передающихся половым путем.

Индикация антигенов потенциального возбуди-
теля в фекалиях и даже в моче может быть резуль-
татом не текущей инфекции, а наступившего после 
нее реконвалесцентного периода и длится значи-
тельно дольше, чем принято считать для периода 
клинической реконвалесценции, что является ре-
зультатом длительного периода элиминации анти-
генавозбудителя после перенесенной инфекции. 
Даже фрагменты ДНК возбудителя, определяемые 
методом ПЦР в мазках из влагалища, могут опреде-
ляться дольше, чем наступает выздоровление от ин-
фекции, передающейся половым путем.

Надежность дифференциальной диагностики 
инфекций, вызванных возбудителями с близкими 
по специфичности антигенами, видимо, можно пре-
одолеть, если разработать для определения антител 
иммунодиагностические сорбированные препараты 
из рекомбинантных пептидов, специфичных только 
для одного из возбудителей.

Для определения антигенов с целью указанной 
дифференциации нужно разработать иммунные 
сыворотки против соответствующих рекомбинант-
ных пептидов узкой таксономической специфич-
ности или использовать специально выбранные 
гибридомы для получения соответствующих моно-
клональных сывороток. В том и другом случае такие 
препараты антител для агглютинацинных тестов 
или ИФА нужно сорбировать на носителе.

Для использования ПЦР с аналогичной целью 
при разработке диагностических тест-систем нужно 
подбирать праймеры, специфичные только для од-
ного из возбудителей таких инфекций.

Диагностика этиологии инфекционного забо-
левания по регистрации иммунного антигенспеци-
фического ответа на возбудитель только на первый 
взгляд кажется безукоризненным подходом. Для 
своевременного назначения адекватной этиотера-
пии результаты тестов на антитела всегда запазды-
вают: наиболее специфичные антитела, oсобенно 
IgG изотипа, появляются сравнительно поздно, тем 
более, что для надежной диагностики сыворотку 
предпочтительно исследовать в динамике – надеж-
ность диагноза по оценке нарастания активности 
антител у больного в течение заболевания суще-
ственно выше, чем при однократном выявлении 
условного диагностического уровня активности. В 
результате запаздывания лабораторного результата 
на практике врач назначает лечение, ориентируясь в 
основном на клиническую симптоматику, в лучшем 
случае, с учетом эпидемиологических данных. Поэ-
тому, а также потому, что результаты культуральных 
тестов тоже запаздывают, врачи вынуждены назна-
чать пациенту антимикробные препараты широко-
го спектра действия, что ускоряет распространение 
в популяции резистентных штаммов и снижает в 
дальнейшем эффективность этиотропной терапии. 

Обойти многие из отмеченных выше трудностей 
можно, используя некоторые, уже хорошо извест-
ные факты, и разрабатывая методы надежной ран-
ней диагностики инфекционных заболеваний.

Специалисты знают, что надежность диагно-
за зависит от характера анализируемой биопробы. 
Например, если возбудитель брюшного тифа, пара-
тифов выделен из фекалий (копрокультура), это не 
всегда клинически выраженная инфекция. Тот же ре-
зультат может быть получен при обследовании носи-
теля. Если возбудитель выделен из крови (гемокуль-
тура), это клинически выраженная инфекция. Если 
Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis 
или Haemophilus influenzae выделены из крови или 
ликвора, нужно диагностировать менингит соответ-
ствующей этиологии. Но выделение подобных воз-
будителей из зева может быть как при клинически 
выраженной инфекции, так и носительства.

Высокая доказательность выделения гемокультур 
для постановки надежного диагноза известна, но в 
практических лабораториях выделяют их не часто. 
Для повышения частоты выделения кровь у пациен-
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Таблица 1. Инфекции, при которых исследовано диагностическое значение АСЛ

та нужно брать в начале острого заболевания, то есть 
при первой встрече с медработником и использовать 
для посева различные культуральные среды с учетом 
особенностей потенциальных возбудителей.

Методы ранней надежной диагностики по ре-
гистрации иммунного ответа должны быть на-
правлены на использование технологий выявления 
лимфоцитов со специфическими рецепторами к 
потенциальному возбудителю. Это обусловлено тем, 
что эффекторный (антигенспецифический) ответ на 
антиген возбудителя начинается с формирования 
клеток со специфическими рецепторами к антиге-
ну. Необходимо широко изучать диагностические 
возможности обнаружения лимфоцитов с рецепто-
рами для антигена как принципа  ранней диагно-
стики различных инфекционных заболеваний.

С этой целью в течение ряда лет в эксперименте 
и в клинике мы использовали принцип взаимодей-
ствия лимфоцитов с иммунореагентом (носитель, 
на котором сорбирован таксономически значимый 
антиген соответствующего возбудителя). Если лим-
фоцит имеет специфические рецепторы к антиге-
ну возбудителя (антигенсвязываюший лимфоцит 
– АСЛ), он связывает такой иммунореагент. АСЛ по-
являются раньше развития эффекторной фазы им-
мунного антигенспецифического ответа (антитела) 

и исчезают намного раньше исчезновения антител. 
Таким образом, выявление АСЛ является индика-
тором острого заболевания или обострения хрони-
ческой инфекции. В таблице 1 приведен перечень 
инфекций, при которых в эксперименте и клинике 
изучена диагностическая эффективность такого те-
ста для ранней диагностики.

Специфичность теста АСЛ доказана не только во 
многих экспериментах по отмене положительного 
результата гомо- и гетерологичными антигенами, 
но и при обследовании больных, в том числе по со-
поставлению частоты выявления АСЛ при наличии/
отсутствии определенных, но не строго патогномо-
ничных клинических симптомов (таблица 2). 

Чувствительность метода АСЛ при диагностике 
различных инфекций выше чувствительности обыч-
ных серологических реакций. Это показано при 
бруцеллезе (таблица 3) и других инфекционных за-
болеваниях.

При обследовании больных сифилисом обна-
ружено, что тест АСЛ обеспечивает, в отличие от 
реакций агглютинации (микрореакция), реакций 
связывания комплемента и даже РИФ, получение 
строго специфических результатов. Это обеспечи-
вает надежную дифференциацию положительных 
и биологических ложноположительных результатов.

Инфекции Эксперимент Клиника Инфекции Эксперимент Клиника
Гнойно-воспалитель-
тельные заболевания: Туберкулез

- стафилококковые + + - легочной + +

- протейные + + - внелегочной,
включая менингит +

- псевдомонадные + + Чума +
Дизентерия
бактериальная: Листериоз + +

- Флекснер + + Сифилис + +
- Зонне + + Гонорея + +

Сальмонеллезы: Менингит
менинго-кокковый + +

- группы В + + Кандидоз:
- группы D + + - C. albicans + +
Иерсиниоз
Y.enterocolitica - C. tropicalis + +

- серовара О9 + + Герпес простой + +
- серовара О5 + + Корь (вакцинация) +
- серовара О3 + + Краснуха (вакцинация) + +

Бруцеллез + + Эпидемический
паротит (вакцинация) +

Дифтерия + +
Вирусная болезнь
Ньюкасл (птицы -
вакцинация)

+ +

Столбняк +
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Таблица 2. Соответствие между выявлением АСЛ и клиническими
симптомами у больных хроническим бруцеллезом

Примечание.
Р – вероятность нуль-гипотезы при сравнении 

частоты больных с наличием и отсутствием сим-
птома. В частности, при обследовании беремен-
ных с положительными результатами обычных 

Таблица 3. Сравнительная эффективность различных тестов при обследовании больных бруцеллезом,
переболевших и здоровых беременных 

Приложение: Pa,b; Pa,с; Pb,с – сравнение разных 
методов в одной и той же группе обследованных. 
P1,2; P1,3; P2,3 – сравнение разных групп обследован-
ных одним и тем же методом.

В то же время тест АСЛ позволяет дифференци-
ровать инфекции, вызванные возбудителями, имею-
щими общие антигенные эпитопы, например, бру-
целлез и иерсиниоз, вызванный Yersinia enterocolitica 
серовара О9. У некоторых больных бруцеллезом с 
помощью данной методики был выявлен иерсиниоз 
(рис. 1), а у некоторых больных с клиническим диа-
гнозом иерсиниоза – бруцеллез. Более точный диа-
гноз обеспечивает и более эффективное лечение.

Эффективность проведенного лечения оце-
нить по активности антител в течение достаточ-
но долгого времени невозможно. Так, при парал-
лельном обследовании больных и переболевших 
бруцеллезом, получившим лечение, даже рас-
пределение результатов по интенсивности ре-
акции Хаддлсона оказалось строго параллель-

Возможность подобной дифференциации име-
ет важное значение для интерпретации результатов 
иммунодиагностического обследовании беремен-

ных не только на сифилис, но и на другие инфекции, 
например, бруцеллез (таблица 3) и определения на 
этой основе тактики ведения беременности.

Симптом
частота выявления АСЛ при симптоме

РПоложительный Отрицательный
abc % abc %

Повышение температуры 24/27 88,9±6.0 15/29 51,7±9,3 0,002
Интоксикация 38/40 95.0±3.4 1/16 6,2±6,0 1,27×10-10

Лимфоаденопатия 29/33 87,9±5,6 10/23 43.5±10,3 4,78×10-4

Гепатомегалия 30/34 88,2±5,5 9/22 40,9±10,5 2,35×10-4

Диагноз
частота положительного результата теста

а. хаддлсона b. ИФА с. АСЛ
abc % Рa,b abc % Рa,b abc % Рa,b

Бруцел-лез 17/23 73,9±9,2 0,262 17/22 77,3±8,9 0,043 22/23 95,7±1,8 0,074
Перебо-левшие бруцеллезом 9/11 81,8±11,6 0,262 10/10 100.0 0,0009 1/11 9,1±8,7 0,0009
Беременные, обследованные

на бруцеллез 3/5 60,0±21,9 0,417 4/5 80.0±17.9 0,083 0/5 0,0 0,024

Р
Р1,2 0,305 0,131 8,84×10-7

Р1,3 0,325 0,445 6,11×10-5

Р2,3 0,302 0,333 0,688

серологических реакций на сифилис отрицатель-
ный результат теста АСЛ позволяет, как показало 
иммунологическое обследование новорожденных, 
безопасно избежать неоправданного проведения 
лечения таких беременных.

ным (рис. 2). В то же время после эффективного 
лечения больных с обострением хронического 
бруцеллеза АСЛ довольно быстро исчезают, как 
правило, в течение не более 4 недель. Аналогич-
ные результаты получены при обследовании 141 
переболевшего дизентерией и 37 переболевших 
иерсиниозом Y. enterocolitica. Все они прошли пол-
ный курс лечения в стационаре. У 17 переболевших 
дизентерией (12,1±2,1%) и у 1 одного из переболев-
ших иерсиниозом через месяц после окончания ле-
чения АСЛ сохранились. Показательно, что из пере-
несших дизентерию, выписанных из стационара с 
улучшением АСЛ через месяц обнаружены в 22,2%, 
а из выписанных с выздоровлением – значимо реже 
(в 2,6%). Как после дизентерии, так и после иерсини-
оза обнаружение АСЛ через месяц соответствовало 
сохранению жалоб и ряда клинических признаков, 
и наоборот. Дополнительно проведенное лечение 
таких переболевших чаще всего приводило к исчез-
новению АСЛ и признаков затянувшегося инфекци-
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Рис. 2. Распределение результатов реакции хаддлсона по степени агглютинации
у больных бруцеллезом (А) и переболевших (б)

онного процесса. Следовательно, метод выявления 
АСЛ позволяет контролировать качество лечения 
сравнительно рано после его завершения.

Таким образом, выявление АСЛ важно для ран-
ней этиологической диагностики инфекционных за-
болеваний, повышения специфичности этиологиче-
ского диагноза и контроля эффективности лечения. 
Необходимо разрабатывать технологии определения 
АСЛ, доступные для практических лабораторий.

Из-за весьма вариантного течения инфекций 
(от здорового носительства до тяжелых форм кли-
нически выраженной инфекции и ее хронизации), 
из-за многих факторов, значимых для каждого диа-
гностического принципа и технологии получения 
диагностических реагентов (специфичность резуль-
тата, чувствительность теста; зависимость результата 
от состояния обследованного, стадии заболевания 
и характера анализируемой биопробы; характери-
стика применяемых методов и препаратов при на-
личии точной информации в инструкции по при-
менению; существование возбудителей различных 
заболеваний, но со сходными антигенами и т.д.) 
интерпретация лабораторных результатов во мно-
гих случаях и сегодня является непростой задачей. 
Чаще всего этим занимается врач-клиницист, сопо-
ставляя лабораторные результаты с клинической ха-
рактеристикой пациента. Но его компетенции часто 
недостаточно для точной интерпретации комплекса 
лабораторных данных. Подготовка всех клиници-
стов, даже инфекционистов, для такой работы, как 
показывает опыт, вряд ли реальна. С нашей точки 
зрения, решить подобную задачу более реально, 
готовя врачей - клинических лаборантов широкого 
профиля. Это потребует серьезных организацион-
ных усилий для введения такой специальности и, 
что не менее обязательно, больших усилий для обе-
спечения качественной многопрофильной подготов-
ки таких специалистов. Работа этих специалистов в 
многопрофильных медицинских учреждениях мог-
ла бы обеспечить более качественное планирование 
(совместно с клиницистом) лабораторного обследо-

вания и более точную интерпретацию  комплекса 
лабораторных результатов.

Есть еще один важный организационный во-
прос. Преподавание микробиологии и вирусоло-
гии на всех факультетах ведется в, основном, оди-
наково. Но будущим врачам лечебных профилей 
не обязательно знать детали технологии анализов, 
хотя совершенно необходимо быть хорошо инфор-
мированными об особенностях микроорганизмов 
и принципах диагностических методов, их возмож-
ностях и ограничениях. Вводить такой материал на 
первых курсах, до подготовки на клинических ка-
федрах нецелесообразно. Сегодня есть понимание 
важности таких дисциплин как, например, клини-
ческая фармакология, клиническая биохимия и т.д. 
Поэтому в заключительные годы вузовской подго-
товки врачей-клиницистов было бы важно выделять 
время для преподавания основ клинической лабо-
раторной диагностики. Вместе со штатным врачом 
клиническим лаборантом они обеспечили бы более 
надежное планирование лабораторного обследова-
ния пациента и интерпретацию комплекса лабора-
торных данных, что, в конечном счете, неизбежно 
должно привести к повышению качества лечения 
больных, а в случаях инфекционной патологии – и 
к обеспечению своевременного принятия противо-
эпидемических мер.

Рис. 1. Результаты определения АСЛ при
обследовании 203 больных с подозрением на бруцеллез
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СОВРЕМЕННЫЕ АСПЕКТЫ КОМПЛЕКСНОЙ
ДИАГНОСТИКИ ОПИСТОРхОЗА

М. б. Жангелова, Ш. б. Жангелова,
Л. б. Шайкенова, А. Ж. Дуйсенбаева 

Казахский Национальный медицинский университет
им. С. Д. Асфендиярова, г. Алматы, Казахстан

В структуре инфекционных заболеваний кишечные 
гельминтозы находятся на третьем месте. Современная 
методология лабораторной диагностики гельминтозов 
отражает общие тенденции развития диагностики ин-
фекционных заболеваний – единство и комплексность 
трех составляющих: клинической диагностики (на пер-
вом месте) эпидемиологической диагностики и инстру-
ментально-лабораторной диагностики [1].

В настоящее время приоритетом доказательной ла-
бораторной медицины в области гельминтозов является 
золотой стандарт – прямые методы обнаружения гель-
минтов, их фрагментов, яиц и личинок в кале. Для этого 
в баклабораториях разработаны специальные методы 
исследования фекалий – например, методы флотации, 
обогащения.

Для бактериоскопического исследования использу-
ют также мазок крови и препарат толстой капли. Для 
диагностики гельминтов и других паразитов использу-
ют микроскопию осадка мочи.

В течение последних лет для диагностики пара-
зитарных заболеваний стали широко использоваться 
косвенные (непрямые) методы. К ним относится имму-
ноферментный анализ сыворотки крови. Это современ-
ный, высокоэффективный и специфичный анализ для 
определения уровня сенсибилизации человека к антиге-
нам паразита, т.е. для определения антител в сыворотке 
крови больных [2].

Иммуноферментный анализ хорошо дополняет 
прямые методы обнаружения гельминтов и очень по-
лезен для диагностики начальной фазы заболевания (в 
период созревания гельминта) и для контроля эффек-
тивности лечения больных гельминтозами.

Описторхоз является пероральным биогельминто-
зом, вызываемый трематодой семейства Opisthorhidae 
(Opisthorchis felineus и Opisthorchis viverrini). Зараже-
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ние человека, кошек, собак, лисиц, песцов и некоторых 
других плотоядных животных (окончательных хозяев 
данного паразита) происходит при употреблении в 
пищу инвазированной личинками описторхисов рыбы 
семейства карповых (сазан, карась, язь, елец, чебак, воб-
ла, линь, лещ, и др.). При попадании в желудочно-ки-
шечный тракт личинки (называемые матацеркариями) 
эксцистируются в двенадцатиперстной кишке и ми-
грируют через желчный пузырь во внутрипеченочные 
желчные протоки.

У инвазированных лиц в 20-40% случаев описторхи-
сы также обнаруживаются в протоках поджелудочной 
железы и желчном пузыре. В течение 3-4 недель с момен-
та попадания в организм хозяина гельминты достигают 
половой зрелости и начинают откладывать яйца. Точное 
время жизни данного паразита в организме инвазиро-
ванного человека не установлено, по предположению од-
них исследователей он живет 20-25 лет, другие считают, 
что в течение всей жизни возможны реинфекции. Каж-
дый гельминт за это время может секретировать много 
миллионов яиц, размер яйца около 0,025 мм в диаметре. 
Взрослый описторхис имеет размеры 5-10×1-2 мм, осно-
вой для его питания служит детрит и эпителиальный 
секрет, а источником кислорода – кровь хозяина. Этот 
паразит не может завершить свой жизненный цикл в од-
ном организме, ему необходим выход во внешнюю среду 
и дальнейшее развитие в другом хозяине. Поэтому опи-
сторхоз не контагиозен при непосредственном контакте 
с инвазированными людьми и животными.

Важным звеном цикла развития О. felineus является 
попадание выделенных с фекалиями больных животных 
и человека яиц гельминта в пресные водоемы, в которых 
имеются заглатывающие их переднежаберные моллю-
ски рода Bithynia. В организме этих промежуточных хо-
зяев из яиц появляются личинки гельминта мирацидии 
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(первая личиночная стадия), которые за 2 месяца прохо-
дят несколько стадий развития, включающих размноже-
ние, и превращаются в церкарии. Церкарии, имеющие 
в качестве органа передвижения хвост, выходят в воду и 
активно внедряются в тело пресноводных карповых рыб. 
В мышцах этого дополнительного хозяина церкарии 
превращаются в следующие личинки метацеркарии, 
покрытых защитной оболочкой.

Инвазия человека описторхисами приводит к раз-
личным нарушениям здоровья человека – развитию 
холангита, холецестита, гепатита, панкреатита, цирроза 
печени, аллергического дерматита, камней в желчевы-
водящих протоках и протока поджелудочной железы. 
У части больных может развиваться эрозивно-язвенный 
процесс в желудке и двенадцатиперстной кишке. У ин-
вазированных лиц в 3 раза чаще наблюдается тяжелое 
течение бронхиальной астмы, в 4 раза – сахарного диабе-
та, выявлена также связь описторхоза с возникновением 
опухолей гепатобилиарной системы. Международным 
агентством по исследованию рака возбудитель опистор-
хоза отнесен к канцерогенам человека первой группы. 
Российскими исследователями установлено, что распро-
страненность холангиокарциномы в 10-15 раз выше в тех 
районах Западной Сибири, где наибольший процент на-
селения страдает от этого гельминтоза.

Клинические проявления описторхоза имеют по-
лиморфную картину с отсутствием патогномоничных 
симптомов, позволяющих адекватно и своевременно 
поставить диагноз. Они варьируют от бессимптомной 
инвазии до тяжелого заболевания, обусловленного раз-
витием гнойного холангита, абсцессом печени, холеце-
стита, панкреатита, камней желчного пузыря, холан-
гиокарциномы, снижении иммунитета (вторичный 
иммунодефицит), аллергические заболевания.

Основную роль в патогенезе описторхоза играют:
– аллергические реакции, возникающие в результате 

выделения гельминтами продуктов их обмена веществ;
– механическое воздействие гельминтов, которое 

состоит в повреждении стенок желчных и панкреатиче-
ских протоков и желчного пузыря присосками и шипи-
ками, покрывающими поверхность тела гельминта. Ско-
пление паразитов обуславливает замедление тока желчи 
и секрета поджелудочной железы;

– нервно-рефлекторные влияния посредством раз-
дражения гельминтами нервных элементов протоков, в 
результате чего возникают патологические нервные им-
пульсы, передающиеся, прежде всего, на желудок и две-
надцатиперстную кишку;

– возникновение условий, благоприятных для при-
соединения вторичной инфекции желчных путей (дис-
кинезия желчевыводящих путей, скопление в них пара-
зитов, яиц, клеток слущенного эпителия, временное и 
полное прекращение тока желчи);

– железистая пролиферация эпителия желчных и 
панкреатических протоков, которую следует рассматри-
вать как предраковое состояние.

В клиническом течении описторхоза выделяют 
острую и хроническую стадии. Острая стадия развива-
ется обычно у лиц, приехавших в очаг из неэндемичных 
по описторхозу районов. Она протекает тяжело и сопро-
вождается высокой эозинофилией. Из опубликованных 
данных следует, что описторхоз у аборигенов и части 

местных жителей гиперэндемичных очагов протекает 
без острых проявлений инвазии, с существенным сни-
жением уровня патологии. Для острой стадии прева-
лирующим является токсико-аллергический синдром, 
обусловленный воздействием метаболитов, выделяемых 
личинками гельминтов при их миграции и созревании. 
Ранняя стадия характеризуется отечностью, пролифе-
рацией и десквамацией эпителия желчных протоков, 
его метаплазией с образованием бокаловидных клеток 
и мелких железоподобных образований, выделяющих 
в желчь большое количество слизи. Инкубационный 
период в среднем 2-3 недели. Клинические варианты те-
чения ранней стадии разнообразны – от стертых форм 
до генерализованных аллергических реакций с множе-
ственными органными поражениями. Стертая форма 
ограничивается субфибрилитетом, незначительной 
эозинофилией при нормальном содержании лейкоци-
тов. Клинически выраженная острая стадия протекает 
в виде тифоподобного, холецистоподобного или гепа-
то-холангетического варианта. Болезнь начинается вне-
запно. Лихорадка имеет постоянный, послабляющий 
или неправильный тип, держится в течение 2-3 недель 
с температурой до 39°С и выше. Эозинофилия – 20-40%, 
иногда до 90% на фоне лейкоцитоза до 20-60 тыс. и уме-
ренного ускорения СОЭ. Максимальных значений эо-
зинофилия у больных обычно достигает ко 2-3 неделе, 
затем постепенно снижается, но еще и к концу 3-4 ме-
сяца число эозинофилов может превышать их исходное 
количество. Наиболее высокий лейкоцитоз наблюдается 
обычно к концу 2-ой недели, затем он постепенно сни-
жается, и число лейкоцитов падает до нормы раньше, 
чем уменьшается эозинофилия.

Хроническая стадия заболевания связана с жизне-
деятельностью паразитов в желчных протоках печени и 
поджелудочной железы. Основным патологическим про-
цессом являются хронический пролиферативный холан-
гит, гастродуоденит, вплоть до образования язвы и кана-
локулит поджелудочной железы. Вследствие поражения 
центральной нервной системы возникают головная боль, 
нарушение сна, эмоциональная неустойчивость, депрес-
сия, раздражительность, частая смена настроения, повы-
шение потоотделения, парестезии. Течение хронического 
описторхоза характеризуется периодами ремиссии и обо-
стрениями, связанными с алиментарными нарушения-
ми, присоединением кишечных инфекций, нервно-пси-
хическим перенапряжением.

На ранней стадии описторхозной инвазии воспри-
имчивость организма к паразитам контролируется ме-
ханизмами клеточного иммунитета, повышается мета-
болическая, рецепторная и синтетическая активность 
моноцитов, наблюдается индукция Т-клеточного звена, в 
основном, за счет повышения супрессорной активности 
без соответствующей активации Т-хелперов. Широкое 
распространение повторных и хронических форм опи-
сторхоза обусловлено, очевидно, тем, что иммунная си-
стема человека не способна сформировать полноценный 
и эффективный защитный ответ на первичную инва-
зию. Р-клеточный иммунный ответ вызывают несколько 
иммунодоминантных антигенов паразита, причем часть 
из них способна ингибировать прохождение отдельных 
фаз иммунного ответа, связанных с системой компле-
мента. Ограниченность гуморального ответа при инва-
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зии описторхисами и их способность блокировать раз-
витие полноценного иммунного ответа, по-видимому, 
являются патогенетическими механизмами, обеспечива-
ющими гельминтам возможность длительной инвазии в 
организме хозяина, а также возможность реинвазии [2].

Диагностика описторхоза по клинической картине 
заболевания часто бывает трудной из-за отсутствия сим-
птомов и синдромов, характерных только для данной 
болезни. Для точной диагностики заболевания необхо-
дим комплексный подход с использованием различных 
методов. Клинические проявления описторхоза много-
образны и зависят как от длительности и интенсивности 
инвазии, так и от индивидуальных особенностей орга-
низма. Поэтому диагностика этого гельминтоза должна 
строиться с учетом эпидемиологического анамнеза и 
установлением факта употребления обследуемым в пищу 
потенциально зараженной рыбы. Для дифференциаль-
ной диагностики описторхоза от заболеваний печени и 
желчевыводящих путей другой этиологии используют 
рентгенологическое и ультразвуковое исследования. При 
сочетании клинико-эпидемиологических данных оконча-
тельный диагноз может быть установлен только метода-
ми паразитарных исследований, путем нахождения яиц 
описторхисов в образцах дуоденального содержимого 
или фекалиях больного. С этой целью в настоящее время 
чаще всего применяют эфирформалиновый метод Като 
и его модификации. Однако однократно полученный от-
рицательный результат - отсутствие яиц О. felineus при 
исследовании под микроскопом образцов кала или дуо-
денального содержимого больного – отнюдь не свидетель-
ствует об отсутствии описторхозной инвазии. Эффектив-
ность данных паразитологических методов прямо зависит 
от яицепродукции гельминтов в момент исследования. 
Отсутствие яиц в пробах описторхозных больных может 
быть обусловлено:

• невозможностью обнаружения яиц у людей на 
ранней стадии заболевания, когда еще отсутствуют по-
ловозрелые мариты описторхисов, способные к яице-
продукции (яйца начинают выделяться через 4-6 недель 
после заражения);

• цикличностью яицепродукции гельминтов;
• неравномерным распределением яиц по содержи-

мому толстой кишки;
• невысокой вероятностью обнаружения яиц пара-

зитов при низкой интенсивности инвазии. Поэтому для 
достоверного исключения описторхоза при обследова-
нии больных может оказаться недостаточно даже много-
кратной копроовоскопии или исследования образцов 
желчи на наличие яиц описторхисов.

Существенным дополнением к паразитологическим 
методам диагностики описторхоза являются иммуно-
логические методы, масштаб применения которых осо-
бенно возрос в последние годы. Суть их – выявление в 
сыворотках крови обследуемых антител, специфичных к 
антигенам описторхисов [3].

Чувствительность ИФА, как показали исследова-
ния, достаточна для детекции антител к антигенам 
описторхисов как в доимагинальный, так и в имаги-
нальный период инвазии, а специфичность зависит от 
степени очистки антигена и качества конъюгата анти-
тел с ферментом, используемых для производства ди-
агностического набора. Гуморальный иммунный от-
вет при описторхозной инвазии человека имеет свои 
особенности. Известно, что при первичном контакте с 
антигенами описторхисов иммунная система инвази-
рованного человека начинает вырабатывать к антиге-
нам паразита иммуноглобулины класса М. Их синтез 
достигает максимального значения через 1,5-2 недели, 
а через 3-4 недели начинает быстро снижаться, по-
скольку иммунная система человека переключается на 
синтез иммуноглобулинов класса G. Продукция спец-
ифических IgG достигает максимума к 2-3 месяцам от 
начала заражения и держится на таком уровне доволь-
но долго. Однако при длительных сроках заболевания 
у больных нередко наблюдается значительное сниже-
ние уровня концентрации специфических антител, 
ниже порогового, который может быть определен со-
временными методами. Одной из причин этого явля-
ется расход антител на образование циркулирующих 
иммунных комплексов (ЦИК) с экскреторно-секре-
торными антигенами гельминтов. Главная функция 
ЦИК – удаление из организма хозяина чужеродных 
антигенов. Вместе с тем, при гельминтозах ЦИК часто 
играют заметную роль в патогенезе заболевания, а их 
длительная циркуляция в организме коррелирует с 
продолжительностью и тяжестью течения патологи-
ческого процесса. Кроме того, ЦИК стимулируют у 
инвазированного хозяина продукцию специфических 
супрессоров, угнетающих Т-звено иммунитета, и, в 
целом, оказывают тормозящее влияние на функцио-
нальное состояние иммунной системы [4,5].

Таким образом, комплексная диагностика опи-
сторхоза с использованием иммунохемилюми-
несцентного анализа, иммунологических методов 
исследования и ПЦР-диагностики повышают эффек-
тивность лабораторных исследований и обеспечивают 
необходимый уровень доказательности клинической 
диагностики описторхоза.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ НУКЛЕОТИДНЫх
ПОЛИМОРФИЗМОВ С ПОМОЩьЮ
СИСТЕМ ГЕНЕТИчЕСКОГО АНАЛИЗА,
ОСНОВАННЫх НА ПИРОСЕКВЕНИРОВАНИИ

К. О. Миронов, Е. А. Дунаева,
О. П. Дрибноходова, Г. А. Шипулин

ФБУН «Центральный НИИ эпидемиологии» Роспотребнадзора, г. Москва, Россия

Исследования по полногеномному скринингу 
ассоциаций (Genome-WideAssociationStudy) в ряде 
случаев позволяют выявить однонуклеотидные 
полиморфизмы (Single Nucleotide Polymorphism, 
SNP) в геноме человека, связанные или ассоцииро-
ванные с различными состояниями, и, в том числе, с 
некоторыми заболеваниями. На сегодняшний день 
известно несколько сотен генетических локусов, 
большинство из которых представлены однонукле-
отидными полиморфизмами, для которых показа-
на ассоциация с развитием частых соматических 
заболеваний и патологических синдромов. Данные 
о связи «полиморфизм-заболевание» доступны че-
рез функционирующие биоинформационные Ин-
тернет-ресурсы. Удобным биоинфор-мационным 
ресурсом, предназначенным, в том числе, для сбо-
ра, поиска и анализа информации об описанных 
генетических полиморфизмах и их ассоциациях с 
заболеваниями, является портал Национального 
центра биотехнологической информации (National 
Center for Biotechnology Information, National 
Institutes of Health USA) – http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/. Ресурс содержит базы данных о заболеваниях 
«OMIM» (OnlineMendelian или InheritanceinMan) 
и генетических полиморфизмах («SNP»), и посто-
янно обновляемую базу данных научных публика-
ций «PubMed». Каждый однонуклеотидный поли-
морфизм имеет свой идентификационный номер 
(rs-обозначение), который позволяет однозначным 
образом сопоставлять данные о том или ином по-
лиморфизме, полученные в независимых исследо-
ваниях, а также проводить поиск информации в 
публикациях и других базах данных.

Большинство социально-значимых болезней, 
таких как ишемическая болезнь сердца, онколо-
гические заболевания, сахарный диабет 2 типа и 
других, возникают под влияниемнаследственных 
и средовых факторов. В качестве наследственных 
факторов можно рассматривать полиморфизмы 
в генах, продукты которых вовлечены в физиоло-
гические процессы, или полиморфизмы, для ко-
торых в популяционных исследованиях показана 
ассоциация с тем или иным заболеванием.

Другим клиническим приложением детекции 
генетических полиморфизмов являются фармако-

генетические исследования – изучение генетиче-
ских факторов, обуславливающих индивидуальные 
фармакологические реакции различных лекар-
ственных препаратов или их сочетаний. Описаны 
клинические проявления полиморфизмов в генах, 
вовлеченных в процессы транспорта и метаболиз-
ма лекарственных препаратов, а также в генах, ко-
дирующих молекулы-мишени, влияющие на эф-
фективность и безопасность применения многих 
лекарственных средств. Выявление данных поли-
морфизмов позволяет прогнозировать ответ орга-
низма на лекарственное средство, и, следовательно, 
индивидуально подходить к выбору терапии, что 
повышает эффективность и безопасность фармако-
терапии. Для некоторых препаратов разработаны 
алгоритмы и рекомендации клинического приме-
нения в зависимости от генетических особенностей 
пациента. Разработаны on-line ресурсы для интер-
претации результатов некоторых фармакогенетиче-
ских тестов (например, www.warfarindosing.org/ и 
http://nat2pred.rit.albany.edu/).

В связи с этим, генетический анализ однону-
клеотидных полиморфизмов, обуславливающих 
риск возникновения заболевания или нежелатель-
ного фармакологического ответа, может быть ис-
пользован в клинической практике для выявления 
лиц, имеющих генетическую предрасположен-
ность к тому или иному заболеванию, а также 
для адекватного назначения лекарственной тера-
пиис учетом индивидуальных фармакогенетичес-
ких особенностей. Раннее выявление пациентов, 
наиболее подверженных риску заболевания, на 
вероятность возникновения которого оказывают 
влияние как генетические, так и средовые, т.е. мо-
дифицируемые, факторы, позволяет в ряде слу-
чаев планировать проведение профилактических 
мероприятий на досимптоматическом этапе.

Для выявления однонуклеотидных полимор-
физмов генома используется широкий спектр мо-
лекулярно-биологических методов, основанных 
на ПЦР. К наиболее распространенным методам 
можно отнести анализ полиморфизма длин ре-
стрикционных фрагментов, аллель-специфиче-
скую ПЦР, различные варианты ПЦР в режиме ре-
ального времени, гибридизацию с использованием 



М О Л Е К У Л Я Р Н А Я  Д И А Г Н О С Т И К А

91

ДНК-чипов, масс-спектрометрический анализ и 
методы секвенирования ДНК. Различные варианты 
перечисленных методов используются в научных 
и клинических лабораториях, на рынке представ-
лены наборы реагентов для детекции некоторых 
клинически значимых полиморфизмов. В то же 
время из всех перечисленных методов только секве-
нирование является прямым методом определения 
нуклеотидной последовательности, что позволяет 
однозначно интерпретировать полученный резуль-
тат – нуклеотидную последовательность в области 
полиморфизма и нуклеотидный полиморфизм в 
гомо- или гетерозиготном состоянии.

Существует множество подходов для определе-
ния нуклеотидной последовательности, из которых 
в настоящее время наиболее распространенны-
ми в практике клинических и научных лаборато-
рий являются: секвенирование с использованием 
флуоресцентномеченых дидезоксинуклеотидов с 
последующим анализом методом капиллярно-
го электрофореза (секвенирование методом Сэн-
гера), пиросеквенирование, группа методов сек-
венирования «нового поколения» (next generation 
sequencing). Основные отличия методов проявля-
ются в длине определяемых последовательностей 
и в пропускной способности оборудования, ис-
пользуемого для генетического анализа. Удобными 
и высокопроизводительными платформами, спе-
циально разработанными для определения одно-
нуклеотидных полиморфизмов с помощью пиро-
секвенирования, являются системы генетического 
анализа серии «PyroMark» («Qiagen»).

ПИРОСЕКВЕНИРОВАНИЕ
Принцип метода пиросеквенирования, также 

обозначаемого как пиросеквенирующий синтез 
или секвенирование путем синтеза, был разрабо-
тан в 1996 г. Полом Нироном (Pal Nyren) в Королев-
ском техническом институте (Стокгольм, Швеция).

В основе метода – детекция пирофосфата, кото-
рый высвобождается при синтезе двухцепочечной 
ДНК на матрице одноцепочечной ДНК. В качестве 
затравки для синтеза ДНК в реакции участвует 
праймер для секвенирования, комплементарный 
области, в которой находится детектируемый по-
лиморфизм. После образования дуплекса «ДНК 
– праймер для секвенирования» в реакционную 
смесь добавляются нуклеотиды в последователь-
ности, соответствующей последовательности сек-
венируемого генетического локуса. В случае, если 
нуклеотид комплементарен последовательности, 
при его встраивании во вновь синтезируемую 
цепь ДНК происходит высвобождение пирофос-
фата. В результате ферментативных реакций с 
участием пирофосфата регистрируется хемилю-
минесцентный сигнал. Невстроенные нуклеоти-
ды разрушаются присутствующей в реакционной 
смеси апиразой. Последовательному добавлению 
нуклеотидов будет соответствовать график (пиро-

грамма), на котором по горизонтальной оси будут 
отмечаться нуклеотиды, добавляемые в реакцион-
ную смесь, а по вертикальной оси – уровень хеми-
люминесцентного сигнала, причем уровень сигна-
ла пропорционален количеству встроенных в цепь 
ДНК нуклеотидов. В зависимости от направления 
секвенирования – ориентации праймера для сек-
венирования – различают прямой (foward) ио-
братный (reverse) типы анализа.

Пример пирограммы представлен на рисунке 
1. Для секвенирования области полиморфизма 
2677G>T/A генаABCB1 (rs2032582) задается после-
довательность GA/C/TACCTTCT (полиморфные 
нуклеотиды разделены знаком «/»), для которой 
программное обеспечение прибора задает следу-
ющий порядок добавления нуклеотидов в реак-
ционную смесь: CGCTACTCT. На графике область 
полиморфизма выделена цветом. Первый нукле-
отид (С) отсутствует в нуклеотидной последова-
тельности, которая секвенируется, поэтому он не 
встраивается в синтезируемую цепь ДНК и пиро-
фосфат не детектируется: уровень сигнала равен 
нулю. Референсные нуклеотиды, присутствующие 
в области полиморфизма – №2 (G), №6 (С), №7 (Т), 
№8 (С) и №9 (Т) встраиваются в синтезируемую 
цепь ДНК и детектируются пропорционально 
их количеству: G, СС, ТТ, С и Т, соответственно. 
Анализ области полиморфизма осуществляется 
автоматически программным обеспечением на 
основании относительных высот сигналов в по-
лиморфной области (по отношению к сигналам, 
соответствующих референсным нуклеотидам). 
На верхнем рисунке детектируется генотип СС 
(относительная высота встраиваемых в цепь ДНК 
нуклеотидов A – 0%, С – 99% и T – 1%), на нижнем 
– гетерозигота АС (A – 52%, С – 47% и T – 2%). По-
скольку праймер, с которого проводится секвени-
рование (синтез второй цепи ДНК), ориентирован 
в обратном направлении, в соответствии с номен-
клатурой обозначения полиморфизма, выявлен-
ные генотипы следует обозначить как GG и GT.

ЭТАПЫ ПИРОСЕКВЕНИРОВАНИЯ
Определение нуклеотидной последователь-

ности с помощью систем генетического анализа 
«PyroMark» состоит из этапов выделения ДНК, 
амплификации и постановки реакции пиросекве-
нирования.

Первым этапом анализа является наработка 
ампликона, содержащего полиморфный генети-
ческий локус. Этап включает в себя выделение ге-
номной ДНК и постановку ПЦР.

При проведении ПЦР один из пары прайме-
ров, ориентированный в обратном направлении 
относительно направления секвенирования за-
данного фрагмента ДНК, должен быть связан на 
5’-конце с биотином. Цепь ДНК, включающая по-
следовательность биотинилированного праймера, 
является матрицей для пиросеквенирующего син-
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теза. После амплификации проводится очистка и 
денатурация двухцепочечного ампликона. Для 
этого ПЦР-фрагмент инкубируется с частицами 
сефарозы, покрытыми стрептавидином, и, при 
помощи станции для пробоподготовки (Vacuum 
Prep Workstation, «Qiagen»), проводится денату-
рация двухцепочечной ДНК и серия отмывок, в 
результате которых образуется одноцепочечный 
ПЦР-продукт. Одноцепочечный ПЦР-продукт 
иммобилизируется на поверхность планшета для 
секвенирования, в лунки которого добавлен буфер, 
содержащий праймер, с которого проводится сек-
венирование. В результате отжига секвенирующе-
го праймера на иммобилизированную одноцепо-
чечную цепь ДНК образуется ДНК/ДНК-дуплекс, 
необходимый для синтеза второй цепи ДНК. Этап 
пробоподготовки 24-х образцов занимает при-
мерно 30 минут, что существенно меньше време-
ни, необходимого для подготовки образцов для 
секвенирования другими методами.

Заключительным этапом анализа является 
секвенирование ПЦР-продукта – проведение ре-
акции пиросеквенирующего синтеза и анализ 
полученных результатов. Реакция проводится в 
автоматическом режиме с использованием систем 
генетического анализа (пиросеквенаторов) серии 
«PyroMark» («Qiagen»). 

НАбОР РЕАГЕНТОВ
«АМПЛИСЕНС® ПИРОСКРИН»

На базе технологии пиросеквенирования были 
разработаны методики для детекции более 130 ге-
нетических локусов. Критерии выбора генетичес-
ких локусов для генетического анализа были 
следующие: исследуемые генетические полимор-
физмы были описаны в работах по полногеномно-
му скринингу ассоциаций, связанных с развитием 
частых мультифакториальных заболеваний, или 
других работах, позволяющих выявить связь или 
ассоциацию полиморфизма с предрасположенно-
стью к различным состояниям и нежелательным 
фармакологическим реакциям. Также при выборе 
генетических локусов принимался во внимание 
спектр исследований нуклеотидных полиморфиз-
мов, уже присутствовавших на отечественном био-
технологическом рынке. При разработке методик 
учитывались требования производителя оборудо-
вания для пиросеквенирования, предъявляемые к 
используемым для амплификации и секвенирова-
ния олигонуклеотидам и реагентам.

Часть разработанных методик была адаптиро-
вана к наиболее распространенным моделям ам-
плификаторов и включена в набор реагентов «Ам-
плиСенс® Пироскрин». Набор реагентов включает 
в себя 28 форм комплектации, для 24 форм ком-
плектации (112 генетических полиморфизмов) по-
лучено регистрационное удостоверение (№ ФСР 
2012/13246 от 19 марта 2012 г.). Формам комплек-
тации №2-28 соответствуют профили исследова-

ний генетической предрасположенности к частым 
мультифакториальным заболеваниям, а также 
фармакогенетические и некоторые другие тесты. 
Список форм комплектации №2-28 и включен-
ных в них полиморфизмов представлен в таблице. 
Форма комплектации №1 представляет собой на-
бор «Пиропреп», необходимый для проведения 
пробоподготовки и получения одноцепочечной 
ДНК при детекции генетических полиморфизмов, 
включенных в формы комплектации №2-24.

При проведении исследования для выделения 
геномной ДНК могут быть использованы наборы 
реагентов «РИБО-преп», «ДНК-сорб-B» и другие 
наборы производства ФБУН «Центрального НИИ 
эпидемиологии» Роспотребнадзора. Программы 
проведения ПЦР и инструкция по пробоподготов-
ке ампликонов с использованием станции Vacuum 
Prep Workstation универсальны для всех тестов, 
что дает возможность для одновременного анали-
за нескольких генетических полиморфизмов. Ну-
клеотидные последовательности анализируемых 
генетических локусов содержатся в соответству-
ющих инструкциях к приложениям. Дополни-
тельная информация обо всех генетических поли-
морфизмах, включенных в профили генетических 
исследований, доступна через базу данных одно-
нуклеотидных полиморфизмов Национального 
центра биотехнологической информации.

С помощью системы генетического анализа 
«PyroMarkQ24» («Qiagen») разработана методика 
детекции активирующих соматических мутаций в 
генах KRAS и BRAF, выявление которых влияет на 
назначение таргетных препаратов к рецептору эпи-
дермального фактора роста при некоторых онколо-
гических заболеваниях. Активирующие соматиче-
ские мутации в гене KRAS находятся в области 12–16 
кодонов, BRAF – 593–601 кодонов. Для анализа этих 
генетических локусов необходимо получить нукле-
отидную последовательность длиной в несколько 
десятков пар оснований, что дает возможность для 
определения любой активирующей мутации, по-
явившейся в секвенируемой области. Предел детек-
ции методики для самых частых мутаций составля-
ет 3–5% мутантной фракции ДНК в анализируемом 
образце. Пример секвенирования нуклеотидной 
последовательности, соответствующей 593–601 ко-
донам гена BRAF, c выявленной мутацией V600E 
(1799T>A) представлен на рисунке 2.

Поскольку приборы для пиросеквенирования 
являются открытыми системами генетического 
анализа и есть разработанный при создании на-
бора реагентов «АмплиСенс® Пироскрин» уни-
версальный протокол исследования генетических 
локусов, существует возможность расширения 
спектра анализируемых генетических полимор-
физмов и профилей генетических исследований в 
соответствии с публикуемыми данными о связях 
генетических полиморфизмов с теми или иными 
клиническими состояниями.
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Рис. 1. 
Пример детекции полиморфизма 2677G>T/A гена ABCB1 (rs2032582):

верхний рисунок дикий генотип GG, нижний – гетерозиготаGT (подробное объяснение в тексте)

Рис. 2. 
Нуклеотидная последовательность фрагмента гена BRAF – выявление мутации V600E 1799T>A

Профиль генетического
исследования и приложение Исследуемые гены Полиморфизмы

Артериальная гипертензия –
«ТОНО-скрин»(форма комплектации 2)

ADRB2, AGT,
AGTR1, NOS3

rs1042713, rs4762, rs699,
rs5186, rs1799983

Ишемическая болезнь сердца –
«ИБС-скрин» (форма комплектации 3)

AMPD1, APOE, MMP3
CDKN2A/2B, HIF1A,

rs17602729, rs1333049, rs11549465,
rs3025058, rs429358, rs7412

Липидный обмен, базовый профиль – 
«ЛИПО-Б-скрин» (форма комплектации 4) APOB, APOE , PCSK9

rs429358, rs7412, rs5742904,
rs754523, rs11206510

Липидный обмен, базовый профиль –
«ЛИПО-Д-скрин» (форма комплектации 5)

ABCA1, APOС3,
LPL, PON1

rs2230806, rs2854116, rs2854117,
rs5128, rs268, rs328, rs854560, rs662

Плазменные факторы системы свертывания 
крови – «ПЛАЗМО-скрин»
(форма комплектации 6)

F2, F5, F7, FGB, SERPINE1
rs1799963, rs6025, rs6046,
rs1800790, rs1799768

Фолатный цикл – «ФОЛАТ-скрин»
(форма комплектации 7)

MTHFR, MTR,
MTRR, SLC19A1

rs1801133, rs1801131, rs1805087,
rs1801394, rs1051266

Агрегационные факторы системы
свертывания крови – «ТРОМБО-скрин»
(форма комплектации 8)

GP1BA, ITGB3,
JAK 2, SELPLG

rs2243093, rs6065, rs5918,
rs77375493, rs2228315

Рак молочной железы и яичников –
«BRCA-скрин»(форма комплектации 9) BRCA1, BRCA2

rs80357713, rs28897672, rs80357522,
rs80357711, rs80357906, rs80359550

Остеопороз – «ОСТЕО-скрин»
(форма комплектации 10)

COL1A1, ESR1,
LCT, LRP5, VDR

rs1800012, rs2234693, rs9340799,
rs4988235, rs3736228, rs1544410

Сахарный диабет 1 типа – «ДИАБЕТ-1-
скрин»(форма комплектации 11)

C12ORF30, CLEC16A,
INS, PTPN22

rs17696736, rs12708716, rs2544677,
rs689, rs2476601

Сахарный диабет 2 типа, базовый профиль –
«ДИАБЕТ-2-скрин»(форма комплектации 12) KCNJ11, PPARG, TCF7L2

rs5219, rs1801282,
rs7903146, rs12255372

Сахарный диабет 2 типа, дополнительный
профиль – «ДИАБЕТ-2Д-скрин»
(форма комплектации 13)

CDKAL1, CDKN2A/B,
HHEX, IGF2BP2,
SLC30A8

rs7756992, rs10811661, rs1111875, 
rs4402960, rs13266634
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Ожирение – «АДИПО-скрин»
(форма комплектации 14)

FTO, PPARD,
PPARGC1A, PPARGC1B

rs9939609, rs6902123,
rs8192678, rs7732671

БолезньКрона – «КОЛО-скрин»
(форма комплектации 15) NOD2, NKX2-3, PTPN2

rs2066844, rs2066845,
rs10883365, rs2542151

I фаза биотрансформакомплектацииции
«ФАРМА-скрин-1»(форма комплектации 16)

CYP1А1, CYP1A2,
CYP3A4, CYP2C9

rs1048943, rs1799814, rs4646903,
rs762551, rs2740574, rs1799853,
rs1057910

II фаза биотрансформакомплектацииции, 
профиль 1 «ФАРМА-скрин-2а»
(форма комплектации 17)

NAT2
rs1041983, rs1801280, rs1799929,
rs1799930, rs1208, rs1799931

II фаза биотрансформакомплектацииции, 
профиль 2 «ФАРМА-скрин-2б»
(форма комплектации 18)

EPHX1, GSTP1, TPMT
rs1051740, rs2234922, rs1695,
rs1138272, rs1800462, rs1800460,
rs1142345

Транспорт лекарств – «ФАРМАдинамика-
скрин»(форма комплектации 19) ABCB1, ABCG2

rs1128503, rs2032582, rs1045642,
rs2231142, rs72552713

«ФАРМА-скрин-Варфарин»
(форма комплектации 20)

VKORC1, CYP4F2,
GGCX, CYP2C9

rs9923231, rs2108622, rs11676382,
rs1799853, rs1057910, rs28371686,
rs9332131

«ФАРМА-скрин-Иматиниб»
(форма комплектации 21) ULK3, VEGFR2, VEGFA

rs2290573, rs1531289, rs1870377,
rs699947, rs833061, rs3025039,
rs2010963

«CCR5del32-скрин»
(форма комплектации 22) CCR5 rs333

«СПОРТ-мио-скрин»
(форма комплектации 23)

ACTN3, MSTN,
AGT, HIF1A

rs1815739, rs1805086,
rs699, rs11549465

«СПОРТ-энерго-скрин»
(форма комплектации 24)

PPARA, PPARD, PPARG,
PPARGC1A, PPARGC1B,
AMPD1

rs4253778, rs2016520, rs1801282,
rs8192678, rs7732671, rs17602729

«ФАРМА-скрин-1б»
(форма комплектации 25) CYP2C19, CYP2D6

rs4244285, rs4986893, rs12248560,
rs35742686 иrs3892097

VEGFA/NOS3-скрин
(форма комплектации 26) VEGFA, NOS3 rs1570360, rs2070744

UGT1A1-скрин (форма комплектации 27) UGT1A1 rs8175347
IL28B-скрин (форма комплектации 28) IL28 rs8099917, rs12979860

Таблица. 
Профили генетических исследований и формы комплектации набора

реагентов «АмплиСенс® Пироскрин»

Редакция благодарит РАМЛД за разрешение перепечатки статьи из журнала «ЛАБОРАТОРНАЯ МЕДИЦИНА №12/2013».
Список литературы находится в редакции РАМЛД.
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ДИАГНОСТИчЕСКИЕ хАРАКТЕРИСТИКИ ПЦР
ТЕСТ-СИСТЕМ ПРИ ЭПИЗООТОЛОГИчЕСКОМ
ОбСЛЕДОВАНИИ ПРИРОДНЫх ОчАГОВ
чУМЫ КАЗАхСТАНА

А. А. Абдирасилова, б. К. Курманов,
А. К. Касенова, А. К. Рысбекова

Казахский научный центр карантинных и
зоонозных инфекций им. М. Айкимбаева, г. Алматы, Казахстан

РЕЗЮМЕ 
Целью данного исследования является определение эффективности сконструированных униплекс-, дуплекс- и 

мультиплекс-вариантов ПЦР тест-системы для эпизоотологического обследования природных очагов чумы, опреде-
ление специфичности и чувствительности ПЦР наборов для выявления возбудителя чумы с атипичными признаками, 
для исследования переносчиков чумного микроба в природных очагах чумы. 

Исследование проводили на модели штаммов возбудителя чумы и близкородственных микробов, групповых су-
спензий блох и клещей. 

Подбор праймеров для детекции гена caf1, pla и yopE осуществлялись с помощью программного обеспечения 
Primer 3 и комплекса онлайн программ BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool). Синтез праймеров осуществлялся 
традиционным фосфоамидитным методом на автоматическом синтезаторе ДНК/РНК H6 (K&A, Германия). Очистка 
полученных растворов праймеров проводилась методом гель-фильтрации на колонках Centri•Pure N10 (emp Biotech 
GmbH, Германия). Экстракция геномной ДНК Y. pestis, Y. pseudotuberculosis и Y. enterocolitica осуществлялась с по-
мощью набора QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Германия). Тестирование специфичности праймеров и тест-систем 
проводилось методом стандартной ПЦР. Анализ результатов амплификации осуществлялся стандартным методом 
горизонтального электрофореза в агарозном геле. В работе использовали штаммы Y. pestis из коллекции музея живых 
культур (МЖК) КНЦКЗИ, суспензии блох и клещей, собранных в Среднеазиатском пустынном очаге чумы. 

Впервые в Казахстане сконструированы для производственного изготовления ПЦР тест-системы для детекции чум-
ного микроба в полевых и лабораторных условиях. ПЦР тест-системы на основе праймеров к генам чумного микро-
ба yopE, caf1 и pla, позволили выявить циркуляцию F1- (бесфракционных) штаммов чумного микроба. Исследование 
групповых суспензий блох и клещей, собранных в период эпизоотологического обследования природных очагов чумы, 
подтвердило специфичность, высокую чувствительность наборов.

Ключевые слова: чумной микроб, гены caf1, pla, yopE, блохи, эпизоотия.

SUMMARy
The aim of the research is to determine of the efficiency of developed uniplex, duplex, and multiplex variants of PCR 

test systems for the epizootic research of the plague natural foci. The research was carried out on the model of plague and its 
relative strains, and with the suspension of fleas and ticks.

Selection of the primers used for detection of the genes caf1, pla and yopE is carried out by the program software Primer 
3 and the complex of online program BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool. Synthesis of primers is carried out by 
the traditional phosphoramidite method on the automatic synthesizer DNA/RNA H6 (K&A, Germany). Purification of the 
received solutions of primers is carried out by the gel filtration method on Centri•Pure N10 columns (emp Biotech GmbH, 
Germany). Extraction of genomic DNA of Y. pestis, Y. pseudotuberculosis and Y. enterocolitica is done by QIAamp DNA 
Mini Kit (QIAGEN, Germany). Testing of specific primers and test system was carried out by the standard PCR. Analysis of 
amplification’s results is conducted by standard method of horizontal agarose gel electrophoresis. In the research, Y.pestis 
strains from the Alive cultures museum of M. Aikimbayev’s Kazakh Scientific Center for Quarantine and Zoonotic Diseases, 
and suspensions of ticks and fleas collected from the Central Asian Desert Plague Focus were used. 

For the first time in Kazakhstan, for production, PCR test systems have been developed for detection of the plague microbe 
in the field and laboratory conditions. The PCR test systems developed on the base of specific primers to plague microbe’s genes 
yopE, caf1 and pla helped to detect the circulation of plague microbe without F1 (without fraction). Research of suspensions 
of fleas and ticks collected during the plague epizooty confirmed the specificity and high sensitivity of the developed test 
systems. 

Key words: plague microbe, gene, caf1, pla, yopE, fleas, epizooty

УДК 616-076 616 981 452 (574)
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Актуальность. В Казахстане 40% территории 
энзоотичны по чуме, что создает постоянную 
угрозу заражения человека. Своевременное выяв-
ление и идентификация возбудителя чумы позво-
ляют предотвращать вспышки и эпидемии данно-
го опасного заболевания. Одним из оптимальных 
методов экспресс-диагностики чумы является по-
лимеразная цепная реакция (ПЦР), обладающая 
высокой чувствительностью и специфичностью. 
Применение готовых наборов – ПЦР тест-систем, 
позволяет стандартизировать процедуру диагно-
стики, снизить вероятность ошибки и сократить 
время получения результатов анализа. 

Создание отечественных тест-систем для ПЦР-
детекции чумного микроба позволит установить 
контроль над эпизоотическим процессом в при-
родных очагах чумы, проводить экспресс-детек-
цию чумного микроба у человека и животных с 
подозрением на чуму, а также в объектах внеш-
ней среды [1,2]. Анализ данных за 1990-2003 гг. 
свидетельствует о том, что заражение через укус 
инфицированных блох продолжает оставаться ос-
новным механизмом. Из 17 очагов чумы за анали-
зируемый период возникновение 11 очагов связано 
с укусами зараженных чумой блох. Из 23 больных, 
зарегистрированных за этот период, 12 (52,17%) че-
ловек заразились чумой через укус блох [3,6]. По-
казана перспективность ПЦР исследования блох в 
природных очагах чумы [4,5].

Серьезным препятствием внедрения ПЦР – 
детекции чумного микроба в практику полевых 
и лабораторных исследований противочумных 
учреждений Казахстана, является дефицит ком-
мерческих наборов ПЦР тест-систем для обеспе-
чения потребности противочумных учреждений 
РК, высокая стоимость зарубежных коммерческих 
тест-систем и сложность их регистрации на тер-
ритории страны. Выходом из создавшейся ситу-
ации является организация отечественного про-
изводства ПЦР тест-систем в Казахском научном 
центре карантинных и зоонозных инфекций им 
М. Айкимбаева, который является единственным 
в Центральной Азии и в Казахстане производи-
телем препаратов для диагностики возбудителей 
особо опасных инфекций. Экспериментальные и 
лабораторные серии ПЦР наборов для детекции 

Таблица 1. Состав праймеров и размер ампликонов генов yopE, caf1и pla y. Pestis

чумного микроба были разработаны в референс-
лаборатории КНЦКЗИ. 

Цель исследований: определение эффектив-
ности сконструированных униплекс-, дуплекс- и 
мультиплекс-вариантов ПЦР тест-системы для 
эпизоотологического обследования природных 
очагов чумы, выявления штаммов возбудителя 
чумы с атипичными признаками, для исследова-
ния переносчиков чумы в природных очагах чумы.

Материалы и методы. Подбор праймеров для 
детекции гена caf1, pla и yopE осуществлялись 
с помощью программного обеспечения Primer 
3 и комплекса онлайн программ BLAST® (Basic 
Local Alignment Search Tool; http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/BLAST/) на основе информации, 
представленной в базе данных NCBI (National 
Center for Biotechnology Information; http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/).

Синтез сконструированных праймеров осу-
ществлялся традиционным фосфоамидитным 
методом на автоматическом синтезаторе ДНК/
РНК H6 (K&A, Германия). Очистка получен-
ных растворов праймеров проводилась методом 
гель-фильтрации на колонках Centri•Pure N10 
(emp Biotech GmbH, Германия). Экстракция ге-
номной ДНК Y. pestis, Y. pseudotuberculosis и Y. 
enterocolitica осуществлялась с помощью набора 
QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Германия). Те-
стирование специфичности праймеров и тест-
систем проводилось методом стандартной ПЦР 
на амплификаторах разных моделей: P×2 (Thermo 
Scientific Hybaid, США) и Терцик Mastercycler pro 
(ДНК Технология, Россия). Состав сконструиро-
ванных праймеров и размер полученных ампли-
конов приведены в таблице 1.

Реакционная смесь готовилась из отдельных 
компонентов: 0,5 мкл 10 мM dNTP, 2,5 мкл 10×ПЦР 
буфера (10 mMKCl, 100 mMТрисHCl, pH 9,0) и 0,5 
единиц ДНК-полимеразы (Sigma, USA), к смеси 
добавляли 10 пмоль каждого праймера (табли-
ца 1), 25 нг ДНК матрицы (полученной из разных 
штаммов бактерий вида Y. pestis) и деионизиро-
ванную воду до конечного объема 25 мкл. 

Анализ результатов амплификации осущест-
влялся стандартным методом горизонтального 
электрофореза в агарозном геле.

Ген Праймер Размер ампликона, п.н.

yopE
F: 5' - GGATCTAGCAGCGTAGGAGAAA - 3'

481
R: 5' - AGAAGGGAATACCACAAACAGG - 3'

caf1
F: 5' - GCTTACTCTTGGCGGCTATAAA - 3'

304
R: 5' - TACGGTTACGGTTACAGCATCA - 3'

pla
F: 5' - TATTCTGTCCGGGAGTGCTAAT - 3'

700
R: 5' - ATAATAACGTGAGCCGGATGTC - 3'
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Оптимальная температура отжига для системы 
праймеров определялась эмпирически. Реакцию ам-

Таблица 2. Программа амплификации участков генов yopE, caf1 и pla y. pestis

плификации в формате мультиплекс (yорЕ + caf1 + pla) 
проводили по программе, приведенной в таблице 2.

Этап Температура, оС число циклов Время
1 94 1 2 мин.

2
94

35
1 мин.

55 1 мин.
72 1 мин.

3 72 1 10 мин.
4 4 1 Хранение

В работе использован полевой материал, собран-
ный на территории Прибалхашского автономного 
очага чумы (ЛЭРы «Баканасская древнедельтовая 
равнина» и «Равнина Акдала»). Суспензии блох и 
клещей были исследованы бактериологическим 
методом и ПЦР. 70 штаммов Y. pestis из коллекции 
музея живых культур (МЖК) КНЦКЗИ были иссле-
дованы тремя методами: бактериологическим, серо-
логическим и ПЦР.

Серологические исследования проводили с ис-
пользованием иммуноглобулинового эритроци-
тарного чумного диагностикума, произведенного в 
отделе медицинских иммунобиологических биоло-
гических препаратов КНЦКЗИ, в системе реакции 
РНГА-РТНГА. ПЦР проводили с набором реагентов 
для детекции генов caf1, pla, и yopE чумного микро-
ба с анализом результатов амплификации стан-
дартным методом электрофореза в агарозном геле. 
Праймеры использовали в униплекс-, дуплекс- и 
мультиплекс-режиме.

Результаты. ПЦР тест-система, созданная в 
референс-лаборатории КНЦКЗИ, показала вы-
сокую чувствительность, выявляя присутствие 
гена caf1 при концентрации чумного микроба в 
исследуемой пробе равной 1×103 микробных кле-
ток/мл. При этом не наблюдалось неспецифиче-
ских реакций с ДНК других энтеробактерий: Y. 
pseudotuberculosis, Y. enterocolitica, Salmonella 
enteritidis, S. Typhimurium, Shigella flexneri и Sh. 
sonnei (рис.1). Как видно на рис. 1, целевой про-
дукт размером 304 п.н. имеется только в образ-
цах, представляющих ДНК Y. pestis. Аналогич-
ные результаты были получены при изучении 
разных штаммов Y. pestis, что свидетельствует об 
эффективности и высокой специфичности разра-
ботанной ПЦР тест-системы. ПЦР тест-система 
для обнаружения гена сaf1 чумного микроба ме-
тодом полимеразной цепной реакции успешно 
прошла тестирование в отделе биолого-техноло-
гического контроля КНЦКЗИ.

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов амплификации

1 – маркер молекулярного веса; 2 – отрицательный контроль амплификации; 3-10 – образцы ДНК Y. pestis в 
разной концентрации (1010, 109, 108, 107, 106, 105, 104, 103 мк/мл); 11-16 – образцы ДНК Y. pseudotuberculosis, Y. 

enterocolitica, Salmonella enteritidis, S. typhimurium, Shigella flexneri и Sh. sonnei, соответственно.

Использование caf1, pla, и yopE в формате ду-
плекс и мультиплекс не влияло на уровень чув-
ствительности праймеров (рис. 2, 3). Присутствие 

генов pla и yopE выявляются при концентрациях 
микроба чумы равной 1×104 и 1×103 микробных 
клеток/мл соответственно.
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Рис. 2. Электрофореграмма продуктов
амплификации (ПЦР в формате дуплекс)

М – маркер молекулярного веса; 1-8 – образцы ДНК 
Y. pestis в разной концентрации (1010,109, 108, 107, 106, 
105, 104, 103 мк/мл); «К-» – отрицательный контроль 
амплификации (ДНК Y. pseudotuberculosis); «К+» – 

положительный контроль амплификации.

Рис. 3. Электрофореграмма продуктов
 амплификации (ПЦР в формате мультиплекс)

М – маркер молекулярного веса; 1-8 – образцы ДНК 
Y. pestis в разной концентрации (109, 108, 107, 106, 105, 
104, 103, 102 мк/мл); «К-» – отрицательный контроль 
амплификации (ДНК Y. pseudotuberculosis); «К+» – 

положительный контроль амплификации.

Бактериологическое исследование 18 групповых 
суспензий блох, добытых на территории Таукумско-
го автономного очага (ЛЭР «Кромка песков») пока-
зали отрицательный результат. В 4 пробах из этих 
18 суспензий блох был получен положительный ре-

зультат в ПЦР. На электрофореграмме 2 зарегистри-
ровано наличие генов caf1 и pla, детерминирующих 
видоспецифические признаки чумного микроба, 
синтез F1 – капсульного антигена и активатор плаз-
миногена. (рис. 4).

Рис. 4. Результаты исследования блох методом ПЦР с использованием
экспериментальной тест-системы (КНЦКЗИ)

М – маркер молекулярного веса; 1 – положительный контроль амплификации, 2 – отрицательный контроль 
амплификации; 3 – отрицательная проба, 4 – групповые суспензии блох Nosopsylla laeviceps 83э, 5 – груп-
повые суспензии блох X.g.minax 3э, 6 – отрицательная проба, 7 – групповые суспензии блох X.skrjabini 8э, 

8 – отрицательная проба, 9 – групповые суспензии блох X.skrjabini 12э.

Динамика появления бесфракционных F1- ва-
риантов чумного микроба анализирована по дан-
ным эпизоотологического обследования в 2002-
2009 гг. трех ЛЭРов Прибалхашского автономного 
очага чумы – Баканасской древнедельтовой рав-
нины, равнины Акдала, Баканасской саксауловой 
рощи. Анализированы свойства 107 штаммов, 
изолированных от больших песчанок и 255 штам-
мов от блох и клещей. Полученные результаты 
свидетельствуют о наличии определенной зако-

номерности в появлении F1ˉ вариантов. В 2002-
2004 гг. на территории Баканаской древнедель-
товой равнины, равнины Акдала и Баканаской 
саксауловой рощи среди изолированных штам-
мов не было зарегистрировано бесфракционных 
штаммов. Первые FI- – штаммы чумного микро-
ба были изолированы в 2005 г., а в последующие 
годы включительно до 2009 г., бесфракционные 
штаммы составляли основную часть изолирован-
ных штаммов (таблица 3).
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Таблица 3. Динамика выявления бесфракционных штаммов чумного микроба

28 штаммов чумного микроба (2005) по данным се-
рологического изучения считались лишенными кап-
сульного антигена фракции 1. ПЦР-диагностика этих 

№ Год
исследования

большие песчанки Эктопаразиты Всего
штаммов FI–

Всего штаммов FI– блохи Клещи

1 2002
весна 1 – – – – –
осень 1 – 41 5 46 –

2 2003
весна – – 5 1 6 –
осень 12 – 35 4 39 –

3 2004
весна – – – – – –
осень – – 13 – 13 –

4 2005
весна 6 – 2 – 2 –
осень 5 1 31 4 35 2

5 2006
весна 4 4 3 – 3 3
осень 10 10 12 1 13 12

6 2007
весна 15 5 12 – 12 5
осень 10 3 43 1 44 25

7 2008
весна 3 3 – – – –
осень 23 16 26 2 28 14

8 2009
весна 2 – 3 – 3 2
осень 15 13 6 5 11 10

№№ Сектора первичных районов (ЛЭР) Сектора РНГА
Результаты ПЦР

Caf1 Pla
1 Баканасская древнедельтовая равнина 7-К 1 отр + +
2 Баканасская древнедельтовая равнина 7-К 1 отр + +
3 Баканасская древнедельтовая равнина 7-К 1 отр + +
4 Баканасская древнедельтовая равнина 7-К 1 отр + +
5 Баканасская древнедельтовая равнина 8-Л-3 отр + +
6 Баканасская древнедельтовая равнина 8-Л-3 отр отр +
7 Баканасская древнедельтовая равнина 8-Л-3 отр + +
8 Баканасская древнедельтовая равнина 8-Л-3 отр + +
9 Баканасская древнедельтовая равнина 8-Л-3 отр + +
10 Баканасская древнедельтовая равнина 8-Л-3 отр + +
11 Баканасская древнедельтовая равнина 8-Л-3 отр отр +
12 Баканасская древнедельтовая равнина 8-Л-3 отр + +
13 Баканасская древнедельтовая равнина 8-Л-3 отр + +
14 Баканасская древнедельтовая равнина 8-Л-3 отр + +
15 Баканасская древнедельтовая равнина 8-Л-3 отр + +
16 Равнина «Акдала» 10-М-1 отр отр +
17 Равнина «Акдала» 10-М-1 отр + +
18 Равнина «Акдала» 10-М-1 отр + +
19 Равнина «Акдала» 10-М-1 отр + +
20 Равнина «Акдала» 11-Н-1 отр + +

штаммов на наличие гена caf1, кодирующего синтез 
капсульного антигена FI, выявило у 25 штаммов нали-
чие гена капсульного антигена (таблица 4, рис. 5).
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Таблица 4. Результаты изучения F-штаммов Прибалхашского автономного очага

Отрицательные серологические результаты, связаны с низким содержанием антигена Ф1 в опытных 
штаммах.

Рис. 5. Результаты исследования бесфракционных
штаммов y. pestis методом ПЦР с использованием

экспериментальной тест-системы (КНЦКЗИ)

М- маркер, 1 – отрицательный контроль, 2 – поло-
жителный контроль, 3-30 – штаммы Y. pestis FI-, М- 

маркер

Важность использования ПЦР дуплекс тест-системы при эпизоотологическом обследовании террито-
рии природных очагов чумы показали результаты исследования суспензии клещей (рис. 4).

21 Равнина «Акдала» 11-Н-1 отр + +
22 Баканасская саксауловая роща 12-М-1 отр + +
23 Баканасская саксауловая роща 12-М-1 отр + +
24 Баканасская саксауловая роща 12-М-1 отр + +
25 Баканасская саксауловая роща 12-М-1 отр + +
26 Баканасская саксауловая роща 12-М-1 отр + +
27 Баканасская саксауловая роща 12-М-1 отр + +
28 Баканасская саксауловая роща 12-М-1 отр + +

Рис. 6. Электрофореграмма продуктов
амплификации суспензий клещей с использованием
набора для ПЦР на основе мультиплексного анализа

для выявления генов caf1 и pla чумного микроба,
собранных на территории Прибалхашского

автономного очага чумы

1 – положительный контроль, 2 – отрицательный
контроль, 3-7 – суспензии клещей рода Rhipicephalus,

8 – суспензия клещей рода Hyalomma,
9-10 – суспензии клещей рода Rhipicephalus,

11 – суспензия клещей рода Hyalomma,
12-18 – суспензии клещей рода Rhipicephalus.

ПЦР исследование штаммов чумного микро-
ба, выделенных на территории Прибалхашского 
автономного очага, дали ожидаемые результа-
ты за исключением одного штамма (на рисунке 
7 – дорожка №1), который дал отрицательный 

результат на наличие гена пестициногенности 
(pst). Данный штамм требует дальнейшего изу-
чения, тем более что соответствующий ему бенд 
caf1, также отличается слабым свечением.

Рис. 7. Электрофореграмма продуктов
амплификации суспензий штаммов yersinia

pestis, выделенных на территории Прибалхашского
 природного автономного очага чумы, с

использованием ПЦР тест-систем для выявления
генов pst и caf1 чумного микроба

М – маркер, «К-» – отрицательный контроль,
«К+» – положительный контроль,
1-6 – штаммы чумного микроба.
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Возможности ПЦР на основе мультиплексного 
анализа для одновременного выявления нескольких 
специфичных нуклеотидных последовательностей 
показаны на рисунке 8 – электрофореграмма про-
дуктов амплификации штаммов чумного микроба с 
использованием ПЦР тест-системы для одновремен-

Рис. 8. Электрофореграмма продуктов амплификации суспензий штаммов yersinia pestis,
выделенных на территории Прибалхашского природного автономного очага чумы, с использованием

набора для ПЦР на основе мультиплексного анализа для выявления генов caf1, pla и yopE чумного микроба

1 – маркер, 2 – положительный контроль, 3 – отрицательный контроль, 4-10 – штаммы чумного микроба.

При испытании мультиплекс yopЕ, pla, caf1-набора 
выявили 5 штаммов чумного микроба, выделенных 
в ходе эпизоотологического обследования очаговой 

Рис. 9. Результаты исследования пяти штаммов y. pestis (Кызылординская область) методом ПЦР с
использованием экспериментальных праймеров yopЕ, pla, caf1 (КНЦКЗИ)

М- маркер, 1 – отрицательный контроль, 2-6 – штаммы Y. pestis, 7 – положительный контроль.

ного выявления родоспецифического гена yopE и 
двух видоспецифических генов caf1, pla. На дорожке 
№9 отсутствуют бенды, соответствующие видовым 
генам Y. pestis. В ДНК штамма выявлена лишь ну-
клеотидная последовательность, специфичная для 
рода Yersinia (yopE). 

территории в Кызылординской области, которые не 
имели гена pla, кодирующего активатор плазминоге-
на, одного из факторов патогенности Y. pestis (рис. 9). 

ОбСУЖДЕНИЕ
До настоящего времени активность эпизоо-

тического процесса на большей части природ-
ных очагов чумы Казахстана выявляется бакте-
риологическим и серологическим методами. 
ПЦР являются основой совершенствования мо-
ниторинга природных очагов чумы, изучения 
динамики и структуры эпизоотического про-
цесса, так как является более чувствительным, 
стандартным и ускоренным методом детекции 
чумного микроба, чем бактериологический, се-
рологический и биологический методы. ПЦР 

тест-системы перспективны при изучении про-
блемных вопросов патогенеза, микробиологии, 
эпизоотологии, эпидемиологии чумного микро-
ба и инфекционного процесса. 

ПЦР тест-система, созданная в референс-лабо-
ратории КНЦКЗИ, выявляла присутствие гена caf1 
при концентрации чумного микроба в исследуемой 
пробе равной 1×103 микробных клеток/мл. При этом 
не наблюдалось неспецифических реакций с ДНК 
близкородственных микроорганизмов. 

Блохи грызунов являются наиболее анализиру-
емым материалом при эпизоотологическом иссле-
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довании природных очагов чумы. В 2012 году 63% 
штаммов возбудителя чумы было изолировано от 
переносчиков, что предполагает высокий риск зара-
жения людей, так как происходит накопление эпи-
демического потенциала чумы на территориях, где 
зарегистрированы эпизоотии чумы. Показаны воз-
можности ПЦР на основе мультиплексного анализа 
для одновременного выявления нескольких спец-
ифичных нуклеотидных последовательностей. В 
ПЦР 18 групповых суспензий блох с отрицательным 
бактериологическим результатом зарегистрировано 
наличие генов caf1 и pla для 4 проб. 

Патогенные иерсинии могут утрачивать неко-
торые из плазмид. У чумного микроба «диагности-
ческие» гены расположены на плазмидах, являю-
щимися мобильными генетическими элементами. 
Рекомендуется использование ПЦР тест-системы 
для одновременного выявления родоспецифиче-
ского гена yopE (pCad) и двух видоспецифических 
генов caf1, pla (pFra и pPla), что позволит повысить 
точность и специфичность идентификации чумно-
го микроба. Широкий спектр изменчивости чум-
ного микроба в процессе эпизоотии, возможность 
циркуляции F1– вариантов чумного микроба в при-
родных очагах чумы определяют необходимость 

ЛИТЕРАТУРА

1.  Айкимбаев А.М. Основы биологической безопасности. Алматы, 2009, с. 312.
2.  Абдирасилова А.А. Конструирование тест-системы мультиплексной ПЦР для определения чумного 

микроба// Гигиена, эпидемиология и иммунобиология. Алматы, 2012. №3 (53), с. 25-29. 
3.  Бекенов Ж.Е. Современные представления о природных факторах эпидемического потенциала чумы // 

Вестник КазНМУ, Алматы, 2009, №1, с. 9-15.
4.  Брюханов А.Ф., Грижебовский Г.М., Брюханова Г.Д. и др. Использование полимеразной цепной реакции 

(ПЦР) для обнаружения чумного микроба в полевом материале – блохах Citellophilus tesquorum // Матер. 
научно-практ. конф., посв. 100-лет. образ. противочумн. службы России, Саратов, 1997, Т. 2, с. 162-163.

5.  Норкина О.В., Куличенко А.Н., Величко Л.Н. и др. Обнаружение возбудителя чумы в блохах с использова-
нием полимеразной цепной реакции // Пробл. особо опасн. инф., Саратов, 1994, Вып. 4 (74), с. 158-164.

6.  Сагиев З.А., Айкимбаев А.М., Бекенов Е., Кальжан К. Некоторые особенности чумы в Казахстане на со-
временном этапе//Карантинные и зоонозные инфекции в Казахстане. Алматы, 2002, вып. 6, с. 79-82.

применения ПЦР тест-систем с регистрацией ге-
нов, контролирующих более одного видоспецифи-
ческого признака, локализованных на разных плаз-
мидах – pF1 и pCad.

ВЫВОДЫ
1. ПЦР тест-системы, сконструированные для 

производственного выпуска, обладают специфич-
ностью и высокой чувствительностью при детекции 
чумного микроба.

2. ПЦР-диагностика эффективна при исследова-
нии переносчиков чумы.

3. При эпизоотологическом обследовании раци-
онально использовать ПЦР тест-системы для детек-
ции генов, контролирующих видоспецифические 
признаки чумного микроба caf1 и pla.

4. При испытании мультиплекс yopЕ, pla, caf1-
набора выявлены бесфракционные штаммы чумно-
го микроба, а также штаммы, не имеющие гена pla, 
кодирующего активатор плазминогена, одного из 
факторов патогенности Y. Pestis

5. Показаны возможности ПЦР на основе муль-
типлексного анализа для одновременного выявле-
ния родоспецифического гена yopE и двух видоспе-
цифических генов caf1, pla. 
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СТАНДАРТНЫЕ ПРАВИЛА МИКРОбИОЛОГИ-
чЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ МОчИ

Д. ч. Уразбаева, А. Виткаускиене
 

МЦ «Сау Жардем», г. Алматы, Казахстан
Литовский университет медицинских наук, г. Каунас, Литва 

В настоящее время остро встает вопрос о качестве 
медицинской помощи, в том числе диагностического ла-
бораторного анализа. Для достижения достоверного каче-
ственного результата нужна стандартизация всех процес-
сов исследования. Имеющаяся в Республике Казахстан 
нормативная база, касающаяся бактериологической диа-
гностики, далека от совершенства, не учитывает современ-
ного развития технологий и не устраивает клинических 
микробиологов. Поэтому с позиций доказательной меди-
цины актуальным является разработка стандартных про-
цедур подготовки и проведения исследования.

Инфекции мочевого тракта занимают по распро-
страненности одно из ведущих мест, встречаются у 
людей различного возраста, нередко приводят к ослож-
нениям и хронизации. Эту патологию могут вызывать 
различные микроорганизмы. В норме моча является 
стерильной жидкостью, однако в дистальную часть 
уретры могут попадать бактерии с кожи, из половых 
органов и кишечника, что осложняет постановку пра-
вильного диагноза.

Инфекции мочевыводящих путей могут вызывать 
стафилококки, энтерококки, энтеробактерии, псевдо-
монады, микобактерии, микоплазмы, а иногда Candida 
albicans [1,2,3,4].

Микробиологическое исследование является доста-
точно сложным, предъявляя строгие требования к сбору, 
хранению, транспортировке, выполнению исследования.

 Пробы мочи могут быть получены с помощью 
цистоскопии, надлобковой пункции мочевого пузыря 
или катетеризации. Самым точным является второй 
способ, который подходит для младенцев и больных, 
которым нельзя объяснить, каким образом собирать 
мочу. Катетеризация мочевого пузыря может привести 
к заносу инфекции, поэтому необходимо избегать это-
го метода забора материала.

Чаще всего исследованию подлежит средняя пор-
ция утренней мочи. Существуют специальные реко-
мендации забора для избегания загрязнения пробы 
мочи микрофлорой кожи, уретры или влагалища. Био-
логический материал собирается в одноразовые кон-
тейнеры для мочи, срочно отправляется в лабораторию 
(в течение 1 часа после сбора).

Основными этапами исследования является:

МИКРОСКОПИЯ
Фазово-контрастная или световая микроскопия 

окрашенного по Граму мазка. Определяется количе-
ство микроорганизмов, лейкоцитов и клеток плоско-
го эпителия, оцениваются тинкториальные свойства 
микроорганизмов.

Ориентировочное соответствие первичной ми-
кроскопии и бактериурии (при использовании уве-
личения в 1000 раз):

1-3 микроорганизма в поле зрения – 105 микр/мл;
10-30 микроорганизмов в поле зрения – 106 микр/мл;
> 30 микроорганизмов в поле зрения – >106 микр/

мл. Подчеркнем, что в мазке мочи здорового человека 
допускается наличие лишь нескольких бактериаль-
ных клеток или лейкоцитов. В мазках мочи, взятой 
у женщин, большое число слущенного эпителия не-
зависимо от того, обнаружены или не обнаружены 
бактерии, свидетельствует о контаминации мочи 
влагалищной микрофлорой, в связи с чем необходи-
мо повторение анализа [1].

бАКТЕРИОЛОГИчЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ
Для рассева используются стандартные стериль-

ные петли из полистирола 1 мкл и 10 мкл. Среды вы-
бираются, исходя из результатов микроскопии.

 Техника рассева мочи:
1. Петлю 1 мкл погрузить в контейнер с мочой, 

перемешать и одну каплю поместить на чашку Пе-
три с 5% кровяным агаром, прочертив ею весь диа-
метр чашки.

2. Поперечными движениями рассеять мочу по 
всей чашке.

3. Повторно взять каплю мочи и тем же методом 
рассеять ее на половину чашки Петри с агаром Endo 
или MacConkey.

4. Вторую половину среды с агаром Endo или 
MacConkey рассеять петлей 10 мкл.

Инкубировать при температуре 35°С.
Если результаты посева не соответствуют резуль-

татом первичной микроскопии или моча взята мето-
дом инвазивных процедур, инкубация продлевается 
до 48 часов.

Таблица 1. Интерпретация роста бактерий на плотных питательных средах

Рост на 5% кровяном агаре Результат
Менее 6 колоний < 10³ КОЕ/мл

6-60 колоний 104-105 КОЕ/мл
>60 колоний > 105 КОЕ/мл
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Дальнейшая работа с посевами мочи зависит от способа забора материала, пола пациента, клиниче-
ской картины заболевания.

Таблица 2.
Порядок работы с посевом мочи после оценки количества выросших микроорганизмов

* ИД – идентификация
**АБЧ – определение антибиотикочувствительности

В течение долгого времени считалось, что только 
105 КОЕ микроорганизмов в 1 мл средней порции 
мочи являлось признаком инфекции мочевых пу-
тей. Некоторые авторы утверждают, что 104 КОЕ/
мл или даже меньшее количество микроорганизмов 
также показывают наличие инфекции мочевых пу-
тей. Другие считают, что очень важный показатель 
инфекции – наличие полиморфонуклеаров в моче. 
Известны случаи, когда в моче пациентов устанав-
ливается очевидная бактериурия, хотя симптомы 
болезни и отсутствуют [3,5].

Невозможно четко определить количество бак-
терий в 1 мл мочи, которое бы бесспорно доказало 
наличие инфекции мочевых путей, также наличие 
лейкоцитов в моче нельзя считать бесспорным дока-
зательством инфекции.
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число
колоний/мл

Клинические данные
и методы сбора мочи Микроорганизмы Дальнейшая последо-

вательность оценки

10² Женщины с признаками
инфекции мочевых путей

Чистая культура
грамотрицательных палочек

ИД*, провести АБЧ**

10² Надлобковый аспират
мочевого пузыря

Все выделенные
микроорганизмы

ИД*, провести АБЧ**

103
Взятая катетером моча у
мужчин с признаками
инфекции мочевых путей

Чистая культура
возможных патогенных
микроорганизмов

ИД*, провести АБЧ**

104 Взятая катетером моча
1. Две культуры возможных
патогенных микроорганизмов
2. Три и более культуры

ИД*, провести АБЧ**

Повторить анализ

105 Средняя порция мочи

1. Чистая культура
возможного патогенного
микроорганизма
2. Культуры двух возможных 
патогенных микроорганизмов
3. Более двух культур

ИД*, провести АБЧ**

ИД*, провести АБЧ**

Повторить анализ

Поэтому важно чтобы клиницист, оценивая ре-
зультаты бактериологического исследования мочи, 
сопоставлял клинические и другие имеющиеся дан-
ные, сотрудничал с микробиологом.

После идентификации бактерий, определения 
их чувствительности к антибиотикам выдается ре-
зультат исследования с указанием количества микро-
организмов в 1 мл мочи (общее микробное число).

Отрицательный результат исследования выпи-
сывается в случае:

• eсли моча была взята катетером или из средней 
порции мочи, и через 18-24 часа на твердых питатель-
ных средах не наблюдается рост микроорганизмов;

• eсли через 48 часов нет роста микроорганизмов 
из образцов, взятых инвазивно (к примеру, пункци-
ей мочевого пузыря).
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LABTECHNOLOGy
050000, Казахстан
г. Алматы, мкр. Аксай 4,117
тел.: +7 (727) 277 17 17, 327 74 77
факс +7 (727 ) 277 17 17
e-mail: info@labtech.kz
www.labtech.kz 

Компания LabTechnology работает на рынке Казах-
стана с 2011 года. Компания LabTechnology занимается 
поставкой ведущих российских и зарубежных производи-
телей лабораторного оборудования, реагентов и расход-
ных материалов .LabTechnology предлагает эффективную 
и гибкую структуру взаимоотношений, как с конечными 
потребителями, так и торгующими компаниями.

Компания LabTechnology –это не только отдельные 
поставки лабораторного оборудования, но и комплексное 
оснащение лабораторий медицинских учреждений раз-
личного уровня и обучения. Всегда будем рады видеть вас 
среди наших клиентов.

ТОО LABTRONIC
050000, г. Алматы
ул. Айтиева, 44 А
тел.: +7 (727) 341 00 50 (51, 52, 53, 54, 55)
факс +7 (727) 395 91 38
e-mail: info@labtronic.kz
www.labtronic.kz 

Компания Labtronic (основана в 2006) поставляет ме-
дицинское оборудование в каждое учреждение здраво-
охранения на всей территории Республики Казахстан, а 
также в Российской Федерации , Республике Кыргызстан, 
Узбекистан, Таджикистан через сеть собственных офисов 
и квалифицированных продавцов, а так же обеспечивает 
его работоспособность через лучший сервисный центр.

Заботясь о пациентах, мы никогда не упускаем из 
вида удобство и эргономичность нашего оборудова-
ния, чтобы обеспечить комфортные условия труда для 
медработников. Брэнды нашего оборудования: DiaSys 
Diagnostic Systems, DRG Diagnostics, Boule Medical AB, 
Helena Bioscience Europe, Bioneer.

2010 год «Лучший поставщик медицинского оборудо-
вания 2010 г.» на Фестивале- конкурсе «Выбор года №1 в 
Казахстане».

ТОО НПФ «VELD»
050004, г.Алматы, пр. Сейфуллина, 410
тел.: +7 (727) 295 22 69, 295 22 70, 279 35 49, 279 48 44
факс +7 (727) 279 49 26
e-mail: info@veld.kz
www.veld.kz

Наша фирма занимается поставкой лабораторного и 
медицинского оборудования, расходных материалов (хи-
мических реактивов, лабораторной посуды, питательных 
сред, диагностикумов, сывороток и другого) в различные 
лаборатории Республики Казахстан, Киргизской Респу-
блики и Республики Узбекистан. К числу таких лабора-
торий относятся лаборатории НПЦСЭЭиМ,  областных 
ЦСЭЭ, Министерства обороны, Агентства по делам здра-
воохранения, Министерства внутренних дел, лаборато-
рии разных больниц, также нашими клиентами являют-
ся лаборатории крупных частных фирм производителей: 

Райымбек боттлерс, Фуд Мастер, Беккер и К, и другие  
заводы. Фирма имеет все технические и материальные 
ресурсы для осуществления поставок – профессиональ-
ный офис и склады, специальный автотранспорт, разно-
сторонне и профессионально обученный штат (имеющий 
медицинское, химическое, биологическое и финансовое 
образование). Имеющиеся в штате сервисные инженеры 
осуществляют гарантийный и после гарантийный ремонт 
и сервисное обслуживание оборудования.

Желаем Вам успехов в Вашей работе.

WEST MEDICA
Franz-Siegel-Gasse 1, 2380 Perchtoldsdorf, Austria
тел. + 43 (1) 804 81 84
факс + 43 (1) 804 81 85
e-mail: vienna@westmedica.com
www.westmedica.com

Компания West Medica, созданная в 1993 году, смогла 
сразу заявить о себе на рынке представляя высокотехно-
логичное оборудование и оказывая квалифицированную 
поддержку специалистам. Стратегия развития компании 
заключается в тесном взаимодействии не только с про-
фильными специалистами, но и с широкой дистрибью-
торской сетью во многих регионах России и СНГ. Приори-
тет в данном случае — качество и быстрота обслуживания 
наших партнеров, от получения 

технической консультации по интересующему вопро-
су до обслуживания сложных комплексов, используемых 
нашими клиентами. Взаимодействие с потребителем на-
ших товаров и услуг строится на возможности развития 
профессиональных знаний и навыков, а именно — в ор-
ганизации различного рода наглядных и обучающих ме-
роприятий: выставок, конференций, семинаров и курсов.

West Medica уверена: инновации являются ключом к бу-
дущему, к улучшению качества жизни каждого человека. Раз-
витие решений “Vision” для цифровой микроскопии стало 
приоритетным направлением и главной целью West Medica.

ООО НПФ «АбРИС+» 
196084, Россия, г. Санкт-Петербург
ул. Цветочная, д. 16., бЦ «Осипофф»
тел.: +7 (812) 458 44 96, 458 44 97, 458 44 07
факс: +7 (812) 339 89 12, +7 (812) 339 88 30
e-mail: abris@abrisplus.ru
www.abrisplus.ru

ООО НПФ «АБРИС+», Санкт-Петербург, Россия. Бо-
лее 20 лет мы производим высококачественные наборы 
реагентов для медицинских лабораторий:

• Красители для гематологии «Диахим-ГемиСтейн» 
• Красители и наборы для цитохимии «Диахим-Ци-

тоСтейн» 
• Красители и наборы для микробиологии и клини-

ческого анализа крови
• Современные наборы для клинической биохимии, 

для использования в лабораториях с любым уровнем ос-
нащенности

• Промывающие растворы для биохимических ана-
лизаторов

• Калибровочные растворы
• Наборы латекс-реагентов для экспресс-диагностики
• Пакеты и емкости для сбора, хранения и утилиза-

ции медицинских отходов. 
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ТОО «бИОНМЕДСЕРВИС»
100026, Казахстан, г. Караганда
р-н им. Казыбек би, пр. Строителей, 6
тел.: +7 (7212) 77 17 40
моб.: +7 700 915 02 24, +7 705 579 33 64, +7 702 860 95 06
факс +7 (7212) 35 03 57
e-mail: karaganda100@mail.ru  
www.bionmedservice.kz

Все для клинико-диагностических, бактериологиче-
ских и научных лабораторий! Компания ТОО «БионМед-
Сервис» занимается комплексным оснащением лабора-
торий лечебных учреждений расходными материалами 
и оборудованием. Является отечественным производите-
лем тест-систем для иммуно-ферментного анализа. Нала-
жен выпуск девятнадцати наиболее востребованных набо-
ров для ИФА очень высокого качества, с использованием 
сырья и комплектующих биотехнологического холдинга 
"Алкор Био", одного из ведущих российских производи-
телей реагентов для иммуноферментного анализа. Пред-
ставляет на Казахстанском рынке многих производителей 
ближнего и дальнего зарубежья. ТОО «БионМедСервис» 
является официальным дистрибьютором компании «Био-
ХимМак», Россия на территории РК и реализует ЭКС-
КЛЮЗИВНыЕ наборы для ИФА высокого качества веду-
щих мировых проиводителей таких как: Anshlabs (США), 
BCM Diagnostics (США), Fujirebio (Швеция), Bioserv (Гер-
мания), Monobind (США), Axis-Shield (Великобритания), 
Orgentec (Германия) и др. ТОО «БионМедСервис» являет-
ся официальным представителем компании  «Phadia AB», 
Швеция  на территории РК  и реализует Анализаторы 
«Phadia », которые  являются «золотым стандартом» в об-
ласти клинической диагностики и мониторинга аллер-
гии, бронхиальной астмы и аутоиммунных заболеваний. 
Мы дорожим своим именем и репутацией надёжной и 
открытой компании и стремимся постоянно совершен-
ствовать наш бизнес и выстраивать долгосрочные довери-
тельные отношения с нашими клиентами и партнерами.

ООО НПК «бИОСЕНСОР АН»
142432, Московская область, Ногинский район,
г. черноголовка, 1-й проезд, д. 4, (а/я 1925)
тел./факс: +7 (496) 522 81 90, 522 84 89, 522 84 90
e-mail: info@biosensoran.ru
www.biosensoran.ru 

Российское производство биохимических ТЕСТ-
ПОЛОСОК для клинико-диагностических исследований, 
диабетиков и тестирования на алкоголь.

Анализ мочи приборный:
• Тест-полоски «Уриполиан-11U» к анализатору мочи 

АМ 2100  
• Тест-полоски «Уриполиан-10М» к анализаторам 

мочи «КЛИНИТЕК СТАТУС», КЛИНИТЕК 50, 100, 500.
Визуальные тест-полоски от 1 до 11 параметров: глю-

коза, кетоны, скрытая кровь, белок, билирубин, уробили-
ноген, нитриты, плотность, аскорбиновая кислота, лейко-
циты, рН.

• Более 30 возможных комбинаций по определяемым 
параметрам (Уриглюк, Урибел, Ури-рН, Уриполиан-5, 
Уриполиан-11 и др);

• Цены в 2-4 раза ниже импортных аналогов;
• Скорость определения, чувствительность и специ-

фичность такая же как у мировых аналогов или даже выше;

Определение АЛКОГОЛЯ в крови по слюне и в др. 
биологических жидкостях – « АЛКОСЕНСОР».

Определение глюкозы в капиллярной крови: «ДИА-
ГЛЮК» - безприборный анализ для диабетиков.

ООО «бИОхИТ»
199155, Россия, г. Санкт-Петербург
ул. Уральская, д. 4, лит. б
бЦ «Смоленский», 10 эт., оф. Sartorius
тел. +7 (812) 327 5 327
факс +7 (812) 327 5 323
e-mail: Russia@sartorius.com
www.sartorius.ru

Немецкий концерн Sartorius  на протяжении  более чем 
140 лет создаёт оптимальные решения для своих клиентов.

Sartorius — лидирующий поставщик решений в об-
ласти современного оборудования для производств и 
лабораторий в биотехнологической, фармацевтической, 
пищевой и химической промышленностях.

Самые инновационные технологические решения 
концерн Sartorius воплощает сегодня в своих новых лабо-
раторных весах, системах лабораторной водоподготовки, 
дозирующих устройствах, продуктах для лабораторной 
фильтрации и микробиологического контроля, а также 
промышленных системах для ферментации, фильтра-
ции, выделения и очистки.

Для установки и обслуживания оборудования 
Sartorius мы предлагаем  исчерпывающий спектр сервис-
ных услуг, которые оказывают наши высококвалифициро-
ванные сервисные специалисты и сервисные специалисты 
наших региональных партнёров и дилеров.

Продукты и решения Sartorius на территории Казах-
стана наши клиенты могут приобрести через наших пар-
тнёров ТОО «Сартал» и ТОО «НПФ Медилэнд».

ТОО «ГЕЛИКА»
150000, Казахстан, г. Петропавловск
ул. Парковая, 57а
тел. +7 (7152) 53 42 89
факс: +7 (7152) 53 42 87
e-mail: yakovlev@gelika.kz
www.gelika.kz

Фирма «Гелика» основана в 2000 году. Мы предлагаем 
более 1800 изделий медицинского назначения, медицин-
ской техники и расходных материалов в ассортименте. От-
дельные направления по лабораторному  оборудованию, 
анестезиологии и общехирургическим изделиям, а также 
наличие собственной логистической системы позволяют 
оперативно осуществлять поставку в любой регион Казах-
стана. Наличие сервисного центра позволяет компании 
оказывать услуги заказчику по установке медицинского 
оборудования, безукоризненно нести ответственность по 
гарантийным обязательствам, предоставлять сервис по 
постгарантийному  обслуживанию.
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ООО «ГЕМОСТАТИКА»
126167, Россия, г. Москва
ул. Викторенко, д. 4, корп. 1
тел.: +7 (495) 978 38 55, 277 01 02
факс +7 (499) 728 04 41
e-mail: info@hemostatica.ru
www.hemostatica.ru

ООО "ГЕМОСТАТИКА" создана 2 апреля 2012 года 
как эксклюзивный партнер и импортер продукции 
компании Diagnostica Stago S.A.S. (Франция) на терри-
тории РФ. Diagnostica Stago S.A.S. основана в 1945 году 
и специализируется на разработке и производстве ре-
агентов и оборудования для исследования системы ге-
мостаза. Компания получила мировое признание после 
разработки первого в мире коагулометра и получения 
патента на уникальную вискозиметрическую систему 
детекции сгустка. Компания "ГЕМОСТАТИКА" видит 
своей миссией тесное взаимодействие с конечным поль-
зователем и обеспечение беспрерывной сервисной и 
маркетинговой поддержки.

ТОО «ДЕЛьРУС РК»
010000, Казахстан, г. Астана
ул. Желтоксан, 38
тел.: +7 (7172) 73 81 08, 31 98 07, 31 90 40
факс +7 (7172) 31 57 21
e-mail: info@delrus-rk.kz
www.delrus-rk.kz

ТОО «Дельрус РК» входит в ассоциацию «Дельрус» 
- крупнейшего поставщика оборудования, расход-
ных материалов для ЛПУ России, Казахстана и стран 
ближнего зарубежья.

Компания «Дельрус РК» была создана в 2008 году, 
и является головным   офисом   в Республике Казах-
стан. Региональные представительства расположены в 
городах Павлодар, Алматы, Астана и Актобе.

Компания «Дельрус РК» внедряет на правах экс-
клюзивного дистрибьютора ведущих производителей 
медицинского оборудования в таких направлениях, как 
лаборатория (Tecan - Австрия, Швейцария, ALIFAX - 
Италия, Audit Diagnostics - Ирландия, Thermo Fisher - 
Германия), тромбоэластография (Haemoscope - США), 
анестезиология и реанимация (Nihon Kohden - Япо-
ния, MEK - Корея, SIARE - Италия), функциональная 
диагностика (Nihon Kohden - Япония), гастроэнтеро-
логия (Echosens -Франция, Sandhill Scientific - США,) 
эндоскопия (IntroMedic - Ю-Корея), служба крови 
(Haemonetics - США, Terumo Corporation - Япония, 
Виробан - Россия), неонатология (JW Medical -  Корея), 
клеточные технологии (Biosafe - Швейцария, CellGenix 
- Германия, Termogenesis - США). 

Сегодня «Дельрус РК»  гарантирует высокое каче-
ство представленного оборудования, полное гарантий-
ное и сервисное обслуживание, обучение персонала и 
методическую поддержку!

ЗАО «ДИАКОН-ДС»
142290, Россия, Пущино, Московской обл.
ул. Грузовая д. 1А
тел. +7 (495) 980 63 38
факс +7 (495) 980 66 79
e-mail: dds@diakonlab.ru
www.diakonlab.ru

ЗАО «ДИАКОН-ДС» - признанный лидер в сфере про-
изводства медицинских изделий для in vitro диагностики. 
Основной бизнес компании – производство готовых к ис-
пользованию жидких стабильных реагентов для диагности-
ки основных аналитов в биологических жидкостях человека.

На сегодняшний день компания выпускает свыше 70 
наборов реагентов для определения более 30 показателей. 
Аналитическая эффективность производимых нами реа-
гентов позволяет использовать их, как для автоматических, 
так и для полуавтоматических систем лабораторного ана-
лиза. Квалифицированный персонал, высокая культура 
производства, жесткий контроль качества продукции по-
зволяют компании выпускать высококачественный про-
дукт мирового уровня. Начиная с 1997 года, со дня своего 
образования, компания ежегодно выводит на рынок но-
вые эффективные аналитические системы, в тоже время, 
уделяет большое внимание улучшению уже выпускаемой 
продукции. Эффективный менеджмент, современный уро-
вень производства и научный потенциал нашей компании 
позволяют нам удовлетворить потребности и пожелания 
самого взыскательного потребителя. Основная наша цель 
– оснащение клинико-диагностических лабораторий вос-
требованной продукцией высокого качества по доступным 
ценам, которая позволяет удовлетворить потребности ла-
бораторий разного уровня оснащённости.

ЗАО «ДРГ ТЕхСИСТЕМС»
(DRG INTERNATIONAL INC)
121248, Россия, г.Москва
набережная Тараса Шевченко, д.3, СТЭС
тел.: +7 (499) 243 52 28, 243 56 21, 243 40 28
факс: +7 (499) 243 93 00, +7 (495) 232 02 11
e-mail: drgtech@dol.ru
www.drgtech.ru

История компании «ДРГ Интернешнл, Инк.» насчи-
тывает более 40 лет успеха и инноваций в области меди-
цины. Офисы компании или ее официальных дистрибью-
торов можно найти в любой стране мира, в том числе и в 
России. ЗАО «ДРГ Техсистемс», являясь дочерней компа-
нией «ДРГ Интернешнл, Инк.», уже 20 лет осуществляет 
поставки и сервисное обслуживание медицинского обо-
рудования ведущих производителей: GE Medical Systems, 
J&J Biosense Webster, STEREOTAXIS и др. 

Отдел лабораторной диагностики ЗАО «ДРГ Техсистемс» 
представляет на территории России следующую продукцию: 
реагенты для иммуноферментного анализа (DRG Instruments 
GmbH, Германия), автоматический иммунохимический и био-
химический анализатор DRG: Hybrid-XL(DRG Instruments 
GmbH, Германия),хромогенные среды для микробиологиче-
ских  исследований(CHROMagar,Франция), гематологические 
экспресс- анализаторы (ITC, Hemochron).

Многолетний опыт работы позволяет нам успешно 
осуществлять комплексное оснащение лабораторий са-
мым современным оборудованием, обучение пользовате-
лей и последующее сервисное обслуживание.
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ТОО «ИНТЕРМЕДИКА АЛМАТЫ»
050000, Казахстан, г. Алматы,
ул. Айтеке би, 187, оф. 205, 050026
тел.: +7 (727) 352 79 70, 352 79 71
факс +7 (727) 352 79 72
e-mail: info@intermedica.kz
www.intermedica.kz

Наша компания Интермедика Алматы на рыке бо-
лее 5 лет, мы занимаемся поставкой лабораторного и 
ультразвукового оборудования и США И Кореи. У нас 
авторизованный сервисный центр с первоклассными 
специалистами.

ТОО «НПФ «МЕДИЛЭНД»
050031, Казахстан, г. Алматы
пр. Райымбека, 417 А
тел.: +7 (727) 238 08 56, 238 08 57
факс +7 (727) 222 00 56
e-mail: mail@mediland.kz
www. mediland.kz

ТОО «НПФ Медилэнд» работает как поставщик ла-
бораторного оборудования для лабораторий на рынке 
Казахстана с 1993 года.За эти годы нам удалось вырастить 
коллектив высокопрофессиональных специалистов в об-
ласти лабораторной диагностики и аналитики,обученных 
и сертифицированных ведущими мировыми произ-
водителями лабораторного оборудования. Являясь 
официальным дистрибьютором на территории Казах-
стана таких ведущих мировых производителей лабора-
торного оборудования, как «SysmexCorporation» (Япо-
ния), BectonDickinsonBiosciences (США), «BioMerieux» 
(США-Франция), «BioSystems S.A» (Испания), 
«RocheDiagnosticsGmbH» (Германия), «Sebia» (Франция), 
«Terumo» (Бельгия), «AwarenessTechnologyInc.» (США), 
«Wiegand International» (Германия), и многих других, мы 
занимаемся поставкой в РК медицинской техники, обору-
дования для оснащения медицинских и научных лабора-
торий, расходных лабораторных и медицинских матери-
алов. Мы видим своей целью внедрение инновационных 
технологий в области медицинского лабораторного и ис-
следовательского оборудования, предоставляя в распоря-
жение наших клиентов последние технические разработ-
ки наряду с приборами, уже зарекомендовавшими себя и 
проверенными обширной практикой пользователей.

ТОО «МЕДИЦИНА - ӘЛЕМЫ»
010000, Казахстан, г. Астана
ул. Мендешева 19
тел./факс +7 (7172) 44 93 62
e-mail: inf@medalem.kz
www.medalem.kz

ТОО «Медицина Әлемы» основано в 2006 году. Наша 
фирма является одной из динамично развивающихся меди-
цинских компаний Казахстана.  Мы занимаемся поставкой 
медицинского и лабораторного оборудования, расходных 
материалов, реагентов и лекарственных средств. Предлага-
ем широкий ассортимент данной продукции от мировых 
производителей, таких как: Abbott (США), Bio-Rad (Фран-
ция), Roсhe (Швейцария), Cerus (США), Fenwal(США), 
Diamed (Швейцария), Dometic (Люксембург), Pall (Велико-
британия), Ravimed (Польша), Green Gross Corporation (Ко-

рея), ОАО "Синтез" (Россия),  Hettich (Германия), Biosan (Лат-
вия), Elmi (Латвия), Memmert (Германия), Helmer (США), 
GFL(Германия), IKA(Германия), Мока (Россия), ЭМО (Рос-
сия), ЗАО «ЛОиП» (Россия) и других. 

ООО  «ОЛьВЕКС ДИАГНОСТИКУМ»
192029, Россия, г. Санкт- Петербург
пр. Обуховской обороны, 70, корп.2
тел. +7 (812) 412 84 46
факс +7 (812) 412 84 29
e-mail: office@olvex-d.ru
www.olvex-d.ru

Компания «ОЛьВЕКС ДИАГНОСТИКУМ» на сегод-
няшний день является одним из ведущих производите-
лей биохимических наборов для клинической лабора-
торной диагностики и представляет вашему вниманию 
следующую продукцию:

1. Биохимические наборы «ОЛьВЕКС ДИАГНОСТИ-
КУМ» собственного производства.

2. Биохимические анализаторы.
3. Дозаторы лабораторные «Термо Фишер Сайенти-

фик» и «Биохит».
4. Диагностические наборы и реагенты для исследо-

вания системы.
      гемостаза «Технология - Стандарт».
5. ИФА тест-системы «Хема».
6. Цоликлоны «Гематолог».
Лабораторное оборудование и  расходные материалы.      

МЕДИЦИНСКАЯ КОМПАНИЯ ОМб
125047, Россия,  г. Москва
ул. 4-ая Тверская-Ямская, д.16, корп. 3
тел. +7 (495) 925 81 50
факс +7 (495) 925 81 50 
e-mail: info@omb.ru
www.omb.ru

23 года на рынке здравоохранения России. Про-
фессиональный поставщик решений для лаборатор-
но-диагностических исследований: Siemens, EliTech, 
Analyticon, Advanced Instruments, Hettich, Greiner Bio-
One, Infomed CS, Гемакор.

ТОО «ОРбИТА-МЕДИК»
050000, Казахстан, г. Алматы
ул. Кабанбай батыра, 236, 050008
тел./факс +7 727 378 94 57
E-mail: orbita.medic@mail.ru

ТОО «Орбита-Медик» существует на рынке Казахста-
на более 12 лет и является дистрибьютором таких компа-
ний, как Abbott Molecular (США), Abbott Diabetes Care 
(США), Instrumentation Laboratory. 

ТОО «Орбита-Медик» является поставщиком обо-
рудования и реагентов для проведения ПЦР, FISH, HLA-
типирования и определения химеризм, тест-систем для 
определения гепатита В и С, глюкометров, тест-полос к 
ним для определения глюкозы и кетоновых тел, коагуло-
метров и анализаторов для определения газов крови. 
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ТОО «РЕАМЕД-КЗ»
050016, Казахстан, г. Алматы
ул. Пушкина, 13
тел.: +7 (727) 271 28 47
e-mail: mail@reamed.ru
www.reamed.kz

Компания «РЕАМЕД» - производитель гематологиче-
ских диагностических реагентов ЮНИ-ГЕМ® для более 
чем 80 моделей анализаторов, в том числе ветеринарных. 
На рынке лабораторной диагностики стран СНГ с 1994 
года, при этом основное производство расположено на 
территории России. Объем выпуска продукции в 2012 
году составил более 1 миллиона литров. 

Официальный эксклюзивный дистрибьютор компа-
нии Chengdu PUTH® medical plastics packaging Co.,Ltd. 
(вакуумные системы взятия венозной крови PUTH, в том 
числе для ветеринарии).  

 С 2010 года представлена в Республике Казахстан неза-
висимым казахским предприятием - ТОО «РЕАМЕД-КЗ»

ТОО «РОШ КАЗАхСТАН»
050008, Казахстан, г. Алматы
пр. Абая, 52
бизнес центр Иннова Тауэр, 8 этаж
тел. +7 (727) 334 19 19
тел./факс +7 (727) 334 19 20
e-mail: madina.yerzhanova@roche.com
www.roche.com , www.roche.kz

На протяжении более 110 лет компания Рош идет в 
авангарде здравоохранения. Сегодня, являясь мировым 
лидером в диагностике in vitro, мы поставляем диагно-
стическое медицинское оборудование, а также широкий 
спектр тестов для быстрого и достоверного выявления за-
болеваний и их мониторинга, осуществляемого врачами, 
лабораториями и самими пациентами.

Компания Рош имеет богатейший опыт работы в сфе-
ре диагностики, располагая мощным научным, техниче-
ским и производственным потенциалом в этой области. 
По праву являясь мировым лидером в направлении диа-
гностики in vitro, Рош предлагает современные решения 
для различных направлений лабораторной диагностики, 
реализуя комплексные подходы к оснащению лаборато-
рий и организации лабораторного процесса. Автоматиче-
ские анализаторы и реагенты для клинической химии, ге-
матологии, коагулологии, иммунохимического анализа, а 
также экспресс-анализаторы, автоматизированные линии 
для пре- и постаналитической стадии обработки образ-
ца и лабораторные информационные системы способны 
удовлетворить нужды лаборатории любой производитель-
ности. Рош-Диагностика предлагает покупателю не просто 
свою продукцию, а единую систему, включающую техни-
ческий сервис, обучение персонала, постоянную методи-
ческую поддержку и своевременную доставку реактивов 
и расходных материалов.  Компания Рош является при-
знанным мировым лидером в направлении молекулярной 
диагностики благодаря высококачественной инновацион-
ной продукции для ПЦР-анализа. Системы молекулярной 
диагностики Рош  активно используются в практической 
медицине для обнаружения вирусов гепатита, ВИЧ, па-
пилломы и различных бактериальных инфекций.

ООО ФИРМА «ТЕхНОЛОГИЯ-СТАНДАРТ»
656037, Россия, г. барнаул
пр. Калинина, 116/95, а/я 1351
тел.: +7 (3852) 22 99 37, 22 99 38, 22 99 39
факс +7 (3852) 27 13 00
e-mail: mail@tehnologia-standart.ru
www.tehnologia-standart.ru

Компания была основана в 1989 году на базе Федераль-
ного Академического центра по диагностике и лечению 
нарушений гемостаза. Постоянно в ассортименте - более 
50 наименований продукции собственного производства 
– наборы для определения протромбинового времени, 
АПТВ/АЧТВ, фибриногена, плазминогена, антитромбина 
III, волчаночного антикоагулянта и др. 

Преимуществами наших наборов и реагентов являются:
• Наиболее конкурентоспособные цены при высоком 

качестве.
• Наличие контрольных материалов в составе наборов
• Возможность использования набора на протяжении 

длительного срока.
• Обеспечение продукции справочными и методиче-

скими материалами.
• Адаптация к имеющимся на рынке коагулометрам 

и агрегометрам.
Продукция защищена 20 патентами и 15 товарными 

знаками. Адаптирована к применению на различных 
типах полуавтоматических и автоматических коагуломе-
тров: ACL, Helena, Sysmex, Diagnostiсa Stago.

Наборы и реагенты прошли в установленном порядке 
процедуру регистрации в странах СНГ: Украине, Белорус-
сии, Казахстане, Узбекистане, Кыргызстане и Таджики-
стане и успешно используются в повседневной практике 
лечебных учреждений этих стран.

МбООИ «ОбЩЕСТВО бОЛьНЫх
ГЕМОФИЛИЕЙ» («РЕНАМ»)
125167, Россия, г. Москва
Новый Зыковский проезд, 4
тел.: +7 (495) 225 12 61, +7 (499) 707 76 30
факс +7 (499) 705 12 61
e-mail: info@renam.ru
www.renam.ru

МБООИ «Общество больных гемофилией» («Ренам») 
ведущий российский производитель реагентов для ге-
моглобинометрии и исследования системы гемостаза, 
поставщик контрольных материалов для Федеральной 
Системы Внешней Оценки Качества (ФСВОК), участник 
Международных программ по проверке качества лабо-
раторных исследований: UK NEQAS for blood coagulation 
(Великобритания), и ECAT foundation (Нидерланды), 
имеет сертификат соответствия требованиям ГОСТ ISO 
9001-2011 и ГОСТ Р ИСО 13485-2004, и право СЕ маркиров-
ки продукции (Директива 98/79/ЕС).
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ТОО «ЭКО-бАРС»
Казахстан, ЮКО, г. Шымкент
ул. Д.Курманбекова, 2
тел. +7 (7252) 54 34 66
факс +7 (7252) 54 60 43
e-mail: info@ecobars.kz
www.ecobars.kz

ТОО «ЭКО-Барс» — активно развивающаяся компа-
ния, работает на рынке Казахстана с 2004 года 

в сфере поставки самых современных, качественных и 
эксклюзивных медицинских товаров от 

крупнейших производителей Германии, Италии, 
США, Индии, Китая, России и Казахстана.

В деятельности компании выделяются 3 основных на-
правления: 

•  дезинфицирующие и антисептические средства 
• лабораторное оборудование и фармацевтические 

реагенты 
• изделия медицинского назначения (продукты 

травматолого-ортопедического профиля для ста-
ционаров и амбулаторного применения, продук-
ты для акушерства и гинекологии, изделия для 
кислородной терапии и пр.) 

Цель ТОО «ЭКО-Барс» - предложить продукцию, 
произведенную в соответствии с новейшими 

знаниями и стандартами в области технологии для 
достижения высокой степени комфорта и 

безопасности пользователей, внести ощутимый вклад 
в развитие здравоохранения нашей страны, 

стать лидером на своем рынке.

ТОО «ЮМГИСКОР хОЛДИНГ»
010000, Республика Казахстан, Астана
ул. Сары-Арка 15, бЦ "Iскер", 14 этаж
тел./факс г. Астана: +7 (7172) 90 13 89, 90 12 89
тел./факс г. Алматы: +7 (727) 311 01 33, 311 01 90
e-mail: info@yumgiskor.kz
www.yumgiskor.kz

Компания «Юмгискор Холдинг» основана в апреле 
2006 года. Основной деятельностью Компании являет-
ся поставка медицинского оборудования, расходных 
материалов и реагентов в медицинские учреждения 
республики. Сегодня Компанией реализованы тысячи 
успешных проектов. В клиентском портфеле компа-
нии крупнейшие казахстанские медицинские учреж-
дения, научные исследовательские институты, воен-
ные госпитали, государственные медицинские центры, 
диспансеры, поликлиники, родильные дома и частные 
медицинские 

На сегодняшний день открыто 6 офисов и 15 регио-
нальных торговых представительств по Казахстану. Ком-
пания оперирует 2-мя основными складами (в г. Астана 

и г. Алматы) и 3-мя дополнительными мини-складами в 
регионах. Штат Компании составляет 201 человек.

Компания успешно работает в 6 основных медицин-
ских направлениях:

• Кардиология и интервенционная хирургия
• Лабораторное оборудование и расходные материалы
• Микроскопия
• Преаналитические системы
• Экспресс-диагностика и интенсивная терапия
• Эндоскопия и эндохирургия
В 2012 году компания открыла новое для себя научное 

направление. Первым клиентом в данном направлении 
стал Назарбаев Университет, с которым в декабре 2012 
года подписано соглашение на поставку оборудования 
Biorad и Beckman Coulter. 

Помимо действующих направлений, компания ока-
зывает сервисное обслуживание поставленной техники 
(гарантийное и платное обслуживание). В составе Ком-
пании функционирует собственный сервисный центр в 
г. Астана, в котором работает 15 специально обученных 
и сертифицированных производителями сервисных 
инженера. Кроме того, 11 сертифицированных сервис-
ных инженеров Компании работают в регионах Респуб-
лики Казахстан. 

Сервисная служба Компании является самой много-
профильной и наибольшей по количеству сертифициро-
ванных кадров среди медицинских компаний Казахстана. 

Ведущие поставщики компании входят в Тop 10 
производителей медицинского оборудования мира 
– это компании Beckman Coulter, Olympus, Terumo, 
BD, Masimo, Siemens, Randox, Philips Respironics, PFM 
medical, Bio Rad и.т.д.

ЗАО «А/О ЮНИМЕД»
129301, Россия, г. Москва, ул. Касаткина, 3а
тел. +7 (495) 734 91 31
факс +7 (495) 229 91 31
e-mail: office@unimedao.ru
www.unimedao.ru

«А/О Юнимед» ведущий производитель и поставщик 
оборудования и расходных материалов для клинической 
лабораторной диагностики России. Компания работает 
на рынке лабораторной диагностики с 1994 года. 

Среди нашего оборудования автоматические гема-
тологические анализаторы Medonic, Quintus, Samsung 
LABGEO HC10, автоматические и полуавтоматические 
устройства для окраски мазков, коагулометры, анали-
заторы глюкозы и лактата серии Eco, анализаторы мочи 
Uriscan, анализаторы белка и креатинина в моче, имму-
нохроматографические анализаторы Samsung LABGEO 
IB10  и биохимические анализаторы Samsung LABGEO 
PT10 . Наборы реагентов для клинической биохимии, си-
стемы для взятия капиллярной и венозной крови.
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АвтомАтический биохимический
АнАлизАтор открытого типА
Gesan Production Srl (италия)
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