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В. А. Гущин1,2     , В. А. Мануйлов1,3, Е. П. Мазунина1, Д. А. Клейменов1, Т. А. Семененко4, А. Л. Гинцбург5, А. П. Ткачук1

Gushchin VA1,2      , Manuilov VA1,3, Mazunina EP1, Kleymenov DA1, Semenenko TA4, Gintsburg AL5, Tkachuk AP1

IMMUNOLOGICAL MEMORY AS A BASIS FOR A WISE VACCINATION 
STRATEGY. A RATIONALE FOR INTRODUCING A COMPREHENSIVE 
SEROEPIDEMIOLOGICAL SURVEILLANCE SYSTEM IN RUSSIA

ИММУНОЛОГИЧЕСКАЯ ПАМЯТЬ КАК ОСНОВА РАЦИОНАЛЬНОЙ 
ВАКЦИНОПРОФИЛАКТИКИ НАСЕЛЕНИЯ. ОБОСНОВАНИЕ СОЗДАНИЯ 
СИСТЕМЫ СЕРОЭПИДЕМИОЛОГИЧЕСКОГО МОНИТОРИНГА В РОССИИ

Иммунологическая память — одна из ключевых функций адаптивного иммунитета, позволяющая организму проти-
востоять инфекциям, предотвращать развитие онкологических и аутоиммунных заболеваний. Важнейшее свойство 
иммунологической памяти — это способность с помощью предсуществующих антиген-специфичных клонов B- и 
T-клеток быстро и эффективно реагировать на патоген, с которым у организма был контакт в прошлом. Наличие 
долгоживущих популяций клеток, надежно распознающих инфекционные агенты, позволяет использовать вакцина-
цию в качестве главного элемента превентивной медицины. На уровне сообщества людей иммунологическая память 
отдельных индивидуумов определяет феномен популяционного (коллективного) иммунитета, который чрезвычайно 
важен для обеспечения биобезопасности в масштабе государства. В обзоре описаны актуальные исследования попу-
ляционного иммунитета в контексте вакцинопрофилактики. Рассматриваются принципы организации серологических 
исследований, опыт серологического мониторинга в различных странах, существующие и перспективные аналити-
ческие подходы к изучению иммунологической памяти. Обсуждаются недостатки принятых в России способов оценки 
популяционного иммунитета и предлагается к реализации система сероэпидемиологического мониторинга.

Immunological memory is one of the key features of the adaptive immunity. It confers the ability to resist infection and prevents 
development of cancer or autoimmune diseases. Most importantly, immunological memory mediated by preexisting antigen-
specific clones of T- and B-cells ensures a rapid and effective response to an invasion by a previously encountered pathogen. 
Since vaccination induces a specific long-lived response to infectious agents, it becomes a basis for preventive medicine. In a 
human population, immunological memory of individuals shapes the so-called herd or community immunity crucial for national 
health. The present review touches upon significant population-wide research studies of immunological memory with regard 
to immunization. We discuss the principles of serological testing and the outcomes of serological monitoring conducted in 
different countries, and talk about standard and innovative analytical approaches to studying immunological memory. We also 
pinpoint the drawbacks of methods used for herd immunity assessment in Russia and propose a comprehensive system for 
seroepidemiological surveillance.

Keywords: immunological memory, herd immunity, humoral immunity, infectious agent, pathogen, vaccine, immunization, 
immunization schedule, vaccine hesistancy, surveillance

Ключевые слова: иммунологическая память, популяционный иммунитет, гуморальный иммунитет, инфекционный 
агент, патоген, вакцина, вакцинопрофилактика, календарь прививок, отказ от вакцинации, мониторинг
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Вакцинация является главным экономически оправдан-
ным средством борьбы с инфекционными заболеваниями, 
дающим прямую защиту от патогенов, обеспечивая дол-
говременную иммунологическую память [1]. Несмотря на 
значительный прогресс в области вакцинопрофилактики, 
существует ряд препятствий для разработки новых или 
улучшенных вакцин, а также рационального использова-
ния ранее созданных препаратов: это, с одной стороны, 
нехватка новых фундаментальных знаний по иммунологии, 
а с другой — бюрократические, экономические и социаль-
но-политические барьеры. Так, в настоящий момент поч-
ти 20 млн детей не имеют доступа к уже разработанным 
вакцинам из типового календаря вакцинации (рисунок), 
в результате чего несколько миллионов людей умирают 
ежегодно [1]. Еще больше людей умирает от инфекций, 
против которых нет вакцин (ВИЧ, малярия) [2] или вакци-
нация дает лишь частичную защиту (туберкулез) [3]. 
Задачей вакцинопрофилактики до 1970-х гг. было внед-

рение единичных вакцин против опасных заболеваний 
с обеспечением максимального охвата населения всех 
возрастных групп. Несомненными успехами прививочной 
работы того периода можно считать полную элиминацию 
оспы во всем мире, а также (частично) кори, полиомиели-
та, дифтерии, столбняка и туберкулеза (в отдельных ре-
гионах и развитых странах Европы и Северной Америки). 
Современная вакцинопрофилактика — это прежде всего 
сложная система календарей вакцинации детей, подрост-
ков и взрослых против множества возбудителей, некото-
рые из которых включают десятки серотипов.
Календарь прививок позволяет реализовать потен-

циал используемых вакцин и правильно рассчитать по-
требность в них для различных групп населения. Список 
используемых вакцин постоянно расширяется, что дела-
ет управление таким календарем очень сложным. Между 
тем, корректировка календаря прививок невозможна без 
мониторинга эффективности текущих программ вакци-

нации и глубокого понимания структуры популяционного 
(коллективного) иммунитета [5].
Популяционный иммунитет — это известный фено-

мен, который проявляется в защите иммунологически 
восприимчивых индивидуумов, находящихся в обществе 
людей, обладающих иммунологической памятью против 
определенной инфекции (вакцинированных или перенес-
ших заболевание). Пороговый уровень, необходимый для 
обеспечения коллективного иммунитета, зависит от коли-
чества индивидуальных контактов и вероятности передачи 
инфекции, определяемой природой патогена. Так, извест-
но, что при равномерном распределении иммунизиро-
ванных в обществе их доля в 82–87 % необходима для защиты 
от распространения дифтерии, полиомиелита и краснухи, 
85–90 % — от эпидемического паротита и 92–95 % — от ко-
ри и коклюша [6].
Стоит отметить, что достижение абсолютного иммуни-

тета против какой-либо инфекции невозможно в принци-
пе, поскольку не у всех здоровых людей после введения 
вакцины формируется устойчивый иммунитет [7]. Феномен 
избирательности формирования иммунологической памя-
ти в зависимости от генотипа пациента и других условий 
пока мало изучен [8]. Незащищенными от инфекций явля-
ются также люди с иммунодефицитами, ВИЧ-инфекцией, 
онкологическими заболеваниями [9]; младенцы, для кото-
рых применение вакцинации может быть неэффективно 
или небезопасно [10]; пожилые люди, иммунитет которых 
ослабевает [11]. Кроме того, даже проверенные вакцины 
от партии к партии или в зависимости от сезона различа-
ются по эффективности [10, 12]. Таким образом, поддер-
жание высокой доли истинно иммунизированных людей 
среди населения чрезвычайно важно для защиты как по-
пуляции в целом, так и ее незащищенных групп.
Важно, что феномен коллективного иммунитета наблю-

дается только при условии равномерного распределения 
иммунизированных лиц в популяции [5]. Известно, что 

Доля жителей стран-членов Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ), в которых предусмотрена иммунопрофилактика основных вакциноуправляе-
мых инфекций в национальном календаре прививок, от числа всех жителей стран-членов ВОЗ (данные ВОЗ, [4])
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группы людей, отказывающихся от вакцинации, например 
по религиозным соображениям, часто проживают ком-
пактно, что сильно снижает уровень коллективного имму-
нитета в этих регионах. Это было подтверждено, в част-
ности, при обследовании населения районов проживания 
представителей менонитской церкви в США, коренных на-
родов США и Канады, религиозных общин в Нидерландах 
[6, 13]. Отказы от прививок по таким причинам все чаще 
фиксируются и в мире, и в России, что вызвало широкую 
общественную [14, 15] и научную дискуссию [16–20]. Опре-
деление ландшафта защищенности в современном обще-
стве, позволяющего выявлять контингент восприимчивых 
к инфекциям людей, требует проведения направленных 
серологических исследований.
Серологические исследования являются важным ин-

струментом для мониторинга инфекционных процессов, 
выявления групп риска и прогнозирования новых угроз и 
предоставляют информацию, которая часто отсутствует 
в данных эпидемиологического надзора и данных по ох-
вату иммунизацией [20]. Современный серомониторинг 
основывается на оценке качества и количества специфи-
ческих антител в сыворотке крови, являющихся, с одной 
стороны, маркером вакцинации или перенесенного забо-
левания, а с другой — определяющих защиту от инфекции 
[21]. Наличие в крови антител в результате перенесенно-
го заболевания позволяет использовать серомониторинг 
для выявления не только клинических, но и субклиничес-
ких случаев инфекции, которые в ином случае остались 
бы незамеченными. Так, было показано наличие антител 
к коклюшному токсину у 20 % детей раннего возраста, не 
вакцинированных и не имевших в истории болезни упоми-
нания о коклюше [22]. Централизованная система серомо-
ниторинга популяционного иммунитета должна быть час-
тью любой широкомасштабной кампании по вакцинации.

Общие принципы организации системы 
серологического мониторинга

Целью существования общегосударственной системы 
мониторинга [23, 24] является получение достоверной 
информации, достаточной для определения уровня попу-
ляционного иммунитета, эффективности существующих 
программ вакцинации, необходимости корректировки ка-
лендаря прививок, а также объемов закупаемых вакцин. 
Поэтому к первоочередным задачам системы относятся:

1. определение реальной доли населения, имеющей 
протективный уровень антител к возбудителям, циркули-
рующим на эндемичных территориях, в том числе относя-
щимся к инфекциям, управляемым средствами специфи-
ческой профилактики, с возможностью стратификации;

2. определение эффективности проводимых программ 
вакцинации в региональном, социально-экономическом 
и возрастном разрезе на основе сопоставления данных 
по охвату прививками с реальной иммунной прослойкой 
в группе; 

3. уточнение истинных значений популяционного имму-
нитета для данной группы или территории (доля иммунизи-
рованных людей в группе, достаточная для защиты группы 
от эпидемического распространения инфекции).
Основными критериями эффективности полноценной 

системы мониторинга является количество и качество 
получаемой информации, что обеспечивается привержен-
ностью следующим принципам [25, 26]:

— принцип глобальности: мониторинг той части населе-
ния или объектов окружающей среды, которая безуслов-

но необходима для валидного определения распростра-
ненности маркеров инфекции статистическими методами 
(зависит от вида возбудителя, его региональной эндемич-
ности, путей и факторов риска передачи);

— принцип релевантности: репрезентативность иссле-
дуемых групп и объектов, обеспечение проведения иссле-
дований в соответствии с принципами современной эпи-
демиологии;

— принцип непрерывности: непрерывность исследова-
ний, т. е. возможность воспроизвести их в течение ряда 
лет;

— принцип однородности данных: однородность пре-
доставляемых результатов по различным инфекциям и 
исследуемым группам, т. е. возможность их совокупно-
го анализа в рамках единой эпидемиологической картины 
и временной динамики.
Для запуска такой системы мониторинга специалисты 

должны обладать полномочиями и возможностями для 
сбора, паспортизации и архивации образцов, необходи-
мой лабораторной базой и собственным центром обра-
ботки данных. Необходимость ее формирования в рамках 
существующей организационной структуры учреждений 
здравоохранения или наряду с ней прямо обозначена 
в планах Правительства РФ [23] и следует из оценки акту-
ального состояния дел в области вакцинации.

Существующие способы оценки популяционного 
иммунитета в России

В настоящее время в России не проводятся широкомас-
штабные исследования встречаемости маркеров имму-
нитета к вакциноуправляемым инфекциям, результаты 
которых можно было бы распространить на все населе-
ние страны с необходимой степенью достоверности. Эф-
фективность проводимых программ вакцинации косвенно 
оценивается тремя способами:
— анализ показателей охвата прививками (документальной 
прививаемости),
— анализ заболеваемости,
— локальные сероэпидемиологические исследования.
Рассмотрим их особенности по отдельности.

Охват прививками

Каждая организация, прививающая пациентов, заполняет 
две формы государственной статистической отчетности 
[27, 28]: форма № 5 включает данные о количестве по-
ставленных прививок (абсолютном количестве израсхо-
дованных доз вакцины); форма № 6 — данные не только 
о количестве прививок, но и о списочной численности кон-
тингентов населения, подлежащего иммунизации до дости-
жения того или иного (т. н. «декретированного») возраста 
в соответствии с Национальным календарем прививок 
[29, 30] в отчетном периоде. На основе этих данных рас-
считываются следующие показатели: охват прививками — 
доля детей, попадающих по критерию возраста в декре-
тированную группу населения, и получивших хотя бы одну 
прививку из курса вакцинации; привитость — доля паци-
ентов во всех возрастных контингентах, получивших пол-
ный предусмотренный курс прививок; своевременность — 
доля детей, получивших необходимые прививки вовремя, 
т. е. до достижения определенного возраста (подробнее 
см. [31]). Эта отчетность собирается Роспотребнадзором 
[32, 33], а данные по охвату прививками включаются в 
ежегодный публичный Государственный доклад [34]. 
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Несомненно, при таком подходе учитывается каждый 
человек в стране, получивший прививку. Однако не учи-
тываются люди, вакцину не получившие. Во-первых, для 
того чтобы рассчитать долю привитых людей, нужно знать 
точную численность населения в той или иной группе, но 
лечебно-профилактические учреждения (ЛПУ) вынуждены 
пользоваться так называемой переписной численностью 
населения [33] — данными о том, сколько людей состоит 
на учете в поликлиниках. Вследствие миграционных про-
цессов и того, что не все жители встают на учет, эти дан-
ные не отражают реальной численности различных групп 
населения. Кроме того, в отсутствие единой электронной 
системы медицинских карт большая часть информации 
о прививках конкретного человека теряется при его пе-
реезде на участок другого ЛПУ. Во-вторых, даже самый 
аккуратный ежегодный учет доли вакцинированных па-
циентов не позволяет определить текущее количество 
людей в стране, когда-либо получивших вакцину вообще. 
Например, в работе О. В. Цвиркун [35] приводятся дан-
ные об охвате детей прививками против кори, начиная 
с 1968 г. Так, если в конце 1960-х гг. этот показатель 
составлял 30–50 %, то уже к концу 1980-х гг. он достиг 
75 %, а к 2013 г. — 97–98 %. Несмотря на высокие значе-
ния показателя охвата прививками, согласно выводу этой 
же работы [35], основанному на математическом моде-
лировании, к 2014 г. доля восприимчивых к кори людей 
в России составляла 25,6 %. Среди 74,4 % невосприимчи-
вых людей 50 % приобрели иммунитет после вакцинации, 
а остальные 24,4 % — вследствие перенесенного заболе-
вания. Эти показатели далеки от формальных критериев 
элиминации кори [36–39].
Приведем еще один пример в отношении другого вак-

циноуправляемого заболевания — гепатита В. Федераль-
ная программа вакцинации новорожденных против этой 
инфекции началась в России в 2001 г. [40, 41]. К сожа-
лению, данные по охвату прививками новорожденных до 
2010 г. не опубликованы, но в 2010–2016 гг. значение по-
казателя составляло около 97 % [42]. Сопоставив эту ин-
формацию с данными о рождаемости в эти годы (около 
2 млн детей в год, [43]), можно предположить, что как ми-
нимум 14 млн детей к настоящему времени прошли курс 
вакцинации против гепатита В (10 % населения страны). 
Но само по себе высокое значение показателя охвата при-
вивками (97 %) ничего не говорит о том, сколько вообще 
человек в России на сегодняшний день получили вакцину. 
Во-первых, неизвестно, сколько людей уже были иммуни-
зированы к 2001 г. (в том числе в результате перенесен-
ного заболевания) и сколько точно новорожденных было 
вакцинировано в 2001–2009 гг. Во-вторых, согласно край-
не фрагментарным данным [44, 45], только в 2006–2008 гг.
от 18,5 до 25 млн человек (взрослых, подростков и де-
тей) были дополнительно иммунизированы вне календаря. 
Как мы видим, этих данных недостаточно, чтобы сказать, 
сколько в данный момент людей в России получили при-
вивку от гепатита В и/или являются иммунизированными.
Наконец, как уже отмечалось, проведение вакцинации 

не обязательно означает успешную иммунизацию [7, 10, 
12]. Все это говорит о том, что публикуемые показатели 
документальной привитости не могут рассматриваться в 
качестве критерия оценки популяционного иммунитета.

Анализ заболеваемости

Заболеваемость — это доля пациентов с впервые заре-
гистрированным заболеванием за отчетный период, выра-

женная по отношению к численности населения [46]. Каж-
дый диагноз инфекционного заболевания фиксируется 
в форме экстренного извещения № 058/У [47, 48] и в фор-
ме № 2 государственной статистической отчетности [27]. 
Эти документы также представляются в Роспотребнадзор 
[32, 33] для обобщения и публикации данных [34]. Дина-
мика истинной заболеваемости в отношении какой-либо 
инфекции служит объективным показателем здоровья на-
селения, определяемого помимо иных факторов охватом и 
эффективностью вакцинации. Однако заболеваемость не 
позволяет количественно определить параметры популя-
ционного иммунитета по следующим причинам.
Во-первых, статистика регистрирует только первич-

ные манифестные случаи заболевания, выявленные у па-
циентов, обратившихся к врачу. Из-за этого истинный 
уровень заболеваемости остается неизвестным. Более 
того, с точки зрения эпидемиологии когорта людей, регу-
лярно наблюдающихся у врача, может быть совершенно 
нерелевантной по отношению к остальному населению 
страны [25].
Во-вторых, случаи заболевания для ряда инфекций 

должны учитываться на основе лабораторного или иного 
достоверного подтверждения диагноза, чего не проис-
ходит вследствие недостаточной оснащенности регио-
нальных ЛПУ поликлинического звена [49]. Характерным 
примером для России является установление диагноза по 
гриппу и ОРВИ и, соответственно, показателей заболева-
емости для этих инфекций. Например, в 2016 г., согласно 
официальной статистике, в России заболели гриппом все-
го 88,5 тыс. человек (0,06 % населения), в то время как 
ОРВИ невыясненной этиологии — 31,7 млн человек (око-
ло 20 % населения) [34]. Похожие уровни заболеваемости 
фиксировались и ранее [42, 50]. Для сравнения: в США 
в неэпидемический сезон 2015–2016 гг. гриппом заболели 
22–29 млн человек (7–9 % населения) [51], а в Японии еже-
годная заболеваемость сезонным гриппом в 2010–2014 гг.
составляла 10–16 % от всего населения [52–54]. Явная 
диспропорция между заболеваемостью гриппом и ОРВИ, 
характерная для России, объясняется, очевидно, тем, что 
диагноз «ОРВИ» ставится врачом по симптоматике, а ди-
агноз «грипп» — после подтверждения лабораторными 
методами [55]. Грипп — вакциноуправляемая инфекция, 
а вся совокупность ОРВИ — нет, поэтому заниженные дан-
ные о заболеваемости гриппом не позволяют определить 
эффективность проводимых программ иммунизации насе-
ления против этого опасного заболевания.
В-третьих, для некоторых инфекций количество вновь 

регистрируемых случаев заболевания очень слабо корре-
лирует с распространенностью инфекции вообще. Здесь 
можно привести в пример гепатит В, который, как извест-
но, клинически проявляется в острой либо хронической 
форме [56]. Официальная заболеваемость острым гепати-
том B в России снизилась со 141 случая на 100 тыс. чело-
век в 1999 г. до 22,7 случая — в 2016 г. Успех обусловлен 
как программой всеобщей вакцинации новорожденных, 
так и борьбой с распространением наркотиков [57, 58]. При 
этом общее количество инфицированных людей в России, 
определенное прямым скринингом различных групп насе-
ления на наличие в сыворотке крови HBsAg, оценивает-
ся в 2–4 % населения (3–6 млн носителей вируса), причем 
значение этого показателя, по-видимому, меняется незна-
чительно [59–62] вследствие эпидемиологических особен-
ностей распространения возбудителя [63]. Для гепатита 
B динамика регистрации новых случаев заболевания не 
коррелирует с истинной заболеваемостью в популяции 
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и служит слабым индикатором коллективного иммунитета 
к этой инфекции.
С заболеваемостью связан показатель смертности от 

инфекций, однако в России способ расчета этого параме-
тра, вероятно, приводит к искажению данных. Так, ВОЗ 
оценивает долю смертей от инфекций в среднем по миру 
примерно в 25 % (по отношению ко всем причинам смерти), 
и даже в развитых странах значение показателя составля-
ет около 10 % [2]. В России же, по официальным данным 
[43], доля таких смертей в 2010–2014 гг. составила всего 
1,7–3,1 % [64]. Причина та же, что и в случае регистрации 
заболеваемости: невозможность достоверно установить 
этиологию инфекционного заболевания, приведшего к 
смерти в результате осложнений или сочетанного пора-
жения органов, в то время как многие новообразования 
(особенно гинекологические), болезни пищеварительной 
системы и даже сердечно-сосудистые заболевания, при-
водящие к смерти, имеют инфекционную природу [65]. Это 
означает, что данные о смертности вследствие инфекций, 
также не подходят в полной мере для оценки популяцион-
ного иммунитета.

Сероэпидемиологические исследования

Формально в России действует государственная система 
серологического мониторинга к вакциноуправляемым ин-
фекциям в индикаторных группах населения [31, 33, 36] 
через региональные Центры гигиены и эпидемиологии 
Роспотребнадзора и профильные научно-исследователь-
ские центры [35, 55]. Однако задачами такого мониторинга 
являются не изучение коллективного иммунитета к инфек-
циям, а определение «напряженности иммунитета» [67] 
у представителей индикаторных групп различных возрас-
тов с документированным вакцинальным статусом [68]. 
Это важная задача для оценки эффективности вакцина-
ции, но такой мониторинг не позволяет изучать иммунитет 
всего населения. 
Значительную ценность представляют прямые иссле-

дования распространенности серологических маркеров 
разных инфекций (в том числе антител к возбудителям) 
в различных группах населения, проводимые в рамках 
собственных исследовательских программ научными уч-
реждениями. Но эти исследования нерегулярны, включают 
ограниченные группы населения и публикуются в разных 
источниках, что не позволяет формировать общую карти-
ну популяционного иммунитета в России.
Приведем несколько примеров таких исследований 

в отношении вакциноуправляемых инфекций. В работе 
[69], выполненной на материале от 300 жителей Ленин-
градской области, показано, что антитела к вирусу крас-
нухи были обнаружены у 60–78 % из них в зависимости 
от возрастной группы. Отметим, что в работе исследовали 
образцы, собранные еще в 1995 г. — до начала федераль-
ной программы вакцинации против краснухи (2000 г.) и до 
введения обязательной ревакцинации (2002 г.) [41]. В сле-
дующей работе, выполненной на материале от 779 чело-
век из Санкт-Петербурга в 2013 г. [70], показано, что доля 
иммунизированных людей составила 82,1 %, т. е. отмечено 
слабое влияние вакцинации на жителей региона.
Данные о реальной распространенности антител на 

протективном уровне к паротиту демонстрируют прямую 
корреляцию с показателем охвата прививками. Так, по 
данным сотрудников ГНЦ ВБ «Вектор» (Новосибирск, [71]), 
всего к 2006 г. было вакцинировано от паротита 90–95 %
населения страны. В работе [72] показано, что среди 

60 детей, обследованных в это же время в Новосибирске, 
97 % имели антитела к вирусу паротита. А в работе [73], 
выполненной в Москве с включением в исследование 904 
человек разного возраста, протективные антитела против 
паротита были обнаружены в 93 % случаев.
В исследовании, посвященном иммунитету против ви-

руса гепатита B в поствакцинальную эру и выполненном 
в 2013 г. на материале от 970 жителей Санкт-Петербурга, 
было показано, что антителами к HBsAg обладает около 
55 % населения [74]. При этом результаты аналогичных 
исследований, проведенных на материале, полученном до 
начала всеобщих программ вакцинации против гепатита B 
в России (2001 г., [41]), показывают более низкие значе-
ния коллективного иммунитета. Например, в работах [75, 
76] было показано, что встречаемость антител к HBsAg 
у представителей коренных народностей Сибири (выбор-
ки составили 194–657 человек, материал был собран в 
1993–2002 гг.) составила 19–52 %. Похожие данные, хотя 
и для другой группы населения, были получены в рабо-
те [77]: среди 302 пациентов из Москвы (2011–2013 гг.) 
частота встречаемости антител к HBsAg составила 20,9 %. 
С учетом того, что средний возраст пациентов составил 
45,5 ± 8,6 года, можно предположить, что среди них пре-
обладали лица, не получавшие вакцину. Сравнение дан-
ных трех работ позволило бы утверждать, что программа 
всеобщей вакцинации против гепатита B имеет заметный 
эффект, если бы данные не были получены на столь раз-
нородных группах.
Все перечисленные методы изучения уровня защиты 

населения России от инфекций ни по отдельности, ни в 
совокупности не обеспечивают получения достоверных 
данных о популяционном иммунитете и не могут служить 
в качестве надежных прогностических инструментов. Не-
обходимо создание новой национальной системы прямого 
сероэпидемиологического мониторинга маркеров имму-
нитета. Однако перед тем, как высказать свои соображе-
ния по этому вопросу, обратимся к мировому опыту. 

Зарубежные программы серологического мониторинга 
и их практические результаты

Для оценки охвата прививками в США и странах ЕС созда-
ются или уже функционируют информационные системы 
иммунизации, в которых регистрируются все факты вве-
дения вакцин людям. В соответствии с критериями Centers 
for Disease Control Prevention [78] такая система:

— определяется как функционирующая на популяци-
онном уровне компьютеризированная конфиденциальная 
база данных, учитывающая все вакцины и дозы, введен-
ные уполномоченными организациями и сотрудниками ли-
цам, проживающим в регионе;

— в короткие сроки предоставляет специалистам кон-
солидированную информацию о прививочном анамнезе 
конкретного пациента;

— агрегирует масштабные данные о вакцинации на 
уровне популяции для использования в целях эпидемио-
логического надзора, контроля общественного здоровья, 
оценки охвата прививками и расчета показателей заболе-
ваемости вакциноуправляемыми инфекциями.
В 2016 г. в Европе такие системы действовали на на-

циональном уровне в 10 странах (Германия, Швеция, 
Нидерланды, Норвегия и др.), в 5 странах существовало 
более одной субнациональной системы (Великобритания, 
Австрия и др.) и еще в 6 странах такие системы были вве-
дены в качестве пилотных проектов (Франция, Болгария 
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и др.) [79]. В Глобальном плане действий в отношении вак-
цин на 2015–2020 гг. такие системы расцениваются как 
«неотъемлемая часть хорошо функционирующих систем 
здравоохранения» [80]. Такие системы повышают качество 
оценки вакцинации, но не способны оценить истинный 
уровень популяционного иммунитета, поскольку введение 
вакцины не обязательно означает успешную иммунизацию 
человека. По этой и другим причинам (несоответствие до-
кументированного количества вакцинаций истинному, не-
совершенство системы учета вакцинаций и др.) в разных 
странах выполняются субнациональные и национальные 
программы исследований популяционного вакциноин-
дуцированного иммунитета, в рамках которых система-
тически о населении собирают некоторую информацию 
(демографические параметры, анамнез жизни, прививоч-
ный анамнез и др.) и отбирают биоматериал (чаще все-
го — кровь). Образцы помещают в хранилища-биобанки 
[81] и используют для сероэпидемиологических лабора-
торных исследований. В качестве примеров рассмотрим 
несколько таких национальных программ.
Одно из наиболее обширных национальных исследо-

ваний популяционного иммунитета было реализова-
но в Нидерландах в 2 этапа: в 1995–1996 гг. и в 2006–
2007 гг. (эти этапы обозначаются проектами PIENTER 1 и 
PIENTER 2 соответственно, в настоящее время идет про-
ект PIENTER 3). В ходе первого этапа было собрано 9 948 
образцов сывороток крови, которые были протестирова-
ны на наличие антител к 7 инфекциям, входившим на тот 
момент в национальную программу иммунизации: дифте-
рии, столбняку, полиомиелиту, кори, паротиту, краснухе и 
гемофильной инфекции типа B [82, 83]. Также определя-
ли серологические маркеры к гепатитам A, B и C (что для 
двух последних позволило определить хроническое носи-
тельство этих вирусов) и токсоплазме [84–86]. Во многом 
именно результаты, полученные в ходе проекта PIENTER 1,
способствовали корректировке национальной программы 
иммунизации Нидерландов, и в ходе PIENTER 2 в пере-
чень определяемых маркеров были добавлены антитела 
к возбудителям менингококковой инфекции, папиллома-
вирусной инфекции, ветряной оспы и др. Всего на втором 
этапе исследовали 6 386 образцов на наличие 19 антител 
(для некоторых возбудителей определяли несколько ви-
дов серологических маркеров) [5, 87]. Отметим, что ход 
выполнения проектов PIENTER 1 и PIENTER 2 активно 
освещался исполнителями как в научных журналах, так и 
в общенациональных средствах массовой информации, что 
способствовало установлению авторитета Нидерландов в 
области инфекционного мониторинга на мировом уровне.
В Бельгии в 2006 г. провели национальное исследова-

ние распространенности маркеров 5 вакциноуправляемых 
инфекций (кори, паротита, краснухи, дифтерии и столбня-
ка) на 3 974 образцах, в результате чего были определе-
ны возрастные группы населения с низким коллективным 
иммунитетом и даны рекомендации по проведению допол-
нительной иммунизации в этих группах [88]. Данные были 
уточнены и дополнены результатами исследований имму-
нитета к коклюшу в альтернативном исследовании других 
бельгийских авторов, выполненном в 2012 г. на 1 500 об-
разцах [89, 20].
В Германии в 2003–2006 гг. были собраны и исследова-

ны на наличие антител к кори, паротиту и краснухе около 
13 900 образцов крови (отметим, что изначально образцы 
были собраны в рамках других программ национального 
здравоохранения) [90]. Аналогичные проекты в различ-
ном виде реализуются и в других странах (Китае, Японии, 

США, Италии и др.), что говорит об их востребованности. 
Сводная информация о других примерах реализации на-
циональных программ мониторинга приведена в табл. 1.
Пожалуй, наиболее важным следствием проводимых 

серологических исследований является возможность их 
практического применения для уточнения истинных зна-
чений коллективного иммунитета в различных социальных 
группах и регионах, управления календарем вакцинации, 
определения эффективности программ вакцинации и 
определения объемов требуемых вакцин, диагностических 
и лекарственных средств.
Рутинная вакцинация позволяет достигать хорошей 

напряженности иммунитета, но, как показывает практика, 
для полного прекращения вспышек заболевания необхо-
димо проведение дополнительных программ по вакцина-
ции среди отдельных возрастных групп или на отдельных 
территориях. Основной задачей при этом является опре-
деление групп риска. Сигналом для проведения вакцина-
ции может являться появление заболевших в отдельных 
восприимчивых коллективах, но такой индикатор может 
быть запаздывающим, приводящим к локальным эпиде-
миям с неприемлемым результатом. Особенно легко по-
терять контроль над ситуацией в случаях, когда на тер-
ритории в течение длительного времени не выявляются 
заболевшие, что далеко не всегда означает достижение 
защитного действия коллективного иммунитета. Более 
надежно моделирование эпидемиологических процессов 
на основе данных серомониторинга [105]. Так, в ответ на 
вспышку дифтерии в Восточной Европе в конце 1990-х гг. 
в соседних странах провели серологическое исследова-
ние, которое выявило ответ на анатоксин ниже защитного 
уровня, после чего провели дополнительную вакцинацию 
среди взрослого населения [106].
Введение программ серологического надзора сыграло 

важную роль в успешном контроле кори во многих стра-
нах, где данные о возрасте восприимчивых к заболеванию 
индивидуумов повлияло на определение оптимального 
возраста для вакцинирования. В Великобритании в се-
редине 1990-х гг. сочетание сероэпидемиологических ис-
следований и математического моделирования позволило 
предсказать вспышку эпидемии кори [107, 108]. Затем 
была проведена кампания по вакцинации, в ходе кото-
рой 92 % детей в возрасте 5–16 лет были вакцинированы. 
Последующий серомониторинг показал, что, несмотря на 
успешность проведенной вакцинации в целом, высокая 
восприимчивость к вирусу кори сохранилась среди детей 
дошкольного возраста. Это позволило обосновать необхо-
димость включения второй дозы MMR-вакцины (Measles/
Mumps/Rubella) в рутинный календарь прививок детей в 
возрасте 4 лет [109]. Похожая ситуация наблюдалась в 
Австралии [110, 111]. Приведенные примеры говорят о 
высокой практической ценности серологического монито-
ринга для управления уровнем коллективного иммунитета 
применением вакцин, свойства которых хорошо изучены.
Примеры регулярной и своевременной корректировки 

национальной программы иммунизации по результатам 
сероэпидемиологических исследований в Нидерландах 
свидетельствуют о том, что серомониторинг стал незаме-
нимым аналитическим инструментом [5]. Так, по результа-
там проекта PIENTER 1 была введена вакцинация против 
пневмококка, изменен график вакцинации против гепатита 
B, осуществлена замена одной вакцины другой (Infanrix-
IPV + Hib на Pedicacel), а также применена комбинация 
вакцин, ранее использовавшихся по отдельности (DT-IPV 
и aP в 4 года) [112]. Все изменения календаря оценивали 
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в проекте PIENTER 2. На этом этапе были введены вак-
цины против менингококковой инфекции в 14 месяцев и 
19 лет одновременно с MMR, а также вакцина против 
папилломавирусной инфекции для девочек 12 лет [5]. 
В случае введения новых вакцин последующее проведение 
сероэпидемиологического мониторинга позволяет оце-
нить их эффективность и определить продолжительность 
иммунитета, полученного вакцинацией. Также возможен 
контроль состава циркулирующих штаммов и серотипов 
для разработки новых вакцин, в том числе дополненных 
актуальными штаммами [113–115].

Лабораторные методы изучения популяционного 
иммунитета

Важнейшую роль в изучении популяционного иммунитета 
играют скрининговые тест-системы, позволяющие про-
водить серологические исследования. Согласно [68], для 
проведения серологического мониторинга применяются 
следующие лабораторные методы: реакция пассивной 
гемагглютинации (РПГА) — для выявления антител к виру-
су кори, дифтерийному и столбнячному анатоксинам; ре-
акция агглютинации (РА) — для выявления агглютининов 
коклюшного микроба; иммуноферментный анализ (ИФА) 
— для выявления антител к вирусам кори, краснухи, эпи-
демического паротита, гепатита B, а также возбудителю 
коклюша; реакция нейтрализации цитопатического дей-
ствия вируса в культуре клеток ткани — для выявления ан-
тител к вирусам полиомиелита. На данный момент ИФА — 
общепринятый и широко применяемый метод качествен-
ного и количественного определения антител IgG в сыво-
ротке крови человека. Однако при необходимости одно-
временного определения иммунного статуса к нескольким 
инфекциям и при большом числе образцов этот метод тре-
бует больших затрат времени, поскольку каждый маркер 
требует отдельного анализа. Поэтому в широкомасштаб-
ных исследованиях эффективности иммунопрофилактики 
метод ИФА уступает место современному методу мульти-
плексного иммунного анализа (МИА), главным преимуще-
ством которого является определение концентрации им-
муноглобулинов одновременно к нескольким антигенам, 
при этом для анализа достаточно очень малых объемов 
сыворотки (около 5 мкл [116]), что важно при обследо-
вании детей. Другим преимуществом мультиплексных 
тест-систем является их гибкость — возможность расши-
рения панели анализа добавлением новых антигенов, вхо-
дящих в состав вакцин [117].
Существует несколько коммерческих платформ, по-

зволяющих создавать мультиплексные тест-системы. Они 
отличаются технологиями определения и пробоподготов-
ки, расходными материалами, однако их объединяет то, 
что твердой фазой для проведения иммуноферментного 
анализа являются полистироловые микросферы. К приме-
ру, одна из наиболее известных диагностических плат-
форм — xMAP (Multiple Analyte Profiling). Ее ключевым ком-
понентом, являются полистироловые микросферы, кото-
рые внутри содержат точные количества 2–3 спектрально 
отличных флуорохромов, сочетание которых используется 
для создания панелей из 50–500 различных закодирован-
ных флуорохромами регионов, что позволяет объединять 
микросферы различных регионов в одну мультиплексную 
систему [118].
Важно отметить, что большинство созданных на дан-

ный момент мультиплексных систем для мониторинга 

популяционного иммунитета к вакциноуправляемым за-
болеваниям являются «домашними», максимально оптими-
зированными под конкретные задачи. Они предназначены 
для определения антител IgG в сыворотке крови человека 
как минимум к одному патогену, при этом могут содержать 
до 23 антигенов, как, например, тест-система для одно-
временной детекции антител к 23 капсульным антигенам 
пневмококка [119]. Некоторые исследователи при созда-
нии таких тест-систем преследовали цель сравнения их 
с общепринятыми методиками (ИФА) и определения таких 
характеристик, как чувствительность, воспроизводимость 
и специфичность. Другие — создавали мультиплексную 
тест-систему как инструмент для серологического мони-
торинга иммунного статуса населения одновременно к 
нескольким инфекциям. Например, команда бельгийских 
ученых разработала систему для детекции антител против 
дифтерии, столбняка и коклюша, чтобы оценить состоя-
ние популяционного иммунитета жителей Бельгии к этим 
инфекциям, сравнить полученные данные с данными серо-
логических исследований прошлых лет и решить, можно 
ли применять эту тест-систему в более масштабных иссле-
дованиях [20]. Тест-система включает 5 антигенов: дифте-
рийный, столбнячный и коклюшный токсины, филаменто-
зный гемагглютинин и пертактин, — которые с помощью 
специальной методики [118] «пришиты» к поверхности 
магнитных полистироловых микросфер. Выборка образ-
цов сывороток крови бельгийцев в возрасте 20–29,9 года 
была протестирована с использованием созданной пента-
плексной тест-системы, а валидацию и сравнение с мето-
дом ИФА проводили на отдельной выборке из 37 образцов 
сывороток. В результате удалось установить, что в ис-
следованной выборке образцов сывороток концентрация 
антител к дифтерийному токсину оказалась ниже протек-
тивного уровня (< 0,1 МЕ/мл) в 26,4 % случаев, к столбняч-
ному токсину — в 8,6 % случаев. Что касается параметров 
тест-системы, то она обладает высокой корреляцией ре-
зультатов между отдельными моноплексными системами 
в ее составе и мультиплексом в сборе [20]. Результаты, 
полученные с помощью данной тест-системы, также хоро-
шо коррелируют с результатами коммерческих ИФА-тест-
систем (табл. 2). В соответствии с существующими норма-
тивными положениями FDA (Food and Drug Administration, 
США) и EMA (European Medicines Agencies, ЕС) валидиро-
ванный анализ для количественного определения антител 
должен характеризоваться коэффициентом вариации 
получаемых результатов ≤ 20 % [120]. Исходя из этого, 
можно заключить, что точность результатов, полученных 
с помощью МИА на основе xMAP-технологии, высока. 
Еще одной важной характеристикой серодиагностической 
тест-системы является нижний предел чувствительности 
(LOD), и для каждого антигена в составе мультиплексной 
системы он индивидуален. Описываемая пентаплексная 
тест-система продемонстрировала достаточное для скри-
нинговых целей значение LOD (табл. 2).
Другая тест-система для определения антител к тем же 

5 антигенам была предложена голландскими исследова-
телями [121]. На небольшой выборке образцов сывороток 
они оценивали, отвечает ли эта система общепринятым 
требованиям серодиагностики. Пентаплекс продемон-
стрировал более низкий предел количественного опреде-
ления (LLOQ), чем метод иммуноферментного анализа: на-
пример, LLOQ для коклюшного токсина был равен 0,00078 
ФЕ/мл в мультиплексной тест-системе и 2 EA/мл — при 
ИФА, а для дифтерийного токсина — 0,00006 МЕ/мл и 
0,01 МЕ/мл соответственно [121]. При этом коэффициент 
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Таблица 1. Программы серологического мониторинга

Источник
Национальная 
система /
программа

Страна Инфекция Проблема/цель
Период 
исследова-
ния, гг.

Метод Число участников

[91]

National 
Epidemiological 
Surveillance 
of Vaccine-
Preventable 
Disease (NESVPD)

Япония Коклюш

В 2013 г. была обнаружена высокая 
распространенность антител к токсину 
возбудителя коклюша среди взрослых 
японцев.

2013–2014
ИФА-тест 
собственной 
разработки

252

[92]
Well-Child-
Care Program 
of Ambulatory 
Healthcare 
Services

ОАЭ

Грипп A и B

От гриппа прививаются группы риска.  
Обосновать необходимость вакцинации 
от гриппа A и B всех детей на нацио-
нальном уровне.

2014–2015
Коммерче-
ский ИФА

294

[93]

Корь, паротит, красну-
ха, коклюш, дифтерия, 
столбняк, полиомиелит, 
ветряная оспа, Hib-ин-
фекция

Определить среди детей ОАЭ к 9 
вакциноуправляемым инфекциям, 
включенным в календарь прививок.

227

[94]
Самостоятельное 
серологическое 
исследование

Израиль Гепатит А

Установить уровни серопревалентно-
сти IgG среди населения Израиля до и 
после введения вакцинации от гепатита 
A в национальный календарь прививок  
для грудных детей.

1997–1998 и 
2011

Коммерче-
ский ИФА

1 883 — до начала 
вакцинации; 2 027 

— через 12 лет 
после вакцинации

[95]
DRC Demographic 
and Health Survey 
(DHS)

Конго Краснуха
Вакцинация от краснухи не предусмо-
трена в национальном календаре Конго. 
Необходимо изучить бремя инфекции.

2013–2014
Коммерче-
ский ИФА

7 195

[96]
Healthy Life In 
an Urban Setting 
(HELIUS)

Нидерланды
Папиллома-

вирусная инфекция

Определить, различаются ли досто-
верно уровни содержания антител к 
типам (штаммам) вируса «высокого 
риска» среди мужчин и женщин разных 
этнических групп.

2011–2014 In-house МИА 4 637

[97]
The European 
Sero-Epidemiology 
Network (ESEN).

Италия Коклюш

На фоне повышения инцидентности 
коклюша в странах с высоким охватом 
прививками населения определить 
серопревалентность коклюша во взрос-
лых возрастных группах.

1996–1997 и 
2012–2013

ИФА, стан-
дартизован-
ный ESEN

637 —  в    2012–
2013 гг.; 1 037 — в 

1996–1997 гг.

[98]

The National 
Measles Case 
Based Surveillance 
System

Эфиопия Краснуха

Изучить серопревалентность краснухи 
на данной территории с целью принятия 
решений по дополнению календаря 
антикраснушной вакциной.

2009–2015
Коммерче-
ский ИФА

17 066 

[99]
Самостоятельное 
серологическое 
исследование

Никарагуа Гепатит A

2-кратная вакцинация от гепатита 
A эффективно защищает от этого 
заболевания, но в эндемичных районах 
это дорого. Оценить эффективность 
однократной вакцинации.

2003–2012
Коммерче-
ский ИФА

130

[100]
Самостоятельное 
серологическое 
исследование

Камбоджа Столбняк
Национальное серологическое иссле-
дование иммунитета к столбняку среди 
женщин Камбоджи 15–39 лет.

2012
In-house ИФА 
и МИА

2 150

[101] PIENTER 2 Нидерланды Дифтерия

Оценка национальной программы 
иммунизации по дифтерии в сравнении 
с аналогичным исследованием, прове-
денным 11 лет назад.

2006–2007 In-house МИА
6 383 — после 
вакцинации; 1 518 
— без вакцинации

[102]

Самостоятельное 
серологическое 
исследование под 
эгидой китайско-
го CDC

Китай Коклюш, дифтерия
Определение уровня гуморального им-
мунитета против дифтерии и коклюша 
в Пекине.

2012
Коммерче-
ский ИФА

2 147

[103]

Самостоятельное 
серологическое 
исследование под 
эгидой китайско-
го CDC

Китай Гепатит В

Определение уровня гуморального 
иммунитета против гепатита B в одной 
из провинций Китая для оценки резуль-
татов введения вакцинации в сравнении 
с результатами 12-летней давности.

2012
Коммерче-
ский ИФА

13 207

[104]

National Health 
and Nutrition 
Examination 
Survey (NHANES 
I и III)

США Ветряная оспа
Определение уровня серопревалентно-
сти вируса ветряной оспы среди амери-
канской популяции в 1999–2004 гг.

1999–2004
ИФА

(протокол 
CDC)

16 683

корреляции между результатами, полученными обоими 
методами, оказался достаточно высоким (табл. 3).
Специфичность каждого моноплекса в составе таких 

тест-систем чаще всего проверяется в экспериментах с го-
мологичным и гетерологичным ингибированием [116, 119–
121]. Так, сыворотку с заведомо известным высоким со-
держанием антител IgG ко всем исследуемым инфекциям 
аликвотируют на соответствующее количеству антигенов 
число аликвот, каждую из которых инкубируют с одним из 
антигенов. После преинкубации к сывороткам добавляют 

суспензию микросфер со всеми исследуемыми антигена-
ми. Полученные данные при сравнении их с результатами 
контроля, в котором отсутствовала стадия преинкубации 
с антигенами, позволяют делать выводы о специфичности 
каждого моноплекса в составе мультиплексной системы. 
Считается, что приемлемые пределы чувствительности 
(гомологичного ингибирования) — 80–120 % [120]. Специ-
фичность тест-системы, созданной голландскими иссле-
дователями [121], оказалась очень высокой (табл. 2). Ее 
хорошие диагностические характеристики сочетаются 
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Рандомизация Результат

Три возрастных группы: 4–7 лет, 10–14 лет и 35 лет — по 84 человека из 6 префектур. Учиты-
вались пол, возраст, место жительства и дата сбора материала.

Высокая серопревалентность антител к токсину коклюша обусловлена не 
вакцинацией, а заболеванием коклюшем во взрослом возрасте.

Возраст: 4,1 года (медиана), 1,9–12,5 лет (разброс). Участники — дети, не привитые от гриппа, 
без острых и хронических заболеваний и регулярных медицинских манипуляций.

Серонегативные по гриппу A — 77 %, по гриппу B — 59 %. Большинство 
детей восприимчивы к гриппу, что говорит в пользу рутинной вакцинации 
этой возрастной группы.

Возраст: 1,9–5,9 года (разброс). Участники — дети, привитые в соответствии с национальным 
календарем прививок, без острых и хронических заболеваний и регулярных медицинских 
манипуляций.

Среди 30–60 % детей отмечен низкий уровень содержания  в сыворотке 
крови  антител к возбудителям коклюша, ветряной оспы и паротита. 
Необходима корректировка национальной программы иммунизации для 
улучшения этих показателей.

Сыворотки, полученные в банке, собирались от людей всех регионов Израиля. Учитывались 
пол, возраст (0–1,5; 1,6–4; 5–13; 14–19; 20–24; 25–34; 35–44; 45–54; 55–64; 65+ лет), место 
жительства, дата сдачи крови и популяционная группа (евреи или арабы).

Приведенные к возрасту уровни HAV-антител достоверно увеличились 
с 47 до 67 % и с 83 до 88 % среди еврейского и арабского населения 
соответственно. Снижение заболеваемости гепатитом A в стране является 
следствием введения и широкого охвата населения прививками от этой 
инфекции.

В исследовании принимали участие дети в возрасте 0,5–4,9 года. Стратификация по воз-
расту, полу, количеству детей в семье, возрасту и образованию матери, месту проживания. 
Также учитывались данные о вакцинации.

33 % детей были позитивны по IgG к вирусу краснухи.

Случайным образом выбранные в исследование 4 637 мужчин и женщин в возрасте 18–44 
лет — невакцинированные от  ВПЧ жители Амстердама, стратифицированные по этнической 
принадлежности (голландцы, суринамцы, ганцы, марокканцы и турки). Выбирали до 20 участ-
ников в год жизни в возрасте от 18 до 44 лет (= 27 лет жизни) каждого пола и этнической 
группы.

Серопревалентность штаммов ВПЧ «высокого риска» была достоверно 
различной для женщин разных этнических групп, чего не наблюдали для 
мужчин.

Результаты исследования 637 образцов сывороток от людей возрастных групп 20–29, 30–39 
и 60+ лет, отобранные в 2012–2013 гг., сравнивали с результатами исследования 1 037 образ-
цов  сывороток, отобранными в 1996–1997 гг.

Возбудитель коклюша циркулирует среди взрослого населения Италии с 
достоверно более высокой интенсивностью, что требует введения допол-
нительных превентивных мер.

Образцы сывороток были получены от пациентов с подозрением на корь и серологически 
негативных по этому заболеванию. Рандомизация проводилась по полу, возрасту (группы 
< 1 года, 1–4, 5–9, 10–14, > 14 лет) и по региону проживания.

Краснуха высокоэндемична для Эфиопии особенно среди детей до 10 
лет. Для принятия решения о введении рутинной вакцинации от краснухи 
необходимо ввести программу Rubella Surveillance System.

В исследовании принимали участие дети в возрасте 1,7–17 лет. Обследовались в динамике в 
течение 7,5 года после однократной вакцинации от гепатита A. Учитывались демографи-
ческие и социоэкономические факторы.

Введение детям из высокоэндемичных по гепатиту A районов одной дозы 
HAV-вакцины является достаточным для активации иммунной памяти и 
может обеспечить долгосрочную защиту.

Участвовали женщины в возрасте 15–39 лет, стратифицированные на группы с шагом в 5 
лет. Также было проведено разделение страны на 5 территорий. Случайным образом были 
отобраны жительницы выделенных 611 кластеров этих территорий.

Уровень серопревалентности столбняка составил 88 % в указанной 
группе.

Внутри каждого из 5 регионов страны были случайным образом отобраны 8 муниципалите-
тов пропорционально их размеру. Случайным образом были отобраны и стратифицированы 
по возрасту 380–500 человек в каждом из 40 муниципалитетов. Возрастные группы: 0, 1–4, 
5–9, 10–14, ..., 75–79 лет.

Несмотря на высокий охват прививками от дифтерии в целом по стране 
риск распространения дифтерии в некоторых географических кластерах, 
где жители отказываются от вакцинации по религиозным мотивам, оста-
ется высоким.

Возраст участников: от 3 мес. до 74 лет. Стратификация по полу, месту жительства (местные, 
приезжие), возрасту (0–1, > 40 лет и для возраста 1–40 лет — группы с шагом в 5 лет). Учиты-
валось наличие вакцинации.

Установлено, что у 50–70 % взрослого населения Пекина  отсутствова-
ли защитные антитела против дифтерии, и во всех возрастных группах 
отмечен уровень иммунитета к коклюшу менее 25 %, что указывает на 
потенциальный риск распространения этих заболеваний.

Возраст участников: от 1 до 14 лет (< 5, 5–9 и 10–14 лет). Первый этап стратификации  вы-
полнен по признаку экономического развития: по 10 округов из бедных, средних и богатых 
регионов. На втором и третьем этапе с учетом городского и сельского проживания из 534 
подрегионов и районов случайным образом выбрали 60 деревень и городских населенных 
пунктов.

Превалентность HBsAg и anti-HBc были 0,8 и 2,6 % соответственно, 
а в группе < 5 лет — 0,5 %. Установлено существенное снижение числа 
детей, позитивных по HBsAg, за 20 лет вакцинации.

Возраст: 6–49 лет. Стратификация по возрасту, полу, показателю бедности, семейному 
положению и месту рождения.

Серопревалентность вируса ветряной оспы среди детей повышается с 
возрастом и является равномерно высокой среди взрослого населения 
США в 1999–2004 гг.

с быстротой постановки реакции, большой пропускной 
способностью теста и потребностью в малых количествах 
образца и антигенов для проведения анализа.
Возбудители вакциноуправляемых инфекций — 

Corynebacterium diphtheriae, Clostridium tetani и Haemophilus 
influenzae типа b — стали объектами для создания три-
плексной тест-системы исследователями из США [122]. 
Она включает три антигена: столбнячный и дифтерий-
ный токсоиды, капсульный полисахарид H. influenzae, 
конъюгированный с сывороточным альбумином человека 

(HbO-HA). Тест-система была создана для оценки иммуно-
генности комбинированных вакцин. С помощью нее уда-
лось определить, что 92,6 % образцов сывороток в выборке 
содержат протективное количество антител IgG к столб-
нячному токсоиду (≥ 0,1 МЕ/мл), 80,2 % — к дифтерийному 
токсоиду (≥ 0,1 МЕ/мл) и 39 % — к капсульному полисаха-
риду H. influenzae. Референтным методом, с которым срав-
нивали эффективность мультиплексной системы, являлся 
ИФА, и был показан высокий уровень корреляции меж-
ду результатами, полученными двумя методами (табл. 2). 
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Источник Страна
Техноло-
гия

Патогены
Количество опреде-
ляемых антигенов

Объем выборки 
образцов сыво-
роток крови, n

Воспроизводи-
мость

Нижний предел 
чувствительности

Корреляция с 
результатами 
ИФА, R2

[116] Нидерланды
xMAP 

Luminex

Вирусы кори, 
паротита, краснухи 
и ветряной оспы

4: нативные 
очищенные 
антигены

70

CV* в пределах 
одной постанов-
ки — 5–14 %
CV между 
постановками — 
12–16 %

0,00024 — для 
вируса кори, 0,053 — 
для вируса паротита, 
0,00129 — для 
вируса краснухи и 
0,00024 — для виру-
са ветряной оспы

0,953–0,983

[20] Бельгия
xMAP 

Luminex

Bordetella pertussis, 
Corynebacterium 
diphtheriae, 
Clostridium tetani

5: дифтерийный, 
столбнячный и 
коклюшный токси-
ны, филаментозный 
гемагглютинин 
и пертактин

670

CV* в пределах 
одной постанов-
ки — 0,44–2,47 %
CV между 
постановками — 
2,11–2,67 %

0,00031 — для DT*, 
0,00035 — для TT*, 
0,012 — для PT*, 
0,032 — для FHA*, 
0,2 — для Prn* (для 
всех — мЕА/мл)

0,89–0,98

[122] США
xMAP 

Luminex
Streptococcus 
pneumoniae

14 серотипов 
полисахаридов 
S. pneumoniae: 1, 3, 
4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 
9V, 12F, 14, 18C, 19F, 
и 23F

50 Не опубликована Не опубликован 0,85–0,95

[121] Нидерланды
xMAP 

Luminex

Bordetella pertussis, 
Corynebacterium 
diphtheriae, 
Clostridium tetani

5: дифтерийный, 
столбнячный и 
коклюшный токси-
ны, филаментозный 
гемагглютинин, 
и пертактин

28–70

CV* в пределах 
одной постанов-
ки — 7–9 %
CV между 
постановками — 
10–13 %, 

0,00002 — для DT*, 
0,00001 — для TT*, 
0,26 — для PT*, 0,10 
— для FHA*, 0,22  — 
для Prn* (для всех — 
мЕА/мл)

0,948–0,984

[119] США
xMAP 

Luminex
Streptococcus 
pneumoniae

23 серотипа 
полисахаридов 
S. pneumoniae:1, 2, 
3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 
9V, 10A, 11A, 12F, 14, 
15B, 17F, 18C, 19A, 
19F, 20, 22F, 23F 
и 33F

Стандарт 
сыворотки крови 
человека 89S-2

Неизвестно Неизвестно

0,90 для сероти-
пов 1, 4, 5, 6B, 
9V, 14, 16C, 19F 
и 23F

[124] Нидерланды
BioPlex 

100 
(Bio-Rad)

Streptococcus 
pneumoniae

13 серотипов 
полисахаридов 
S. pneumoniae: 1, 3, 
4, 5,6A, 6B, 7F,9V, 14, 
18C, 19A, 19F, 23F

188 Неизвестно Неизвестно Неизвестно

[117] Британия
BioPlex 

(Bio-Rad)
Streptococcus 
pneumoniae

9 серотипов 
полисахаридов 
S. pneumoniae: 1, 4, 
5, 6B, 9V, 14, 18C, 
19F, 23F

120

CV* в пределах 
одной постанов-
ки — 5,2–8,34 %
CV между 
постановками — 
12,1–19,2 %

32,3–109,7 пг/мл 0,91–0,96

[123] США
xMAP 

Luminex

Corynebacterium 
diphtheriae, 
Clostridium tetani, 
Haemophilus
influenzae тип b

3: дифтерийный 
токсоиды, капсуль-
ный полисахарид 
Haemophilus 
influenzae, конъюги-
рованный с сыворо-
точным альбумином 
человека (HbO-HA)

81 Неизвестно Неизвестно Неизвестно

Таблица 2. Аналитические характеристики мультиплексных тест-систем, разрабатываемых в рамках серологических исследований

Примечание. CV — коэффициент вариации, DT — дифтерийный токсин, TT — столбнячный токсин, PT — коклюшный токсин, FHA — филаментозный 
гемагглютинин, Prn — пертактин.

Кроме того, исследователи отметили высокое соответ-
ствие результатов, полученных обоими методами, при тес-
тировании сывороток до и после вакцинации [123].
Отдельного внимания заслуживают работы по созда-

нию мультиплексных тест-систем для определения анти-
тел к Streptococcus pneumoniae (табл. 2). Такие системы, 
как правило, содержат большой набор антигенов — от 
9 [117] до 23 серотипов капсульного полисахарида [119]. 
Сложность составления панелей из пневмококковых по-
лисахаридов заключается, во-первых, в модификации 
технологии «пришивки» полисахаридных молекул к по-
верхности полистироловых микросфер: добавляется про-
межуточное звено — поли-L-лизин, связующий компонент 
между микросферами и антигеном. Во-вторых, появляется 
необходимость исключать антитела к растворимым поли-
сахаридам клеточной стенки пневмококка (некапсульной 
природы) и полисахариду C, свойственному некапсуль-
ным штаммам S. pneumoniae, которые не обеспечивают 
иммунитет к этому патогену. Поэтому в состав раствора 

для предварительного разведения сывороток включают 
абсорбенты — препараты растворимых полисахаридов 
клеточной стенки, в том числе полисахарид C и полисаха-
рид серотипа 22F [117, 122]. Такие же приемы применяют 
и в референтных ИФА-методиках, что позволяет повысить 
специфичность тест-системы и узнать ее истинную чув-
ствительность.
Разработанная британскими учеными мультиплексная 

тест-система для количественного определения в сы-
воротке крови антител IgG к 9 серотипам полисахарида 
S. pneumoniae была валидирована на стандартной кон-
трольной сыворотке 89-SF [117]. После этого ее провери-
ли на выборке образцов сывороток крови людей, не про-
шедших и прошедших вакцинацию различными вакцинами 
против S.  pneumoniae, в сравнении с ИФА. Тест-система 
отличалась отсутствием взаимного влияния моноплекс-
ных систем в ее составе, достаточно высокой специфич-
ностью и чувствительностью, отвечающей требованиям 
FDA и EMA: коэффициент вариации не превышал 20 % 
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Вирус МИА LLOQ, мМЕ/мл ИФА LLOQ, мМЕ/мл

Корь 0,72 20

Краснуха 3,86 3 000

Ветряная оспа 0,71 660

Паротит 160 4 000

Таблица 3. Корреляция результатов исследования, полученных с помощью 
методов МИА и ИФА (Smits et al., [116])

(табл. 2). Кроме того, была показана стабильность мульти-
плексной тест-системы после 12 мес. хранения при +4 °C, 
при этом снижение интенсивности флуоресценции соста-
вило всего 10–19 %. Результаты, полученные двумя мето-
дами, коррелировали между собой, поэтому потенциально 
мультиплексная тест-система может заменить ИФА в ка-
честве метода для мониторинга популяционного иммуни-
тета к S. pneumoniae в силу быстроты выполнения анализа 
и одновременной детекции антител ко всем антигенам — 
компонентам вакцины.
Более широкая панель для определения антител IgG 

к пневмококковым полисахаридам была разработана ко-
мандой исследователей из Нидерландов, в основе их тест-
системы — 13 серотипов полисахаридов [124]. Тест-си-
стему разработали для оценки гуморального иммунного 
ответа на 7-валентную вакцину (PCV-7) при исследовании 
образцов сывороток крови, полученных до вакцинации и 
11 мес. спустя у младенцев в возрасте 2, 3 и 4 мес. В 
панель были включены также и невакцинные серотипы 
полисахаридов, что позволило выявить увеличение кон-
центрации антител IgG к полисахариду серотипа 6A, не 
входящему в состав вакцины PCV-7, в образцах сыворо-
ток крови после вакцинации благодаря кросс-реактивно-
сти с серотипом 6B. Средние геометрические концентра-
ции антител, определенные мультиплексным иммунным 
анализом, оказались несколько выше таковых, опреде-
ленных методом ИФА. Однако коэффициент корреляции 
между этими двумя методиками высок (табл. 2). Разли-
чия в результатах ИФА и МИА позволили исследователям 
предположить, что утвержденная наименьшая протектив-
ная концентрация IgG к пневмококковым полисахаридам 
(0,35 мкг/мл) должна быть пересмотрена для использо-
вания в МИА и, возможно, следует рассматривать ее для 
каждого серотипа отдельно [124]. Похожее исследова-
ние было проведено несколькими годами ранее в США 
(табл. 2) [122]. В панель антигенов включили 14 серотипов 
пневмококковых полисахаридов, а оценку параметров 
созданного мультиплекса проводили на выборке образцов 
сывороток крови, полученных от людей до и после вакци-
нации. В экспериментах с гетерологичным и гомологичным 
ингибированием тест-система показала высокий уровень 
специфичности по каждому из антигенов за исключением 
двух близкородственных серотипов полисахаридов — 9N 
и 9V. Однако для некоторых серотипов гетерологичное ин-
гибирование достигало 50 %. Явления кросс-реактивности 
не удалось избежать предварительным инкубированием 
образцов сывороток с пневмококковым полисахаридом 
C, но дополнительная преадсорбция с полисахаридом се-
ротипа 22F значительно снизила уровень гетерологичного 
ингибирования. Результаты, полученные методами ИФА и 
МИА, в данном исследовании хорошо согласуются.
Уникальность другой тест-системы для серодиа-

гностики антител IgG к полисахаридам S. pneumoniae 
заключается в том, что она способна детектировать 
иммуноглобулины одновременно к 23 серотипам полиса-
харидов (табл. 2) [119]. Кроме того, помимо микросфер с 
серотипами полисахаридов она включает внутренний конт-
роль — микросферы с полисахаридами клеточной стенки 
S. pneumoniae и второй контроль — микросферы с поли-
сахаридом серотипа PnPS25, который не входит в состав 
ни одной вакцины против пневмококковой инфекции и 
позволяет оценивать воспроизводимость результатов (это 
особенно актуально в пре- и поствакцинных серологичес-
ких исследованиях). Все параметры этой тест-системы 
проверялись на контрольной стандартной антипневмо-

кокковой сыворотке 89S-2 (FDA), которая содержит IgG 
к пневмококковым антигенам и была получена из сыво-
роток крови людей, вакцинированных 23-валентной вак-
циной против S. pneumoniae. Результаты, полученные с 
помощью МИА, хорошо коррелируют с результатами, по-
лученными методом ИФА, а гомологичное ингибирование 
характерно для всех антигенов за исключением 2, 3, 4 
и 5 серотипов пневмококкового полисахарида, в случае 
которых не наблюдали ни гомологичное, ни гетерологич-
ное ингибирование антигенами [119].
Для вирусных инфекций, таких как корь, паротит, 

краснуха и ветряная оспа, которые входят в календарь 
прививок большинства стран ВОЗ, также разрабатыва-
ют мультиплексные тест-системы. В исследовании [116] 
использовали нативные очищенные препараты вирусов 
для пришивки к магнитным микросферам (табл. 2). Систе-
му тестировали на 70 образцах сывороток крови людей, 
получавших и не получавших вакцины от исследуемых 
инфекций. По результатам тестирования системы на ос-
нове xMAP-технологии исследователи заключили, что она 
обладает высокими специфичностью и точностью. Кроме 
того, для детекции антител IgG к каждому вирусу в составе 
мультиплексной системы был найден нижний предел LLOQ 
в сравнении с ИФА (табл. 3), который показал, что муль-
типлексная тест-система характеризуется более высокой 
чувствительностью для всех 4 вирусов.
Именно мультиплексные тест-системы в силу их  вы-

соких диагностических характеристик и экономичности 
должны использоваться в широкомасштабных серологи-
ческих исследованиях.

Перспективные методы контроля иммунологической 
памяти

Несмотря на широкое практическое внедрение иммуноло-
гических методов и их высокую ценность для проведения 
серологического мониторинга, все больше исследований 
говорят об их недостаточности и необходимости разра-
ботки новых подходов [125]. Ограничения существующих 
методов сводятся к невозможности оценки клеточного 
звена иммунитета и определения маркера строго в опре-
деленных популяциях клеток, а также небольшому количе-
ству одновременно выявляемых маркеров. Новые подходы 
должны учитывать фундаментальные свойства иммуноло-
гической памяти и молекулярные особенности патогенов. 
В конечном счете, появление новых методов может опре-
делить открытие совершенно новых свойств иммунной 
системы и переосмысление уже известных фактов. Опре-
деление специфических антител — основной метод оцен-
ки иммунологической памяти к какой-либо инфекции, и 
этот подход описан в предшествующих разделах статьи. 
Здесь же мы хотим поговорить об ограничениях этого под-
хода и проанализировать использованием новых методов 
в эпидемиологических исследованиях.
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Иммунологическая память как параметр адаптивного 
иммунитета проявляет динамические свойства. Она изме-
няется в процессе онтогенеза человека и под влиянием пе-
ренесенных им инфекционных заболеваний, вакцинации, 
особенностей собственной микробиоты и образа жизни 
[125–128]. Прежде всего, в течение жизни изменяется 
соотношение нативных клеток к клеткам памяти в пользу 
последних, что ведет к ухудшению качественных характе-
ристик иммунологической памяти в старости [129–131]. 
Если в младенчестве разнообразие рецепторов адаптив-
ного иммунитета у отдельных людей обладает некоторым 
сходством, то к старости различия становятся существен-
ными, отражая иммунологическую летопись прожившего 
жизнь человека [127, 128]. У здоровых людей различа-
ются состав клеточных популяций, профили цитокинов 
и иммуноглобулинов [125]. Факторами влияния являются 
генетическое своеобразие человека, его возраст, пол, 
состав микробиоты его кишечника, вакцинация, образ 
жизни, особенности окружающей среды, времена года и 
циркадные ритмы, но, к сожалению, мало что известно о 
действии этих факторов на качественные характеристики 
иммунитета. Ведется активный поиск маркеров, позволя-
ющих связать качественно-количественные особенности 
иммунитета отдельных людей с наличием заболевания или 
вероятностью его развития в будущем [125].
В статье, описывающей перспективы создания все-

мирного банка сывороток [21], предлагается делить все 
требующие мониторинга патогены на 4 группы. Первая 
группа содержит хорошо иммунизирующие, антиген-
но-стабильные патогены (корь, краснуха и оспа). Вторая 
группа содержит хорошо иммунизирующие, но антиген-
но-изменчивые патогены (грипп, инвазивные бактериаль-
ные инфекции и лихорадка денге). Третья группа включает 
инфекции, для которых антитела не считаются протектив-
ными, такие как туберкулез, у которого иммунный ответ на 
уровне антител варьирует в зависимости от стадии инфек-
ции; малярия, при которой заражение эритроцитов ведет к 
появлению нескольких вариантов антител; ВИЧ. Четвертая 
и самая обширная группа включает инфекции, которые не 
приводят к появлению достоверно устойчивого количе-
ства антител или для которых присутствие специфических 
антител в организме не связано с защитой от инфекций в 
дальнейшем. К ним относятся разнообразные кишечные 
инфекции и вирус папилломы человека.
Для первой группы инфекций формируемый гумо-

ральный иммунитет является протективным, его наличие, 
определенное серологическими методами, является одно-
значным маркером перенесенной инфекции (или вакцина-
ции). Для второй группы наличие антител может служить, 
с некоторыми оговорками, маркером зашиты от инфек-
ций, а также может использоваться для разработки вак-
цин и моделирования пандемий. Для обеих групп разра-
ботанные на сегодняшний день серологические методы 
являются практически исчерпывающими для определения 
напряженности иммунитета на популяционном уровне. 
Сложностью является определение причины возникно-
вения иммунитета: вследствие перенесенного заболева-
ния или же вакцинации [21, 132]. Так, для гепатита B по 
наличию антител анти-HBsAg и анти-HBcore можно гово-
рить о перенесенном заболевании, а при наличии только 
первых в отсутствие вторых — о вакцинации [133], но для 
других инфекций возможно введение в профилактические 
вакцины специальных иммунологических меток [134]. Для 
рекомбинантной вакцины против туберкулеза «ГамТБвак», 
разрабатываемой авторами настоящего обзора, возможно 

использование ответа на декстран-связывающий домен, 
участвующий в депонировании на декстрановый адъю-
вант, как маркер вакцинации [135].
В отношении третьей и четвертой групп инфекций мож-

но сказать, что, хотя антитела не являются подтвержде-
нием наличия иммунитета против патогена, они указывают 
на текущую или перенесенную инфекцию. В этом случае 
серологические данные могут быть полезными для оценки 
охвата населения программами вакцинации, если вакци-
нация приводит к появлению долговременного гумораль-
ного иммунитета [21]. Между тем, компромисс в данном 
случае допускается только потому, что отсутствуют надеж-
ные маркеры протективности, которые свидетельствовали 
бы о наличии иммунологической защиты. Разработка та-
ких маркеров была бы полезна не только для эпидемиоло-
гического мониторинга, но и для разработки новых высо-
коэффективных вакцин. Вакцины против легочной формы 
туберкулеза, малярии и ВИЧ до сих пор не разработаны 
в том числе потому, что надежные маркеры, указывающие 
на протективность, по-прежнему не найдены. Но как для 
третьей, так и для четвертой группы инфекций известны 
случаи иммунологически опосредованной устойчивости, 
а отсутствие протективного гуморального ответа в таких 
случаях объясняется значимой ролью клеточного иммуни-
тета [21, 136].
Для определения клеточного иммунитета известен 

способ, который называется IGRA (Interferon Gamma 
Release Assay). Суть метода заключается в определении 
уровня продукции интерферона гамма (IFNγ) лимфоци-
тами цельной крови или PBMC-фракции (субпопуляции 
мононуклеарных клеток периферической крови) при воз-
действии антигенами патогена [137]. Определение содер-
жания IFNγ проводится методом ИФА. Этот подход ши-
роко используется для диагностики туберкулеза и других 
инфекций, вызываемых внутриклеточными патогенами 
(например, туляремии, лейшманиоза и цитомегаловиру-
са) [138], но, как и в случае с антителами, его результат 
сводится к определению наличия инфекции, а не маркера 
устойчивости. Какие же методы могут подойти для разра-
ботки маркеров протективности для инфекций, устойчи-
вость к которым определяется клеточными компонентами 
иммунитета?
Среди перспективных методов можно назвать про-

точную цитометрию и ее модификацию, включающую 
сортировку клеток. Этот метод позволяет проводить ана-
лиз единичных клеток с использованием флуоресцентно 
меченных антител и маркеров клеточных компартментов 
с измерением до 30 параметров одновременно в сотнях 
тысяч и миллионах отдельных клеток [139]. Так можно по-
лучать глубокие знания о дифференциации и свойствах 
клеточных популяций на статистически достоверных вы-
борках. В рутинном эпидемиологическом мониторинге 
метод может быть применим в случае, если маркеры про-
тективности или восприимчивости потребуется искать 
в строго определенных популяциях клеток. Разработчикам 
таких маркеров необходимо максимально упрощать про-
токол исследования. Мешать внедрению таких методов 
будут также более высокие требования, предъявляемые 
к работе с живыми клетками. С использованием функции 
сортировки клеток на специальных модификациях цито-
метров возможно выделение популяций клеток, в которых 
определение маркеров протективности будет произведено 
другими методами. В этом случае отсортированные клетки 
могут быть заморожены и заложены в биобанк до прове-
дения анализа.
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Вторым перспективным методом является определение 
разнообразия клеточных рецепторов T-лимфоцитов [128] 
и B-лимфоцитов, продуцирующих антитела, с использо-
ванием секвенирования нового поколения (next-generation 
sequencing, NGS). Разнообразие рецепторов в определен-
ных субпопуляциях клеток дает возможность глубокого из-
учения иммунологической памяти. Расшифровка инфор-
мации о рецепторах может многое рассказать о том, чем 
человек болел и чем болеет сейчас, и даже предсказать, 
чем он заболеет в обозримом будущем. Фактически совре-
менные технологии позволяют определять, какие антитела 
продуцирует конкретный человек и против каких линейных 
эпитопов имеется клеточная память. К сожалению, пока 
нельзя определить специфичность всех рецепторов в со-
вокупности. Требуется развитие биоинформатики и кибер-
нетики, включающей машинное обучение и искусственный 
интеллект, а также проведение масштабных исследований, 
позволяющих оценить корреляцию фенотипа иммунной 
системы с разнообразием вариабельных локусов рецеп-
торов адаптивного иммунитета. Недостатками применения 
NGS в эпидемиологическом мониторинге являются слож-
ность пробоподготовки материала для исследования, вы-
сокая стоимость анализа и оборудования, потребность в 
высококвалифицированном персонале.
Результаты использования описанных новых мето-

дов могут оказаться неоценимыми для фундаментальной 
иммунологии. Вероятно, новые маркеры, обнаруженные 
этими методами, можно будет адаптировать для использо-
вания в более простых диагностических процедурах: муль-
типлексном иммунологическом анализе [140], IGRA-тесте, 
полимеразной цепной реакции, проточной цитометрии 
[139] или масс-спектрометрии [141].

Предложения по организации полноценной системы 
сероэпидемиологического мониторинга в России 
и ожидаемые экономические показатели

Основываясь на мировом опыте и знаниях о перспектив-
ных методах изучения популяционного иммунитета, мы 
предлагаем меры по организации системы сероэпидемио-
логического мониторинга в России в соответствии с прин-
ципами, упомянутыми в начале нашей работы.
Мониторинг должен осуществляться под эгидой Ми-

нистерства здравоохранения РФ, Роспотребнадзора или 
иного ведомства, способного обеспечить необходимый 
административный ресурс для взаимодействия с регио-
нальными ЛПУ в вопросах сбора образцов для исследова-
ний. Всего же организационная структура системы мони-
торинга должна включать четыре уровня.

1. Сбор образцов. Обеспечивается с привлечением 
региональных департаментов здравоохранения (которые 
является заинтересованными потребителями эпидемио-
логической информации) и муниципальных ЛПУ на уровне 
поликлиник с учетом того, что необходим сбор образцов 
от условно здорового населения. На данном уровне фор-
мируются группы для исследований, проводится анкети-
рование участников, отбираются образцы крови, произ-
водится их первичная обработка (отделение сыворотки) и 
транспортировка собранных образцов с сопутствующей 
документацией в централизованный биобанк.

2. Регистрация, паспортизация и архивирование соб-
ранных образцов в специализированном централизован-
ном биобанке, имеющем статус национального банка сыво-
роток крови в соответствии с определением [23]. Биобанк 
в создаваемой системе мониторинга имеет центральное 

и интегрирующее значение [142], поскольку в силу своего 
устройства и назначения он способен: а) аккумулировать 
собранные образцы в необходимом значительном коли-
честве, обеспечивать их аликвотирование и длительное 
хранение в стандартных условиях; б) вести автоматизиро-
ванный учет образцов в виде базы данных, включающей 
информацию о дате и месте получения образца, анкетных 
данных донора, результатах исследований, что исключает 
ошибки при проведении тестов и анализе их результатов, 
повышает достоверность полученных данных, позволя-
ет автоматически получать и обрабатывать статистику о 
встречаемости серологических маркеров инфекций.

3. Лабораторная часть для скрининга всех полученных 
образцов на наличие серологических маркеров методом 
ИФА в мультиплексном формате, что обеспечит определе-
ние десятков аналитов для каждого образца в ходе одно-
го исследования и существенно сократит затраты, в том 
числе временные, на исследование. Лаборатории, задей-
ствованные в мониторинге, должны иметь технологичес-
кую и юридическую возможность работы с материалом 
(кровью), потенциально содержащим патогенные биологи-
ческие агенты (ПБА) III–IV групп, а также проводить диаг-
ностику без наработки культур в отношении ПБА II группы 
[143, 144].

4. Аналитический центр для обработки полученных 
данных, прогнозирования тенденций, и предоставления в 
органы государственного здравоохранения исчерпываю-
щей информации в виде отчетов, удобных для использова-
ния всеми заинтересованными органами и службами.
Что касается объема и структуры исследований, то в 

соответствии с зарубежным опытом для принятия управ-
ленческих решений в области коррекции национальных 
программ иммунопрофилактики, необходимо изучать 
наличие протективного уровня антител к инфекциям у 
0,02–0,05 % населения страны [5, 20, 87, 88, 90]. Примени-
тельно к России это 30–75 тыс. условно здоровых человек. 
Участники исследования должны заполнять письменное 
информированное согласие и анкету — базовый эпиде-
миологический опросник (пол и возраст, социально-эко-
номическое положение участника, административно-тер-
риториальная принадлежность, известный вакцинальный 
статус, наличие хронических инфекционных заболеваний, 
основные факторы риска в отношении инфекционных за-
болеваний). Мотивация участников исследования может 
определяться небольшим денежным вознаграждением 
и предоставлением пациенту достоверных данным о со-
стоянии его иммунитета.
Вся обследуемая выборка должна позволять произ-

водить стратификацию в когорты численностью не менее 
500 человек, формируемые по определенным эпидемио-
логическим признакам. Численность когорт в 500 и более 
человек позволяет достичь точности определения (дове-
рительного интервала) доли людей, являющихся носителя-
ми изучаемого маркера, на уровне ± 5 % в диапазоне по-
пуляционной встречаемости маркера 40–60 % и точности 
± 2,5 % — в диапазоне встречаемости маркера 90–100 % 
(p < 0,05) [145], что достаточно для определения пара-
метров популяционного иммунитета [88]. Основная стра-
тификация должна происходить по возрасту. Исходя из 
данных о периодах вакцинации и возрастных изменени-
ях в приобретенном иммунитете [146, 147], а также ос-
новываясь на зарубежном опыте [148], мы рекомендуем 
стратификацию по группам в соответствии с возрастами, 
определяемыми национальным календарем прививок [30] 
с уточнениями: дети в возрасте до 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12, 15 
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и 18 мес., до 2 лет и далее с разницей в 1 год — до 11 лет, 
затем с разницей в 3 года — до 35 лет, далее — с разницей 
в 5 лет (всего не менее 35 возрастных групп численностью 
более 500 человек каждая). В связи с тем, что массовый 
отбор крови у детей до года сопровождается рядом тех-
нологических и этических трудностей, на пилотном этапе 
мониторинга допустимо стратифицировать детские воз-
раста в соответствии с «декретированными» возрастами 
уже упоминавшийся статистической формы № 6 [28]: до 
1 года, до 2 лет, далее с разницей в 1 год — до 18 лет. 
Такой подход (стратификация по возрасту с максимальной 
детализацией) будет полезен не только для определения 
реальной иммунизированной части населения, но и для из-
учения эффективности проводимых программ вакцинации 
в разных возрастах.
Важной является также стратификация по региональ-

но-территориальному и социально-экономическому приз-
накам. Мы предполагаем, что система здравоохранения 
России (по крайней мере, в части всеобщих программ вак-
цинации) действует с одинаковой эффективностью на всех 
граждан России вне зависимости от их территориального 
или имущественного статуса, но, во-первых, объектив-
ность этого предположения может быть подтверждена или 
опровергнута серологическим мониторингом, а во-вторых, 
не стоит забывать о том, что инфекции имеют разную эн-
демичность в зависимости от климатических зон и уровня 
экономического развития региона, что должно неизбежно 
отражаться на картине иммунитета населения. Достаточно 
адекватной для целей сероэпидемиологического монито-
ринга выглядит стратификация населения по регионам и 
социально-экономическим признакам, разработанная в 
ходе выполнения медико-социологического исследования 
«Обследование домашних хозяйств и здоровья населе-
ния России» (Russian Longitudinal Monitoring Survey, RLMS) 
в 1992–1998 гг. [149]. В исследовании вся территория 
России была разделена на 10 климатогеографических 
зон и 10 зон качества жизни. Для построения репрезен-
тативной выборки с отбором территориальных участков 
ЛПУ и домохозяйств на них в рамках определенных зон 
целесообразно использовать методику, применявшуюся 
в исследовании ЭССЕ-РФ (2012–2014 гг.) [150] (она анало-
гична американской программе NHANES: National Health 
and Nutrition Examination Survey [151]). Здесь  мы не будем 
останавливаться на статистических деталях формирова-
ния выборок, отметим только, что, согласно приведенным 
источникам, методология построения репрезентативных 
для населения всей страны (даже такой большой и разно-
образной, как Россия) является отработанной и готовой к 
применению.
Что касается спектра определяемых маркеров иммуни-

тета, то мы рекомендуем уже на первых этапах мониторин-
га детектировать методом мультиплексного ИФА антитела 
ко всем вакциноуправляемым инфекциям, взяв за осно-
ву перечень из национального календаря прививок. Этот 
перечень содержит 23 инфекции. Отдельная методология 
должна быть разработана для гриппа из-за смены сезон-
ных штаммов [152, 153] и туберкулеза, т. к. наличие общих 
антител IgG в крови не всегда служит показателем защи-
щенности [135].
В идеале описанные поперечные исследования (cross-

sectional studies [25]), т. е. получение одномоментного сре-
за данных по популяционному иммунитету у населения 
страны, должны проводиться регулярно, с частотой один 
раз в 6–7 лет, поскольку именно за этот период организм 
современного человека приобретает основной иммунитет 

к вакциноуправляемым инфекциям (и значительной части 
инфекций вообще) [31, 146, 154], т. е. происходит смена 
«иммунизированных поколений».
Какова будет стоимость предлагаемых мероприятий? 

По оценкам авторов настоящей работы, стоимость одного 
раунда общероссийского серологического мониторинга 
в пилотном варианте (10 регионов, 30 000 образцов, опре-
деление 30 видов антител) составит около 300 млн рублей, 
из них: 62 млн — сбор образцов, включая вознаграждение 
участников, стоимость расходных материалов и докумен-
тальной работы, оплату рабочего времени задействован-
ных врачей региональных ЛПУ; 23 млн — дооснащение 
региональных центров сбора образцов оборудованием 
для первичной пробоподготовки; 16 млн — логистические 
расходы; 99 млн — материалы для серодиагностики в 
мультиплексном формате; 100 млн — содержание лабо-
раторно-аналитического центра (обслуживание биобанка 
и другого оборудования, зарплаты сотрудников, управлен-
ческие расходы). Будут ли оправданы эти расходы для го-
сударственного бюджета? Несомненно.
Экономический эффект от мониторинга наступит пос-

ле дополнительной вакцинации людей из выявленных 
групп риска и будет выражаться в снижении ущерба от 
медицинских последствий заболеваний вакциноуправля-
емыми инфекциями. Методика оценки этого ущерба раз-
работана специалистами ЦНИИ эпидемиологии [155, 156]. 
Так, согласно [34, 50], совместные медицинские потери от 
заболеваемости инфекциями, управляемыми средствами 
специфической профилактики (коклюш, корь, паротит, 
столбняк, краснуха, дифтерия, острый вирусный гепатит 
B, гепатит A, бруцеллез, туляремия, брюшной тиф, бешен-
ство, некоторые геморрагические лихорадки, такие как 
клещевой энцефалит и желтая лихорадка) ежегодно со-
ставляют около 6 млрд руб. Этих потерь можно избежать 
при условии создания полноценного коллективного имму-
нитета к перечисленным инфекциям за счет дополнитель-
ной вакцинации людей из групп риска. В этом контексте 
затраты в 300 млн рублей на мониторинг не выглядят чрез-
мерными даже с учетом того, что он будет иметь смысл, 
только если за ним последуют затраты на дополнительную 
вакцинацию. Эмпирические оценки соотношения расходов 
на вакцинацию и полученного экономического эффекта от 
нее колеблются в диапазоне от 1 : 5,7 до 1 : 14,4 [157], т. е. 
вакцинация безусловно экономически оправдана. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Усложнение современных календарей вакцинации, мигра-
ция и старение населения, отказ от вакцинации по раз-
личным соображениям ведут к необходимости внедрения 
в России отдельной системы мониторинга иммунологи-
ческой памяти на популяционном уровне, позволяющей 
оценивать ландшафт защищенности от инфекций в со-
временном обществе и выявлять восприимчивый к ин-
фекциям контингент населения. Ее внедрение позволит 
уточнить истинные значения коллективного иммунитета 
в различных социальных группах и регионах, управлять 
календарем вакцинации, определять эффективность вак-
цин и программ вакцинации, а также даст возможность 
рассчитать объем требуемых вакцин, диагностических и 
лекарственных средств и усилий для обеспечения полной 
защиты населения в соответствии с [23].
Действующие в России методы изучения защиты насе-

ления от инфекций ни по отдельности, ни в совокупнос-
ти не дают представления о реальном популяционном 
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ИММУНОЛОГИЧЕСКАЯ ПАМЯТЬ, ФОРМИРУЕМАЯ В ОТВЕТ НА 
ВАКЦИНАЦИЮ ПРОТИВОТУБЕРКУЛЕЗНОЙ РЕКОМБИНАНТНОЙ 
ВАКЦИНОЙ «ГамТБвак»: КЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ВАКЦИНЫ 
НА ЗДОРОВЫХ ДОБРОВОЛЬЦАХ

IMMUNOLOGICAL MEMORY FORMED IN RESPONSE TO ADMINISTRATION 
OF GamTBvac RECOMBINANT TUBERCULOSIS VACCINE CANDIDATE: 
CLINICAL TRIALS IN HEALTHY VOLUNTEERS

В настоящее время единственной применяемой в мире вакциной против туберкулеза является БЦЖ — живой аттенуи-
рованный штамм Mycobacterium bovis. Она защищает детей от милиарного туберкулеза и туберкулезного менингита, 
но не уберегает взрослых от легочного туберкулеза и реактивации латентной формы инфекции. Для повышения эф-
фективности вакцины БЦЖ у взрослых и подростков разрабатываются рекомбинантные бустерные вакцины, несущие 
антигены как M. bovis, так и M. tuberculosis. В статье приводятся первые данные о безопасности и иммуногенности 
кандидатной рекомбинантной вакцины для профилактики туберкулеза «ГамТБвак». Изучали иммуногенность пре-
парата на 12 добровольцах. Оценку проводили по изменению у испытуемых параметров клеточного и гуморально-
го иммунитета (методами IGRA-тест и мультиплексный иммунологический xMAP анализ соответственно) в течение 
20 нед. после введения препарата. На 140-й день с момента первой вакцинации у 10 (83 %) из 12 иммунизированных 
«ГамТБвак» добровольцев сохранялся положительный клеточный ответ на все антигены, входящие в состав вакци-
ны, по сравнению с уровнем до вакцинации. Оба смысловых антигена CFP10 и ESAT6 индуцировали достоверную 
выработку IgG антител с 98-го и 140-го дней наблюдения соответственно. Антиген Ag85A вызывал сравнительно 
низкий гуморальный ответ. В целом, изучаемая рекомбинантная вакцина «ГамТБвак» обладает необходимым уровнем 
безопасности и активирует клеточное и гуморальное звенья адаптивного иммунитета, формирует клеточную память.

So far BCG, a live attenuated Mycobacterium bovis strain remains the only available vaccine for tuberculosis prevention and 
control. Although BCG is effective against miliary tuberculosis and tuberculous meningitis in children, it barely protects adults 
and adolescents from the pulmonary form of the disease or reactivation of the latent infection. Still, its effectiveness can be 
increased by using recombinant booster vaccines containing both M. bovis and M. tuberculosis antigens. This article reports 
preliminary data on the safety and immunogenicity of a recombinant vaccine candidate, GamTBvac, developed for tuberculosis 
prevention. Its immunogenicity was studied in 12 volunteers. Over the course of 20 weeks following GamTBvac administration, 
we measured cell-mediated and humoral immune responses using interferon-gamma release assays and multiplex xMAP-
based immunoassays. On day 140 after the first administration of the vaccine, 10 participants of the study (83 %) still showed 
a positive cellular response to all antigens contained in the vaccine. Both sense antigens CFP10 and ESAT6 induced production 
of IgG antibodies between days 98 and 140 of the observation. The Ag85 antigen induced a relatively weak humoral response. 
On the whole, the recombinant GamTBvac is safe and activates cell-mediated and humoral components of the adaptive 
immunity, forming immunological memory.

Ключевые слова: иммунологическая память, гуморальный иммунитет, клеточный иммунитет, туберкулез, БЦЖ, 
M. bovis, M. tuberculosis, IGRA, суспензионный иммунологический анализ, ESAT6, CFP10, Ag85
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Согласно расчетам, приведенным в [1], за последние 
200 лет от туберкулеза умерло более одного миллиарда 
человек. Это больше, чем количество людей, скончавших-
ся в тот же период от оспы, малярии, чумы, гриппа, холе-
ры и СПИДа вместе взятых. К концу XIX в. каждая пятая 
из смертей от любых причин была связана с туберкуле-
зом [1]. Ситуация изменилась после введения вакцины 
БЦЖ (BCG, Bacillus Calmette–Guérin) в 20-х гг. 20 в., и в ка-
кой-то момент была надежда полностью победить тубер-
кулез, учитывая радикальное снижение заболеваемости в 
Европе и Америке [2]. Прогресс в борьбе с туберкулезом 
остановился во многом по причине свойств самой вакцины 
БЦЖ. Так, было установлено, что вакцинация БЦЖ защи-
щает детей в раннем возрасте от милиарного туберкулеза 
и туберкулезного менингита, но не способна обеспечить 
высокую степень защиты от аэрозольных форм инфекции 
подростков и взрослых. Кроме того, выяснилось, что эф-
фективность вакцинации варьирует от высокой в север-
ных районах Европы и Северной Америки до ничтожной 
в южных экваториальных районах мира [2]. Таким обра-
зом, несмотря на наличие вакцины БЦЖ и на то, что в нас-
тоящее время туберкулез является достаточно успешно 
излечимым заболеванием, он по-прежнему входит в трой-
ку основных причин смерти от инфекционных заболева-
ний. В 2015 г. зафиксировано 10,4 млн новых случаев ак-
тивного туберкулеза, и не менее 1,8 млн человек погибли 
от этой болезни [3].
Другой стороной проблемы туберкулеза является уве-

личение заболеваемости его мультирезистентными фор-
мами. Известно, что в 2015 г. было зафиксировано около 
полумиллиона новых случаев туберкулеза с множествен-
ной лекарственной устойчивостью (МЛУ-туберкулеза). 
Основная проблема МЛУ-туберкулеза — очень высокая 
стоимость лечения (более $ 10 000 за курс) при прогно-
зе выздоровления лишь в 50 % случаев. Уже сейчас, по 
оценкам экспертов, около 50 млн человек во всем мире 
являются латентно инфицированными МЛУ-туберкуле-
зом. Между тем вероятность перехода латентной формы 
в активную может быть более 10 % в течение жизни [4]. 
В России особенно остро стоит проблема распростране-
ния МЛУ-туберкулеза. Так, в общей мировой заболевае-
мости МЛУ-туберкулезом совместный вклад Индии, Ки-
тая и России — 45 % [3]. Общая заболеваемость тубер-
кулезом в самой России остается высокой и составляет 
в среднем 115 на 100 000 жителей, а в отдельных регионах 
показатель доходит до 160 случаев [5].
Глобальным планом ВОЗ является сокращение за-

болеваемости туберкулезом на 90 % и смертности от ту-
беркулеза на 95 % к 2035 г. [3]. Эта амбициозная цель не 
может быть достигнута без разработки новых высоко-
эффективных вакцин. Из разрабатываемых на сегод-
няшний день вакцин существенную долю составляют 
рекомбинантные, включающие в свой состав антигены 
Mycobacterium tuberculosis, некоторые их которых при-
сутствуют в БЦЖ [6]. Композиции антигенов в таких вак-
цинах определяются тем, что они разрабатываются как 
бустерные вакцины, которые направлены на усиление 
иммунитета, сформированного БЦЖ, а не для первичной 
вакцинации новорожденных [7]. Примером такого препа-
рата является разработанная авторами рекомбинантная 
вакцина «ГамТБвак», состоящая из двух фьюжен-белков 
микобактериальных антигенов (Ag85A и ESAT6-CFP10), 
слитых с декстран-связывающим доменом (dextran-binding 
domain, DBD), иммобилизованным на декстране. Адъю-
вант вакцины представлен ДЭАЭ-декстраном и CpG-оли-

гонуклеотидами (агонист рецептора TLR9). Обоснование 
выбора антигенной композиции вакцины и ее формуляции 
представлено в нашей предыдущей работе [8].
Доклинические исследования показали высокую им-

муногенность и эффективность композиции «ГамТБвак» 
в модельных экспериментах на мышах и морских свин-
ках [8]. На обеих инфекционных моделях «ГамТБвак» 
проявила защитный эффект против штамма H37Rv 
M. tuberculosis как при аэрозольном, так и при внутри-
венном заражении. Как и предполагалось, «ГамТБвак» 
показала особенно сильный эффект в случае примене-
ния ее в качестве бустерной вакцины на фоне предшест-
вующей иммунизации БЦЖ. Успешное завершение до-
клинических исследований позволило нам начать кли-
нические исследования по изучению безопасности и им-
муногенности вакцины на здоровых добровольцах (да-
лее — КИ) (разрешение Минздрава России от 10.04.2015 
№ 179; протокол исследования доступен в международной 
базе данных NIH [9]). В настоящей работе представлены 
первые результаты экспериментов по изучению иммуно-
генности вакцины на здоровых БЦЖ-вакцинированных 
добровольцах.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

Дизайн и протокол клинического исследования

Клинические исследования проводились в соответствии с 
законодательством Российской Федерации, с соблюдени-
ем отечественных и международных регуляторных и этичес-
ких норм [10–13]. Всего в КИ фазы I/IIa (изучение безопас-
ности и иммуногенности) принимали участие 60 здоровых 
БЦЖ-вакцинированных добровольцев обоих полов в воз-
расте от 18 до 49 лет. Дизайн протокола исследования 
предполагал три этапа (рис. 1). Одним из критериев невклю-
чения на этапе скрининга (помимо фармакологических 
или острых клинических показателей) был положительный 
результат на наличие латентной туберкулезной инфекции, 
определяемый лабораторно тестом QuantiFERON-TB Gold 
(Qiagen, США) [14, 15]. На первом этапе КИ с участием 
24 добровольцев изучали безопасность однократного 
введения вакцины «ГамТБвак», при этом 12 человек по-
лучали плацебо, а 12 — ¼ предполагаемой дозы приме-
нения. Оценку безопасности проводили при наступлении 
нежелательных явлений (по классификации ВОЗ, цит. 
по [16]) в течение 20 нед. наблюдения после введения 
препарата, включающего медицинское обследование (ме-
дицинский осмотр, электрокардиограмма, общие анализы 
мочи и крови, рентгенограмма органов грудной клетки и 
др.). Второй этап КИ был посвящен изучению иммуноген-
ности препарата при двукратном введении с двухмесяч-
ным интервалом и проходил с участием 12 доброволь-
цев, каждый из которых получил по ¼ предполагае-
мой дозы применения препарата. Иммуногенность вак-
цины на данном этапе оценивали по изменению параме-
тров клеточного и гуморального иммунитета испытуе-
мых (см. ниже) в течение 20 нед. после введения препа-
рата. На третьем этапе КИ (который по состоянию на мо-
мент выхода публикации завершается, и результаты ко-
торого не включены в настоящую работу), проводимом 
для подбора оптимальной дозы, участвуют еще 24 доб-
ровольца, половина из которых получила дозу в ½ реко-
мендуемой, а оставшиеся — полную (максимальную) дозу 
вакцины.
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Концентрации антигенов, используемых для конъюгации микросфер

Наработка рекомбинантных антигенов M. tuberculosis

Для экспрессии антигенов, входящих в состав вакцины 
(Ag85A, ESAT6-CFP10), слитых с декстран-связывающим 
доменом [8], использовали клетки Escherichia coli штамма 
BL21(DE3) pLysS, культуры растили на питательной среде 
LB (lysogeny broth), содержащей 100 мкг/мл ампициллина и 
25 мкг/мл хлорамфеникола, при температуре 37 °C и пе-
ремешивании. Индукцию экспрессии проводили при опти-
ческой плотности культуры 0,7–1 (при 600 нм) путем добав-
ления к суспензии изопропил-β-D-1-тиогалактопиранози-
да (IPTG) до конечной концентрации 0,5 мМ и продолжали 
инкубацию при 30 °C в течение 4 ч при перемешивании. 
Бактериальную культуру E. coli после проведения экспрес-
сии центрифугировали 20 мин при 6000 g и 4 °С. Осадок 
бактерий лизировали в буфере, содержащем 20 мМ Трис-
HCl с pH 8, 200 мМ NaCl, Тритон-X100 0,1 % по объему, 
после растворения клеток в буфере добавляли лизоцим 
до 25 мкг/мл и инкубировали в течение 30 мин при RT, за-
тем проводили обработку ультразвуком. В зависимости от 
используемого метода выделение рекомбинантных антиге-
нов проводили либо из фракции осадка после лизиса кле-
ток, либо из фракции супернатанта. Центрифугирования 
лизата проводили при 17 000 g в течение 20 мин.
Препараты Ag85A-his8, DBD-his8, ESAT6-his8 получали 

из лизатов культур-продуцентов, несущих экспрессионный 
вектор pET42b с соответствующими вставками генов, ко-
дирующих белки M. tuberculosis. Экспрессируемые белки 
оказывались в нерастворимой фракции лизата — тельцах 
включения. Перед растворением телец включения в буфе-
ре, содержащем 8 М мочевину, мы проводили три раунда 
их отмывки от растворимых белковых и небелковых при-
месей лизирующим буфером, осаждая центрифугирова-
нием. Растворенные в 8 М мочевине микобактериальные 
антигены ренатурировали с помощью пульс-ренатурации 
и проводили очистку на аффинной хроматографической 
колонке HisPrep FF 16/10 (GE, США) по стандартному про-
токолу, рекомендованному производителем.
Препарат антигена CFP10 получали из лизатов куль-

тур-продуцентов, несущих экспрессионный вектор pTXB1, 
с соответствующей вставкой гена, кодирующего белок 
CFP10. Очистку растворимого белка CFP10 проводили 
с использованием аффинного хроматического сорбента 
Chitin Resin (NEB, США) по стандартному протоколу, реко-
мендованному производителем.

Определение клеточного иммунитета

Для определения Т-клеточной популяции, чувствительной 
к антигенам M. tuberculosis, использовали подход, извест-
ный как IGRA-тест (interferon-gamma release assay [17, 18]), 
в ранее описанной нами модификации [19]. Кратко, для 

этого 100 мкл цельной крови, отобранной в вакуумную 
пробирку с гепарином лития в качестве антикоагулян-
та и содержащей лейкоцитарную фракцию, добавляли к 
600 мкл полной ростовой среды (90 % среда 199, 10 % эм-
бриональная телячья сыворотка, 2 мМ L-глутамин, 10 мМ
HEPES, 50 мкг/мл гентамицина сульфат; производитель 
компонентов — «ПанЭко», Россия). Описанным образом 
для каждой пробы получали четыре аликвоты. В два рас-
твора добавляли рекомбинантные антигены, входящие в 
состав вакцины «ГамТБвак»: DBD-Ag85А и DBD-ESAT6-
CFP10, с конечной концентрацией в ПРС 50 мкг/мл. От-
дельно в среду с кровью добавляли неспецифический 
индуктор интерферона-гамма в лимфоцитах (конканава-
лин А из Canavalia ensiformis производства Sigma-Aldrich, 
Германия) в качестве положительного контроля стимуля-
ции и отрицательный контроль (стерильный бессолевой 
20 мМ ТРИС, рН 7,5). Таким образом, для каждого из об-
разцов крови проводили четыре реакции стимуляции в от-
дельных пробирках: антигенами DBD-Ag85А, DBD-ESAT6-
CFP10, положительным и отрицательным контролями. 
Среду с кровью, содержащую живые лимфоциты, стимули-
рующие антигены и контроли, инкубировали в течение 72 ч 
в стерильных влажных условиях при +37 °С. После за-
вершения инкубации количество интерферона-гамма в 
среде определяли методом иммуноферментного анализа 
(ИФА) с использованием набора А-8752 гамма-Интерфе-
рон-ИФА-БЕСТ («Вектор-Бест», Россия). Положительный 
ответ на стимуляцию учитывали как превышение уровня 
интерферона-гамма над уровнем спонтанной продукции в 
образце с отрицательным контролем [15, 19]. Для каждого 
из 12 участников данного этапа исследования забор крови 
и стимуляцию клеток антигенами проводили перед введе-
нием вакцины (0-й день) и на 1, 42, 63, 98 и 140-й дни после 
иммунизации.

Проведение суспензионного иммунологического анализа 
для определения гуморального иммунитета

Для серологического определения уровня антител от-
дельно к антигенам Ag85А, ESAT6, CFP10, DBD, а также 
к их фьюжен-формам DBD-Ag85А, DBD-ESAT6-CFP10, 
с использованием полученных рекомбинантных белков 
были разработаны шесть соответствующих моноплекс-
ных тест-систем на основе технологии xMAP (Luminex 
Corporation, США) [20].
Оптимальные для каждого антигена или фьюжен-

формы количества (от 5 до 20 мкг/106 микросфер) ко-
ньюгировали с 6 регионами (таблица). Сенсибилизацию 
микросфер выполняли в соответствии с протоколом, при-
веденным в официальном издании компании Luminex «The 
xMAP Cookbook, 3rd ed.» [20], методом карбодиимидной 
химии.

Антиген Концентрация для конъюгации, мкг/106 микросфер Регион микросфер

DBD-ESAT6-CFP10 5 61

CFP-10 20 33

ESAT-6 10 25

DBD 20 55

DBD-Ag85А 20 67

Ag85А 20 42
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Рис. 1. Диаграмма, отображающая дизайн исследования. Выделением отмечена часть протокола клинических исследований (Этапы 1 и 2), результаты по 
которым представлены в данной статье

Здоровые БЦЖ-вакцинированные добровольцы
мужского и женского пола, возраст 18–49 лет

Скринфейлеры: 10 человек 
(ЛТБИ-положительный статус)
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Тест QuantiFERON-TB Gold, рентгенография легких, ВИЧ/гепатиты, RW
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Этап 1. Исследование безопасности:
12 человек: введение однократно 0,25 дозы вакцины
12 человек: введение однократно плацебо

Этап 2. Исследование иммуногенности минимальной дозы:
12 человек: введение двукратно 0,25 дозы вакцины

Этап 3. Подбор дозы и расширенное исследование иммуногенности:
12 человек: введение двукратно 0,5 дозы вакцины
12 человек: введение двукратно 1,0 дозы вакцины

Экспертиза независимого комитета по безопасности

Экспертиза независимого комитета по безопасности и эскалация дозы

Наблюдения и исследования:
- контроль показателей витальных симптомов
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- определение уровня Т-клеточного иммунитета (IGRA-тест)
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- определение Т-клеточной пролиферации (цитометрия)
- определение уровня Т-клеточного иммунитета (транскриптомный анализ)

- неврологическое обследование
- клинический анализ крови
- биохимический анализ крови
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Микросферы (1 × 106 шт) активировали 10 мкл 50 мг/мл
(в дист. H2O) 1-Этил-3-[3-диметиламинопропил] карбоди-
имид гидрохлорид (EDC) и 10 мкл 50 мг/мл (в дист. H2O) 
N-гидроксисульфосукцинимида натриевая соль (s-NHS) 
в 80 мкл активирующего буферного раствора (0,1 M 
NaH2PO4, pH 6,2) в течение 20 мин при 25 °С с вращени-
ем 20 об/мин. После этого активированные микросферы 
промывали два раза и ресуспендировали в 500 мкл бу-
ферного раствора для связывания (50 мM MES, pH 5,0) 
с добавлением каждого из антигенов к своему региону. 
После инкубации в течение 2 ч в темноте при 25 °С с вра-
щением 20 об/мин и трех этапов промывки блокирующим 
буферным раствором микросферы ресуспендировали в 
1 мл буферного раствора для хранения и использовали 
для анализа не менее чем через 16 ч. Подсчет микросфер, 
оставшихся после процедуры сенсибилизации, осущест-
вляли с помощью автоматического счетчика клеток TC20 
(Bio-RAD Laboratories, США). В качестве блокирующего 
буферного раствора/буферного раствора для хранения 
сенсибилизированных микросфер использовали PBS-TBN 
(PBS, 0,1 % BSA, 0,02 % Tween-20, 0,05 % NaN3).
Процедуру постановки иммунологического анализа 

проводили по схеме непрямого серологического исследо-
вания в соответствии с протоколом [20]. В лунку планшета 
(96-луночный, полистирол, Microlon, плоскодонный про-
зрачный; Greiner, Австрия) добавляли 50 мкл PBS-TBN с 
2500 микросферами одного региона и 50 мкл сыворотки, 
предварительно разведенной PBS-TBN в 50 раз (итоговое 
разведение сыворотки 1 : 100). Смесь инкубировали на 
шейкере-термостате PST-60HL-4 (Biosan, Латвия) 60 мин, 
при +25 °C и 800 об/мин. Далее проводили отмывку с по-
мощью ручного магнитного сепаратора MILLIPLEX (Merck 
Millipore, Германия): 2 цикла добавления–перемешивания 
на шейкере, 30 с, 800 об/мин — удаления 100 мкл PBS-
TBN в каждой лунке (такие условия отмывки применяли 
на всех этапах). Затем микросферы ресуспендировали в 
50 мкл PBS-TBN и к ним добавляли 50 мкл препарата 
козьих антител против IgG человека, коньюгированных 
с фикоэритрином (One Lambda/Thermo Fisher Scientific 
Inc., США) в концентрации 5 мкг/мг в PBS-TBN. Итоговое 
разведение коньюгата в каждой лунке соответствовало 
2,5 мкг/мл. Смесь вновь инкубировали на шейкере-термо-
стате 30 мин, при +25 °C и 800 об/мин, а затем вновь отмы-
вали. По окончании отмывки ресуспендировали микро-
сферы в 100 мкл PBS-TBN. Для обработки результатов ис-
пользовали анализатор MAGPIX (Luminex, США). В расчет 
брали не менее 100 микросфер каждого региона на лунку.
Количественный учет результатов детекции анти-

тел осуществляли в единицах MFI (median fluorescence 
intensity). Для каждого образца из полученного значения 
вычиталось значение отрицательного контроля (нормаль-
ная кроличья сыворотка). Для каждого из 12 участников 
данного этапа исследования забор сыворотки крови и 
определение уровня антител ко всем перечисленным ан-
тигенам проводили перед введением вакцины (0-й день) 
и на 1, 42, 63, 98 и 140-й дни после иммунизации.

Статистическая обработка данных

Обработку данных проводили с использованием программ 
MS Excel и GraphPad Prism 6. Статистическую значимость 
различий для клеточного и гуморального ответа опреде-
ляли с использованием критерия Вилкоксона для сопря-
женных пар. Различия считали значимыми при значении 
p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Безопасность вакцины «ГамТБвак» в минимальной дозе

В ходе КИ (рис. 1) нежелательных явлений, в том числе се-
рьезных, не зафиксировано. Все выявленные отклонения 
лабораторных показателей и показателей ЭКГ были расце-
нены исследователями сертифицированного клинического 
центра [9] как клинически незначимые. Отмечены случаи 
развития гиперемии в месте введения препарата, кото-
рая регистрировалась у 6 добровольцев через 24 ч после 
введения препарата «ГамТБвак» и купировалась самостоя-
тельно на 3-й день. Данное изменение описано в инструк-
ции к исследуемому препарату, имеет первую степень тя-
жести по классификации ВОЗ [16] и не было расценено как 
клинически значимое. Таким образом, можно заключить, 
что препарат «ГамТБвак» в ¼ предполагаемой дозы при-
менения [8]: белковый антиген DBD-Ag85A (микобактери-
альный белок Ag85A, слитый с декстран-связывающим до-
меном) — 0,006 мг; белковый антиген DBD-ESAT6-CFP10 
(микобактериальный белок ESAT6, слитый с микобактери-
альным белком CFP10, слитый с декстран-связывающим 
доменом) — 0,006 мг; декстран с молекулярной массой 
500 000 Да — 2,5 мг; ДЭАЭ-декстран с молекулярной мас-
сой 500 000 Да — 0,125 мг; СpG-олигонуклеотиды с пос-
ледовательностью 5’-ggGGGACGA:TCGTCgggggg-3’ —
0,0375 мг, — обладает высоким уровнем безопасности.

Клеточный иммунитет

Клеточный иммунитет играет ключевую роль в защите от 
туберкулезной инфекции, поэтому изучение клеточного 
иммунитета в ответ на вакцинацию — основная задача 
для подтверждения иммуногенности вакцин против тубер-
кулеза [6, 21, 22]. Наиболее часто используемым методом 
является оценка секреции лимфоцитами ИНФ-γ в ответ 
на стимуляцию антигенами, входящими в состав вакцины, 
в модификациях, использующих IGRA-тест, метод ELISPOT 
(Enzyme-Linked ImmunoSpot), проточную цитометрию. 
В случае изучения иммуногенности вакцины «ГамТБвак» 
была использована модификация IGRA-теста.
В экспериментах по определению выработки ИНФ-γ 

Т-лимфоцитами в ответ на стимуляцию рекомбинант-
ными антигенами M. tuberculosis было обнаружено, что 
оба антигена, входящих в состав вакцины: DBD-Ag85A и 
DBD-ESAT6-CFP10, индуцируют достоверное повышение 
продукции ИНФ-γ (рис. 2, А, Б). При этом достоверное 
повышение ответа на DBD-Ag85A проявляется уже после 
первой иммунизации с 42-го дня. Поскольку Ag85A экс-
прессируется M. bovis, а все добровольцы, принимавшие 
участие в клинических исследованиях, были вакцинирова-
ны БЦЖ согласно календарю профилактических приви-
вок, ранний клеточный ответ на Ag85A можно объяснить 
проявлением бустерного эффекта к БЦЖ [9]. Клеточный 
ответ на DBD-ESAT6-CFP10 становится выраженным че-
рез месяц после второй иммунизации «ГамТБвак», начиная 
с 98-го дня. На 140-й день с момента первой вакцинации 
у 10 (83 %) из 12 иммунизированных «ГамТБвак» добро-
вольцев сохранялся положительный клеточный ответ на 
все антигены, входящие в состав вакцины, по сравнению 
с уровнем до вакцинации.
Таким образом, можно заключить, что используемая 

в составе вакцины «ГамТБвак» антигенная композиция 
является иммуногенной и приводит к формированию 
Т-клеточного ответа. При этом оба антигенных фьюжена 
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Рис. 2. Иммуногенность вакцины «ГамТБвак» у 12 добровольцев. 
(А), (Б) Оценка клеточного иммунитета. Применяли ранее разработанную модификацию теста IGRA [19], оценивающего уровень секреции ИНФ-γ лимфоци-
тами цельной крови в ответ на стимуляцию антигенами DBD-Ag85A (А) и DBD-ESAT6-CFP10 (Б). Из значений необработанных данных был вычтен уровень 
спонтанной продукции ИНФ-γ. 
(В) — (З) Оценка уровня антител к компонентам вакцины DBD-ESAT6-CFP10 (В) и его составляющих: CFP10 (Г), ESAT6 (Д), DBD (Е), а также DBD-Ag85A (Ж) 
и его ключевого компонента Ag85A (З). Проводили с использованием технологии xMAP 
При расчете уровня статистической значимости использовали критерий Вилкоксона для сопряженных пар. Значения p обозначены зеленым цветом при 
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сутствии статистически значимых различий. Синими стрелками отмечены дни введения вакцины «ГамТБвак».

500 500
р* = 0,01878 р* = 0,01878

р* = 0,034

р = 0,184

р = 0,06

р = 0,084

р** = 0,0048

р** = 0,0048

р** = 0,0096

р** = 0,0022

р* = 0,034

р* = 0,034

р* = 0,041

р* < 0,05

р* < 0,05

р* < 0,05

р** = 0,0029

р** = 0,0022 р** = 0,0022

р** = 0,0029

р = 0,0638

р = 0,09

р = 0,077

р = 0,719

р = 0,08

р = 0,76

р = 0,55

р = 0,9

р = 0,2

р = 0,3

р = 0,45

р = 0,69

р = 0,384 р > 0,05

р > 0,05р = 0167

р = 0,87

р = 0,44

р = 0,69р = 0,89

400 400

300

20 000

4 000

15 000 12 000

15 000

10 000

15 000

3 000

12 000
9 000

12 000

8 000

10 000

2 000

9 000
6 000

9 000

6 000

5 000

1 000

3 000 3 000

6 000

6 000

3 000

4 000

2 000

300

200 200

100 100

0

0 0

0

0 0

0

0
0

0

0

0 0

0

0

01

1

1

1 1

1

1

142

42

42

42 42

42

42

42

Дни после вакцинации

Дни после вакцинации

Дни после вакцинации

Дни после вакцинации Дни после вакцинации

Дни после вакцинации

Дни после вакцинации

Дни после вакцинации

63

63

63

63 63

63

63

6398

98

98

98 98

98

98

98140

140

140

140 140

140

140

140

(А)

(В)

(Д)

(Ж)

(Б)

(Г)

(Е)

(З)

 К
он
це
нт
р
ац
ия

 И
Н
Ф

-γ
, п
г/
м
л

M
FI

M
FI

M
FI

M
FI

M
FI

M
FI

К
он
це
нт
р
ац
ия

 И
Н
Ф

-γ
, п
г/
м
л

Стимуляция DBD-Ag85A

анти DBD-ESAT6-CFP10 lgG

анти ESAT6 lgG

анти DBD-Ag85A lgG анти Ag85A lgG

анти DBD lgG

анти CFP10 lgG

Стимуляция DBD-ESAT6-CFP10



35ВЕСТНИК РГМУ   5, 2017   VESTNIKRGMU.RU| |

ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ   ИММУНОЛОГИЧЕСКАЯ ПАМЯТЬ

обладают выраженной иммуногенностью, но с разной ди-
намикой развития иммунного ответа.

Гуморальный иммунитет

Изучение динамики накопления в сыворотке крови испы-
туемых антител класса G к антигенам, входящим в состав 
вакцины «ГамТБвак» (DBD-Ag85A и DBD-ESAT6-CFP10), 
показало, что оба антигенных фьюжена в той или иной 
мере индуцируют выработку антител (рис. 2, В–З). Анти-
ген DBD-ESAT6-CFP10 оказался более сильным индук-
тором гуморального иммунитета (рис. 2, В). Достоверное 
повышение антительного ответа наблюдалось с 63-го дня 
после первой иммунизации. В последней точке наблюде-
ний (140-й день) у 11 (92 %) из 12 добровольцев было по-
казано наличие антител к данному фьюжену. Детальный 
анализ иммуногенности отдельных антигенов в составе 
фьюжена показал, что оба смысловых антигена CFP10 
(рис. 2, Г) и ESAT6 (рис. 2, Д) индуцировали выработку IgG 
антител с 98-го и 140-го дней наблюдения соответственно 
(р** = 0,0022 и р* = 0,034). Любопытно, что DBD также про-
явил иммуногенность в составе фьюжена, причем даже 
раньше, чем смысловые антигены, начиная с 63-го дня 
(рис. 2, Е) после иммунизации.
Другой фьюжен DBD-Ag85A показал сравнительно 

низкую иммуногенность (рис. 2, Ж). Достоверные различия 
по этому антигену наблюдались с 98-го дня (р* = 0,041) по-
сле иммунизации. Однако статистический анализ данных 
показал отсутствие достоверной связи (р > 0,05) между 
вакцинацией и продукцией IgG антител к Ag85A (рис. 2, З).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В рамках проведенной части I фазы клинических испы-
таний вакцины «ГамТБвак» показано, что при двукратном 
введении вакцина обладает приемлемым профилем без-
опасности в изученных дозах для здоровых БЦЖ-вакци-
нированных добровольцев, не имеющих латентной инфек-
ции. Серьезных нежелательных явлений не выявлено ни 
у одного из пациентов. Отмечены случаи развития гипе-
ремии в месте введения препарата, которая была зареги-
стрирована у 6 добровольцев через 24 ч после введения 
препарата «ГамТБвак» и купировалась самостоятельно на 
3-й день. Данное изменение описано в инструкции к ис-
следуемому препарату, имеет первую степень тяжести по 
классификации ВОЗ [16] и не было расценено как клини-
чески значимое.
Полученные результаты показали, что клеточное звено 

иммунитета активировалось у 10 (83 %) из 12 доброволь-
цев, получивших вакцину «ГамТБвак». При этом антиген 
DBD-Ag85A стимулировал бустерный эффект, проявив-
шийся уже после первой иммунизации (рис. 2, А). Наибо-
лее вероятно, что эффект активировал именно Ag85A, так 
как в случае второго антигена DBD-ESAT6-CFP10 развитие 
иммунологической памяти наблюдали только после вто-
рой иммунизации (рис. 2, Б). В рамках проведенного ис-
следования не был изучен вклад каждого из антигенов 
фьюжена в отдельности в активацию клеточного звена 
иммунитета. Между тем ранее на мышиной модели вклад 
каждого из антигенов «ГамТБвак» был детально исследо-
ван [8]. Так, было показано, что наибольшую иммуноген-
ность проявляют Ag85A и ESAT6, тогда как эффект CFP10 
менее выражен, хотя и достоверен при использовании в 
бустерной вакцинации после БЦЖ. Тогда же было изучено, 

что вклад DBD в активацию клеточного звена иммунитета 
является незначительным [8]. Это соответствует результа-
там ранее проводимых других клинических исследований. 
Так, в серии клинических исследований рекомбинант-
ных вакцин (H1, H4, H56), проводимых Государственным 
институтом сывороток (Копенгаген, Дания), было пока-
зано, что Ag85, как и ESAT6, проявляют высокую имму-
ногенность [21–23]. Формируемую данными антигенами 
клеточную память наблюдали в течении полугода после 
первой иммунизации. В рамках данного исследования им-
мунизация «ГамТБвак» ведет к формированию клеточной 
памяти, достоверно сохраняющейся на финальный 140-й 
день исследований.
Вопреки классическим представлениям о преимуще-

ственной роли клеточного иммунитета для борьбы с тубер-
кулезом, в последние несколько лет все более значимая 
роль отводится гуморальному иммунитету [6, 24]. В этой 
связи изучение активации гуморального звена иммуни-
тета противотуберкулезными вакцинами приобретает все 
большее значение. В случае «ГамТБвак» гуморальный от-
вет формировался на все антигены фьюжена DBD-ESAT6-
CFP10 (рис. 2, В–Е). Наиболее ранний и сильный ответ был 
отмечен в отношении антигена CFP10 (рис. 2, Г). Таким 
образом, CFP10 является индуктором как клеточного, так 
и гуморального иммунитета. Достоверный ответ на ESAT6 
появляется позднее и с меньшей интенсивностью, но, по 
всей видимости, все же вносит свой вклад в общую имму-
ногенность DBD-ESAT6-CFP10 (рис. 2, В, Д).
Устойчивый и сильный гуморальный ответ на «вспомо-

гательный» антиген DBD (рис. 2, Е), разумеется, не имеет 
отношения к защите от туберкулеза, однако антитела к 
DBD могут служить в будущих исследованиях в качестве 
серологического маркера и стать индикатором проведен-
ной иммунизации в случае недокументированного вакци-
нального статуса пациента, что важно в популяционных ис-
следованиях и для нужд персонализированной медицины.
Неожиданной оказалась низкая иммуногенность ан-

тигена Ag85A в отношении гуморального иммунитета 
(рис. 2, З), который, по всей видимости, не вносит вклада 
в общую иммуногенность DBD-Ag85A (рис. 2, Ж). В экспе-
риментах на животных Ag85A индуцировал высокий титр 
антител как в случае применения «ГамТБвак» в качестве 
единственной вакцины, так и в случае бустерной после им-
мунизации БЦЖ [8]. Отсутствие стимуляции гуморального 
иммунитета можно объяснить неправильным фолдингом 
Ag85A, используемого для конъюгации с микросферами 
xMAP. Против данного предположения говорит тот факт, 
что у части добровольцев титр антител, по всей видимо-
сти, является априорно высоким во всех исследуемых 
точках. Вторым объяснением может быть то, что именно 
повышенный титр антител, имеющихся после вакцинации 
БЦЖ, приводит к быстрой нейтрализации небольших ко-
личеств белка, приносимых вакцинацией, без запуска бус-
терного эффекта. Проверка данных предположений тре-
бует отдельных экспериментов.
Изучение вклада каждого из антигенов в развитие гу-

морального иммунитета при проведении доклинических 
и клинических исследований противотуберкулезных вак-
цин является важным в свете смещения парадигмы от-
носительно роли гуморального ответа в туберкулезной 
инфекции [24]. Между тем для большинства исследова-
ний противотуберкулезных вакцин вообще не приводятся 
данные по антительному ответу [22, 23] или приводятся 
для всех антигенов без дифференциации [21]. Приведен-
ные данные по «ГамТБвак» показывают, что антигены в 
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составе вакцины могут иметь диаметрально противопо-
ложный вклад в иммунологическую память клеточного и 
гуморального типа.

ВЫВОДЫ

Изучаемая рекомбинантная вакцина «ГамТБвак» обладает 
необходимым уровнем безопасности и активирует кле-
точное и гуморальное звенья адаптивного иммунитета, 
формирует клеточную память. В рамках проведенного ис-
следования получены данные, указывающие на формиро-

вание устойчивого клеточного и гуморального иммунитета 
при введении ¼ теоретически расчетной дозы. Это поз-
воляет рассчитывать на успешное завершение текущей 
фазы клинических исследований (Этапа 3), в ходе которых 
иммуногенность вакцины будет доказана с использова-
нием альтернативных высокотехнологичных методов, та-
ких как проточная цитометрия и анализ транскриптома 
клеток иммунной системы. Положительные результаты по-
служат основанием для начала фазы IIb, целью которой 
будет подтверждение профилактической эффективности 
вакцины.
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АДАПТИВНЫЙ ИММУНИТЕТ И ГЕНЕТИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ 
ПРОГРЕССИРОВАНИЯ ТУБЕРКУЛЕЗНОЙ ИНФЕКЦИИ У ДЕТЕЙ

ADAPTIVE IMMUNITY AND GENETIC ASPECTS OF TUBERCULOSIS 
IN CHILDREN 

Cell-mediated immunity and the cytokine interferon gamma (IFNγ) have an important role in promoting host resistance against 
tuberculosis-causing mycobacteria (TBM), but the exact mechanism of developing immunity against tuberculosis (TB) is 
unknown. In this work we evaluate the immune response in TB and the association between IFNG gene polymorphism 
rs2069705 (T-1488C) and the intensity of specific immune reactions in children. The study was conducted in 310 children 
below 18 years distributed into 3 groups: the TB group included 110 children with TB confirmed by medical evaluation; the 
LTB group consisted of 156 children with latent infection; and the NTB group was represented by 44 non-infected children.  
A few immunoassays and molecular-genetic tests were performed; specifically, we evaluated the immune status of patients 
and the distribution of genotypic frequencies of the studied polymorphism, in the context of previous vaccination against TB. 
The cell-mediated immune response was mild in children with LTB, while in children with TB inflammation showed signs of 
chronicity due to the lack of functional activity of immune cells (p < 0.05). We also measured IFN-γ synthesis induced by specific 
mitogens (PPD-L, CFP32B, Rv2660c, ESAT6, 85a and ESAT6-CFP10), only to detect attenuation of the immune response in 
patients with TB, which was associated with the heterozygous rs2069705 variant (p < 0.05). Children with homozygous TT 
and CC genotypes demonstrated a more pronounced immune response. Low effectiveness of the TB vaccine was shown 
to be associated with the heterozygous genotype (50 %), while its high effectiveness was associated with the homozygous 
T genotype (40 %), possibly indicating the protective role of the latter. Our findings suggest that the studied polymorphism 
(specifically, its heterozygous variant) can be a predictive marker of TB in children.

Клеточный иммунитет и цитокин интерферон гамма (ИФН-γ) имеют важное значение для формирования устойчивос-
ти организма к микобактериям туберкулеза (МБТ), но точный механизм появления иммунитета к туберкулезу (ТБ) 
неизвестен. В исследовании оценивали иммуный ответ при развитии ТБ и связь полиморфизма rs2069705 (T-1488C) 
гена IFNG с выраженностью специфических иммунологических реакций у детей. Участниками исследования стали 
310 детей до 18 лет, распределенные по 3 группам: группа ТБ — 110 детей с установленным по результатам комплекс-
ного обследования ТБ; группа ЛТИ — 156 детей с установленной латентной туберкулезной инфекцией; группа НТ — 
44 ребенка, не инфицированные МБТ. Проводили иммунологические и молекулярно-генетические исследования, в 
частности, оценивали иммунный статус пациентов и распределение частот генотипов по изучаемому полиморфизму, 
в том числе в контексте эффективности вакцинирования против ТБ. Иммуный статус детей с ЛТИ характеризовался 
лишь слабо выраженной активацией клеточного иммунитета, а детей с ТБ — появлением у воспалительного процес-
са черт хронического за счет недостаточной функциональной активности клеток иммунной системы (p < 0,05). При 
оценке иммуного ответа по уровню синтеза ИФН-γ, индуцированного специфическими митогенами (PPD-L, CFP32B, 
Rv2660c, ESAT6, 85a и ESAT6-CFP10), установили снижение ответа у больных ТБ, которое было ассоциировано 
с гетерозиготным генотипом по полиморфизму rs2069705 гена IFNG (p < 0,05). При гомозиготных генотипах ТТ и СС 
ответ усиливался. Также установили, что низкая эффективность противотуберкулезной вакцинации также связана 
с гетерозиготным генотипом (50 %), а высокая — с генотипом, гомозиготным по аллелю Т (40 %), что может свидетель-
ствовать о его протективной роли. Полученные результаты указыают на то, что изучаемый полиморфизм (гетерозигот-
ный генотип) можно рассматривать в качестве маркера развития туберкулезной инфекции у детей.

Ключевые слова: микобактерии туберкулеза, туберкулез, иммунный ответ, интерферон гамма, антиген, PPD-L, 
CFP32B, Rv2660c, ESAT6, 85а, ESAT6-CFP10, IFNG, полиморфизм, дети
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Исследования последних лет установили важность кле-
точного иммунитета и интерферона гамма (ИФН-γ) для 
защиты организма человека от микобактерий туберкулеза 
(МБТ), но механизмы формирования иммунологической 
компетентности в отношении туберкулеза (ТБ) остаются 
малоизученными [1]. Известно, что пролиферации лимфо-
цитов, ответственных за продукцию ИФН-γ, способствуют 
белки, секретируемые МБТ на ранней стадии инфекции [2]. 
В ряде исследований было установлено, что у больных ТБ 
с нерезистентными генотипами по гену ИФН-γ (IFNG) уро-
вень синтеза этого цитокина различен и коррелирует со 
степенью тяжести заболевания [3, 4].
Также ведется поиск генов-кандидатов при ТБ, вызы-

вающих нарушения врожденного и адаптивного иммуните-
та [1, 5–9]. Ранее большое внимание уделялось роли поли-
морфизма гена IFNG в развитии различных заболеваний, в 
том числе туберкулеза [3, 10–13].
Изучение иммунологических и генетических факторов 

регуляции противотуберкулезного иммунитета позволит не 
только лучше понять основы патогенеза заболевания, но 
и оптимизировать подход к его профилактике. В работе 
изучали иммунный ответ при разивитии ТБ и связь поли-
морфного варианта rs2069705 (Т-1488С) гена IFNG с вы-
раженностью специфических иммунологических реакций 
у детей.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

Проспективное исследование было проведено в 2014–
2016 гг. В нем приняли участие 310 пациентов в возрасте 
до 18 лет, которые были разделены на 3 группы в зависи-
мости от степени выраженности туберкулезной инфекции: 
110 детей — с установленным ТБ (группа ТБ; средний воз-
раст —9,5  ±  0,5 года, каждый второй ребенок (46,6 %) —
в возрасте до 8 лет); 156 детей — с латентной туберку-
лезной инфекцией (ЛТИ), установленной по результатам 
туберкулинодиагностики при исключении ТБ (группа ЛТИ; 
средний возраст — 6,6  ±  0,3 года, 70,5 % детей — в 
возрасте до 8 лет); 44 ребенка, не инфицированных МБТ 
(группа НТ; средний возраст — 3,1  ±  0,4 года, 95,5 % де-
тей — в возрасте до 8 лет). Группы детей не различались 
по половому признаку (р > 0,05).
Всем детям были проведены специфические имму-

нологические исследования, 169 — также молекулярно-
генетические. Сравнение данных об иммунном статусе 
провели только среди детей до 8 лет, чтобы сопоставление 
результатов было корректным.
Диагноз «туберкулез» ставили по итогам комплексно-

го обследования, включавшего различные лабораторные, 
в том числе бактериологические, молекулярно-генети-
ческие, лучевые методы исследования. Учитывали резуль-
таты туберкулинодиагностики: пробы Манту с 2 туберку-
линовыми единицами (ТЕ) туберкулина (PPD-L) и пробы 
с аллергеном туберкулезным рекомбинантным (АТР) с 
использованием «Диаскинтест» («Генериум», Россия), ко-
торый содержит 0,2 мкг рекомбинантного белка CFP10–
ESAT6. Диагноз подтверждался центральной врачеб-
но-контрольной комиссией.
В группе ТБ у 23 детей установили инфильтративный 

туберкулез легких, у 38 — первичный туберкулезный комп-
лекс, у 46 — туберкулез внутригрудных лимфатических 
узлов (в одном случае сочетался с поражением верхнедо-
левого бронха слева), по одному случаю пришлось на оча-
говый и диссеминированный туберкулез легких и туберку-
лезный плеврит. В 4 случаях регистрировали сочетанное 

поражение туберкулезом иных органов: периферических 
лимфатических узлов, плечевой кости, кишечника. Также 
в 4 случаях наблюдали осложненное течение туберкулез-
ного процесса (ателектаз, экссудативный плеврит, легоч-
ная диссеминация, кровохарканье). У 60,9 % (n = 67) па-
циентов установили туберкулез в фазе инфильтрации, у 
10,9 % (n = 12) — в фазе распада и обсеменения, у 0,9 % 
(n = 1) — уплотнения и рассасывания, у 26,4 % (n = 29) — в 
фазе кальцинации. Бактериовыделение зарегистрировали 
в 12 случаях (10,9%), из них в 6 — была установлена лекар-
ственная устойчивость к основным противотуберкулезным 
препаратам.
В группе ЛТИ у 75 детей установили ранний период 

первичной туберкулезной инфекции (РППТИ), а у 81 ребен-
ка — инфицирование МБТ более одного года.
В группе НТ у 21 ребенка установили поствакциналь-

ную аллергию, у 23 — положительную туберкулиновую 
анергию.
У детей, включенных в группу ТБ, средний размер ин-

фильтрата по результатам туберкулинодиагностики (про-
ба Манту) составил 12,6 ± 0,4 мм (95 % CI 11,8–13,5 мм), 
по результатам пробы с АТР — 14,95 ± 0,5 мм (95 % CI 
13,9–16,0 мм). У детей в группе ЛТИ средние значения со-
ставили 10,3 ± 0,3 мм (95 % CI 9,7–10,9 мм) и 1,9 ± 0,4 мм 
(95 % CI 1,2–2,65 мм) соответвенно . В группе НТ у детей 
с поствакцинальной аллергией средний размер инфиль-
трата по результатам пробы Манту составил 4,1 ± 0,4 мм 
(95 % CI 3,2–5,0 мм), при этом положительные реакции 
были отмечены в 9 случаях (42,9 %), в остальных — сомни-
тельные. По результатам пробы с АТР у всех детей в этой 
группе зарегистрировали отрицательные реакции.
Мы располагали данными о противотуберкулезной 

вакцинации детей. Эффективность вакцинации оценивали 
по рубцу на месте введения вакцины БЦЖ (бацилла Каль-
метта–Герена; bacillus Calmette–Guerin, BCG) и реакции на 
туберкулин при проведении пробы Манту год спустя поc-
ле прививки: при формировании рубца длиной 4–10 мм и 
положительной реакции на туберкулин вакцинацию рас-
ценивали как эффективную, при отсутствии рубца и отри-
цательной реакции на туберкулин — как неэффективную, 
в остальных случаях — как малоэффективную. В группе 
ТБ были вакцинированы 108 детей (98,2 %), но эффек-
тивной вакцинация была только для 31 ребенка. В группе 
ЛТИ были привиты 155 детей (99,4 %), эффективно — 
большинство (n = 97). В группе НТ вакцину получили 36 де-
тей (81,8 %), она была эффективной в каждом четвертом 
случае.
Иммунологические и молекулярно-генетические ис-

следования проводили на базе Омского научно-исследо-
вательского института природно-очаговых инфекций при 
поступлении пациента в специализированный стационар и 
постановке на учет в противотуберкулезном диспансере.
Для оценки иммунного статуса выполнили стандартные 

иммунологические скрининговые тесты I уровня: опреде-
ление содержания в сыворотке крови иммуноглобулинов 
IgG, IgА, IgМ и IgЕ методом иммуноферментного анализа; 
оценку фагоцитарной активности нейтрофилов определе-
нием их способности поглощать инертные частицы латек-
са и тестированием с нитросиним тетразолием (НСТ-тест) 
в двух вариантах теста — спонтанном и стимулированном; 
оценку субпопуляционного состава Т-клеток (CD) с исполь-
зованием панели моноклональных антител (DAKO, Дания). 
Также определяли содержание спонтанно синтезируемо-
го интерферона гамма и интерферона гамма, синтез ко-
торого был индуцирован в течение 72 ч специфическими 
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антигенами (PPD-L, CFP32B, Rv2660c, ESAT6, 85a, ESAT6-
CFP10), с использованием ИФА-тест-системы компании 
«Вектор-Бест» (Россия). Антигены были выделены в лабо-
ратории трансляционной биомедицины отдела генетики и 
молекулярной биологии бактерий Национального исследо-
вательского центра эпидемиологии и микробиологии име-
ни Н. Ф. Гамалеи (Москва) [14].
ДНК выделяли из сыворотки крови с помощью набо-

ра реагентов «ДНК-кровь» («ТестГен», Россия), иденти-
фикацию полиморфного маркера rs2069705 гена IFNG в 
образцах проводили на амплификаторе iQ5 (BioRad, США) 
с использованием набора реагентов для полимеразной 
цепной реакции в модификации Flash («ТестГен») согласно 
инструкциям производителей. Генотипы анализировали в 
программном модуле «Дискриминация аллелей», постав-
ляемом производителем амплификатора. Распределение 
частот генотипов проверяли на соответствие закону Хар-
ди–Вайнберга.
Минимальный размер выборки пациентов, достаточ-

ный для получения доказательных данных, был рассчитан 
в программе OpenEpi v3.0. Достоверность различий меж-
ду группами определяли с помощью непараметрических 
критериев Краскела–Уоллиса (H), Манна–Уитни (U) и χ2. 
Различия считали достоверными при р < 0,05. Рассчиты-
вали отношение шансов (odds ratio, OR): если шанс (риск) 
был выше 1, развитие заболевания считали статистически 
значимым. Полученные данные обрабатывали с использо-
ванием программ OpenEpi v3.0 и Statistica v6.0.
Исследование было одобрено этическим комитетом 

Омской государственной медицинской академии (прото-
кол № 51 от 10.10.2012). Родители или их законные пред-
ставители подписали добровольное информированное со-
гласие на участие детей в исследовании.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Данные сравнительного анализа результатов клиническо-
го и лабораторного обследования детей из групп ТБ и ЛТИ 
представлены в табл. 1. У детей с ЛТИ реже (9 %), чем у де-

тей с ТБ (19,1 %), регистрировали проявления интоксика-
ционного синдрома (р = 0,008) и чаще — нарушения носо-
вого дыхания за счет аденоидных вегетаций (16 % против 
1,8 %, р = 0,00008), очаги хронической инфекции (18,6 % 
против 10 %, р = 0,027), проявления респираторного ал-
лергоза (15,4 % против 0 %, р = 0,000008) и избыточную 
массу тела (10,3 % против 4,5 %, р = 0,044). Для группы ТБ 
были значимыми такие клинические симптомы, как гепа-
то- и спленомегалия (OR 2,583 и 3,800 соответственно) и 
дефицит массы тела (OR 1,898). По данным лабораторного 
исследования крови, также были значимыми анемия (OR 
1,872), ускорение СОЭ (OR 2,255), лимфоцитоз (OR 1,634) 
и эозинофилия (OR 5,371). Важно отметить, что только в 
4 случаях эозинофилии из 40 она была обусловлена параз-
итарными инвазиями.
Результаты оценки иммунного статуса всех детей, уча-

ствовавших в исследовании, представлены в табл. 2. Дос-
товерных различий по иммунологическим показателям 
между детьми с ЛТИ и детьми, не инфицированными МБТ, 
не было (р > 0,05) за исключением содержания спонтанно 
синтезируемого ИФН-γ (р < 0,05). Для всех групп отмечено 
незначительное в сравнении с референсными значениями 
повышение содержания лейкоцитов, характеризующих 
клеточное звено иммунитета, что может свидетельство-
вать о его активации за счет неспецифических процессов. 
При этом достоверными были различия для СD16, HLA DR 
и спонтанно синтезируемого ИФН-γ. В группе ТБ наблюда-
ли активацию гуморального звена иммунитета: повышение 
в пределах референсных значений содержания IgG, IgA и 
значительное повышение IgE — до 306,6 ± 130,7 МЕ/мл. 
Фагоцитарная активность клеток также значимо возросла, 
а резервные возможности нейтрофилов снизились. Для 
всех перечисленных показателей изменения были стати-
стически значимыми при сравнении с результатами в груп-
пе НТ.
Таким образом, иммунный статус детей с ЛТИ не отли-

чался от такового у детей, не инфицированных МБТ, при 
этом наблюдали слабо выраженную активацию клеточно-
го иммунитета. В группе ТБ признаков, указывающих на 

Признаки Группа  ТБ (n = 110), абс. (%) Группа ЛТИ (n = 156), абс. (%) Критерий χ2; р-value OR

Интоксикационный синдром 21 (19,1) 14 (9) 5,778; 0,008 2,393

Бронхолегочный синдром 10 (9,1) 12 (7,7) 0,166; 0,342 1,2

Параспецифические реакции 21 (19,1) 36 (23,1) 0,609; 0,218 0,787

Периферическая лимфаденопатия 18 (16,4) 19 (12,2) 0,943; 0,166 1,411

Гипертрофия небных миндалин I–II степени 26 (23,6) 42 (26,9) 0,366; 0,273 0,84

Аденоиды 2 (1,8) 25 (16) 14,28; 0,00008 0,097

Кариес 6 (5,5) 14 (9) 1,149; 0,143 0,585

Гепатомегалия 7 (6,4) 4 (2,6) 2,349; 0,063 2,583

Спленомегалия 10 (9,1) 4 (2,6) 5,512; 0,009 3,8

Очаги хронической инфекции 11 (10) 29 (18,6) 3,726; 0,027 0,487

Респираторный аллергоз 0 24 (15,4) 18,6; 0,000008 0

Дефицит массы тела 24 (21,8) 20 (12,8) 3,783; 0,026 1,898

Избыточная масса тела 5 (4,5) 16 (10,3) 2,894; 0,044 0,417

Анемия 16 (14,5) 13 (8,3) 2,563; 0,054 1,872

Увеличение СОЭ 25 (22,7) 18 (11,5) 5,959; 0,007 2,255

Лейкоцитоз 16 (14,5) 28 (17,9) 0,541; 0,231 0,778

Лимфоцитоз 43 (39,1) 44 (28,2) 3,473; 0,031 1,634

Моноцитоз 19 (17,3) 25 (16) 0,073; 0,394 1,094

Эозинофилия 40 (36,4) 15 (9,6) 28,14; <0,0000001 5,371

Таблица 1. Результаты клинико-лабораторного обследования детей с туберкулезом и латентной туберкулезной инфекцией
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Таблица 2. Результаты иммунологического анализа крови детей с туберкулезом и латентной туберкулезной инфекцией и детей, не инфицированных МБТ

Примечание. * — р < 0,05 при сравнении результатов в группе ТБ и группе ЛТИ (критерий Манна–Уитни, U); ** — р < 0,05 при сравнении результатов в 
группе ТБ и группе НТ (критерий Манна–Уитни, U); *** — р < 0,05 при сравнении результатов в группе ЛТИ и группе НТ (критерий Манна–Уитни, U).

развитие иммунодефицита, также не установили, однако 
отмеченные изменения харктеризовали воспалительный 
процесс при ТБ у детей, в том числе приобретение им черт 
хронического процесса, в первую очередь за счет недос-
таточной функциональной активности клеток и недоста-
точной выработки интерферона гамма.
Для понимания вклада гена IFNG в механизм иммуно-

логической защиты против МБТ мы исследовали его по-
лиморфизм rs2069705. Среди детей с ТБ гетерозиготный 
генотип встречался в 51,9 % случаев, была установлена 
его ассоциация с заболеванием (OR 1,885; 95 % CI 1,019–
3,487). Он встречался чаще среди детей как с вторичными 
(65 %), так и с первичными (47,5 %) формами туберкулеза, 
что позволяет говорить о высоком риске развития заболе-
вания независимо от его генеза. Также установлена связь 
гетерозиготного генотипа с формированием инфильтратов 
(OR 1,737) с признаками деструкции (OR 1,458) легочной 
ткани, диссеминации (OR 1,75) и плеврального выпота 
(OR 1,9), с бактериовыделением (OR 1,458) и такими кли-
ническими проявлениями туберкулеза, как параспеци-
фические реакции (OR 2,059), периферическая лимфаде-
нопатия (OR 2,4), дефицит массы тела (OR 1,429), гепато- 
и спленомегалия (OR 5,5), анемия (OR 2,059), повышение 
СОЭ (OR 3,4).
Учитывая ассоциацию полиморфизма rs2069705 гена 

IFNG с адаптивным иммунитетом к туберкулезной ин-
фекции, мы оценили эффективность вакцинации БЦЖ в 
контексте генотипов среди детей, у которых был установ-
лен ранний период первичной туберкулезной инфекции 
(n = 32). В 12 случаях вакцинация была мало- или неэф-
фективной, в половине из них у детей был гетерозиготный 
генотип. Вероятность низкой эффективности вакцинации 
составила 59,38 % (95 % CI 42,23–74,62 %). Среди детей, 

у которых прививка была эффективной (n = 20), чаще ре-
гистрировали гомозиготный генотип по аллелю Т (40 %).
В исследованиях Д. С. Ожеговой [7] было установлено, 

что от полиморфизма Т-1488C гена IFNG зависит уровень 
его экспрессии, поэтому мы предположили, что возможна 
связь изучаемых генотипов с уровнем синтеза интерферо-
на гамма. При анализе содержания спонтанно синтезиру-
емого ИФН-γ не было установлено значимых различий в 
зависимости от генотипа как среди детей с ЛТИ (H = 1,663; 
р = 0,435), так и с ТБ (H = 4,810; р = 0,090). Анализ со-
держания ИФН-γ, синтез которого был индуцирован спец-
ифичными антигенами [15], показал, что при развитии ТБ 
существует связь между генотипом и уровнем синтеза ци-
токина: при гетерозиготном генотипе содержание ИФН-γ 
под влиянием антигенов CFP32B, Rv2660c, ESAT6, Ag85a 
значимо снижалось (табл. 3). Учитывая это, мы также 
проанализировали частоту отрицательных результатов — 
отсутствие ответа на индукцию у детей, больных ТБ 
(табл. 4) — и определили связь с гетерозиготным геноти-
пом. Подтвердилось наличие его ассоциации со снижени-
ем уровня синтеза ИФН-γ при индукции антигенами PPD-L, 
CFP32B, Rv2660c, ESAT6, 85a и ЕSAT6-CFP10.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

У подавляющего большинства инфицированных МБТ лю-
дей отсутствуют симптомы туберкулеза, и, хотя они не 
являются заразными, есть риск развития активной фор-
мы ТБ. По оценкам экспертов, риск реактивации ТБ в 
течение жизни для пациента с ЛТИ составляет 5–10 %, 
причем чаще всего он реализуется в течение 5 лет с мо-
мента первичного инфицирования [16, 17]. Тем не менее, 
по мнению ряда исследователей, этот риск зависит от 

Показатель Референсное значение
Группа ТБ Группа ЛТИ Группа НТ

n M  ±  SEM n M  ±  SEM n M  ±  SEM

СD3, % 54–82 15 65,8 ± 1,3 16 66,2 ± 1,3 10 69,1 ± 1,7

СD3, абс. 1,65 15 1,8 ± 0,1 9 2,2 ± 0,3 8 2,1 ± 0,2

СD4, % 30–50 15 40,4 ± 1,5 16 39,0 ± 1,3 10 40,8 ± 1,0

СD4, абс. 0,92 15 1,1 ± 0,1 9 1,2 ± 0,15 8 1,2 ± 0,1

СD8, % 18–38 15 29,4 ± 1,4 16 26,9 ± 1,2 10 28,9 ± 1,4

СD8, абс. 0,6 15 0,8 ± 0,06 9 0,9 ± 0,15 8 0,9 ± 0,09

СD16, % 6–18 14 11,4 ± 0,5** 20 13,4 ± 0,6 10 17,1 ± 2,7

СD16, абс. 0,31 14 0,3 ± 0,03** 15 0,4 ± 0,04 10 0,6 ± 0,1

СD20, % 6–22 15 16,2 ± 1,5 12 16,8 ± 1,75 3 14,0 ± 1,2

СD20, абс. 0,2 15 0,5 ± 0,07 5 0,6 ± 0,1 - -

HLA DR, % 14–25 15 25,9 ± 1,4** 20 23,7 ± 1,6 9 21,8 ± 1,1

HLA DR, абс. 0,33 15 0,7 ± 0,07 15 0,7 ± 0,09 9 0,7 ± 0,07

ИФН-γ спон., пг/мл 0,16–10 50 21,1 ± 5,7** 110 20,5 ± 3,0*** 43 12,9 ± 1,7

IgG, г/л 8,12–16,14 19 11,7 ± 0,6*,** 110 9,7 ± 0,2 43 8,9 ± 0,3

IgА, г/л 0,75–3,17 19 1,6 ± 0,1*,** 110 1,2 ± 0,06 43 1,0 ± 0,08

IgМ, г/л 0,69–3,00 19 1,4 ± 0,2 110 1,15 ± 0,05 43 1,2 ± 0,08

IgЕ, МЕ/мл < 150 19 306,6 ± 130,7* 108 79,3 ± 12,6 23 81,9 ± 25,5

Фагоцитоз с латексом, % 52–95 15 68,5 ± 3,1** 107 65,7 ± 1,4 33 53,3 ± 2,7

НСТ-тест: 

6–12

–

16

16

14,4 ± 1,9**

37,8 ± 3,2**

109

109

20,9 ± 1,3

46,5 ± 2,2

41

41

24,4 ± 1,6

56,5 ± 3,3

                  – спонтанный, %

        – стимулированный, %
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Таблица 3. Уровень синтеза интерферона гамма, индуцированного специфическими антигенами, в зависимости от генотипа (полиморфного варианта 
rs2069705 (T-1488C) гена IFNG) у детей, больных туберкулезом

Таблица 4. Частота отрицательных реакций на специфические антигены в зависимости от генотипа (полиморфного варианта rs2069705 (T-1488C) гена IFNG) 
у детей, больных туберкулезом

Антиген

Полиморфный вариант rs2069705 (T-1488C) гена IFNG 

Критерий Манна–Уитни (U); р-valueТС ТТ и СС

Me (Q25%; Q75%), n = 42 ME (Q25%; Q75%), n = 39

PPD-L 1001,6 (698; 1200) 1380,7 (741,5; 1294,5) 703,5; 0,275

CFP32B 69,8 (10,2; 68) 95,8 (21; 122,5) 554,5; 0,018

Rv2660c 102,6 (12,2; 83) 149,6 (37,5; 195,5) 513; 0,006

ESAT6 101,5 (10,9; 57,4) 112,8 (26; 173) 523,5; 0,005

85а 65 (0,2; 40) 90,3 (6,5; 101) 549,5; 0,016

ESAT6-CFP10 440,4 (139; 761) 549,5 (187; 1133) 768; 0,630

нескольких факторов, наиболее важным из которых яв-
ляется иммунный статус организма [18–21]. Результа-
ты нашего исследования позволяют говорить о наличии 
специфического воспалительного процесса и отсутствии 
вторичного иммунодефицита.
Мы изучали ИФН-γ, основная функция которого — им-

мунорегуляция, включая активацию макрофагов, усиление 
Th-1-опосредованного ответа, индукцию экспрессии анти-
генов MHC типа II на антигенпрезентирующих клетках и 
др. [22]. При активации клеточного иммунитета продуцента-
ми ИФН-γ являются активированные Тh1-лимфоциты (ос-
новной активационный маркер — HLA DR) и натуральные 
клетки-киллеры (CD16), следовательно, наблюдаемое в на-
шем исследовании снижение количества NK-клеток (natural 
killer cells, NK cells) при ТБ могло привести к снижению уров-
ня синтеза цитокина, а недостаток ИФН-γ мог стать причи-
ной сниженной активности цитотоксических клеток. Этим 
можно объяснить факт повышения содержания спонтанно 
синтезируемого ИФН-γ еще при ЛТИ (р < 0,05), при этом 
можно предположить, что антигенная нагрузка не созда-
вала условия для гиперактивации клеточного ответа. В пе-
риод развития ТБ этот показатель оставался на уровне, 
характерном для ЛТИ (р > 0,05). Учитывая повышенное со-
держание спонтанно синтезируемого ИФН-γ, можно было 
бы предположить, что содержание IgE будет невысоким, 
т. к. ИФН-γ, будучи продуктом Тh1-лимфоцитов, ингиби-
рует пролиферацию Тh2-лимфоцитов и индуцированное 
IL4 переключение синтеза Ig на IgЕ, а вместо этого спо-
собствует синтезу IgG2 [23]. Однако в нашем случае при 
развитии ТБ был отмечен высокий уровень синтеза IgE, и 
это может свидетельствовать о недостаточной продукции 
ИФН-γ и формировании хронического воспаления. Рядом 
исследователей установлена прямая связь между возник-
новением очагов хронической бактериальной или грибко-
вой инфекции и гиперпродукцией IgE [24–26].
ИФН-γ также рассматривается как важнейший фактор 

активации макрофагов [22]. Макрофаги лизируют МБТ, 

обеспечивая антимикобактериальную защиту, в том числе 
через регуляцию синтеза про- и противовоспалительных 
цитокинов [27, 28]. Однако каков баланс клеток и медиа-
торов, необходимых для уничтожения МБТ и предотвра-
щения патологии легких, до конца неясно, этот вопрос 
изучается [29]. В нашем исследовании отмечено снижение 
фагоцитарной активности клеток (снижение резервных 
возможностей нейтрофилов) при развитии ТБ, что так-
же может свидетельствовать о недостаточной продукции 
ИФН-γ.
В работах М. М. Авербаха высказывалась гипотеза о 

существовании в лимфоцитах генов, контролирующих ак-
тивацию клеток, синтезирующих медиаторы, и депрессии 
одного участка генома при депрессии другого участка, что 
может нарушать межклеточное взаимодействие при ТБ 
[30]. Исследователи пытаются установить генетические 
факторы риска ТБ [8, 9], в том числе активно изучают 
ген IFNG, который связан с продукцией цитокина ИФН-γ 
[3, 9] и полиморфизм T-1488C которого влияет на синтез 
регуляторного белка [7]. В нашем исследовании маркером 
высокого риска развития ТБ являлся его гетерозиготный 
генотип по изучаемому генетическому локусу (OR 4,667, 
95 % CI 1,236–17,62; р = 0,008), при этом — как при пер-
вичном, так и вторичном по генезу варианте заболевания. 
Косвенным показателем этого является и низкая эффек-
тивность вакцинации БЦЖ, установленная в группе детей 
в ранним периодом первичной туберкулезной инфекции. 
Некоторые исследователи также рассматривают низкую 
эффективность прививки как фактор риска развития ТБ 
[18, 31]. Было также определено, что изучаемый полимор-
физм гена IFNG (гетерозиготный генотип) ассоциирован с 
иммунным ответом против отдельных микобактериальных 
антигенов при развитии ТБ: отметили значительное сни-
жение ответа на белки ранней стадии развития туберку-
лезной инфекции — CFP32B, Rv2660c, ESAT6, 85a [15] 
и незначительное снижение уровня синтеза ИФН-γ при ин-
дукции PPD-L и ЕSAT6-CFP10, что еще раз подчеркивает 

Антиген

Полиморфный вариант rs2069705 (T-1488C) гена IFNG

p-value OR 95 % CIТС (n = 42) ТТ и СС (n = 39)

абс. % абс. %

PPD-L 3 7,1 1 2,6 0,202 2,923 0,291–29,35

ESAT6-CFP10 8 19 3 7,7 0,068 2,824 0,691–11,53

ESAT6 40 95,2 24 61,5 0,0001 12,5 2,628–59,47

Rv2660c 37 88,1 30 76,9 0,092 2,22 0,672–7,33

CFP32B 34 81 19 48,7 0,0012 4,474 1,656–12,08

85a 34 81 19 48,7 0,0012 4,474 1,656–12,08
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важность оценки данных антигенов для ТБ. Также была 
определена протективная роль гомозиготного генотипа по 
аллелю Т и его связь с формированием противотуберку-
лезного иммунитета у детей.
Таким образом, результаты исследования позволяют 

рассматривать полиморфизм гена IFNG (Т-1488C) в качес-
тве дополнительного генетического фактора риска раз-
вития туберкулезной инфекции у детей и одной из причин 
недостаточной функциональной активности клеток, регу-
лирующих синтез ИФН-γ.

ВЫВОДЫ

Оценивая иммунный ответ при развитии туберкулезной 
инфекции, установили активацию клеточного звена имму-

нитета, а при ее прогрессировании (от латентной к актив-
ной) недостаточную функциональную активность клеток. 
В качестве основного цитокина адаптивного иммунитета 
рассматривали ИФН-γ.
Выявлена связь полиморфизма T-1488C гена IFNG с 

выраженностью специфических иммунологических ре-
акций. Гетерозиготный генотип связан с недостаточной 
продукцией цитокина на белки ранней стадии развития 
туберкулезной инфекции. Гомозиготный генотип по алле-
лю Т — с формированием протективного иммунитета.
Установлено, что гетерозиготный генотип полиморф-

ного варианта гена IFNG (rs2069705) связан с развитием 
туберкулеза у детей с ЛТИ, что позволяет данный генотип 
рассматривать в качестве дополнительного фактора рис-
ка заболевания.
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ПРОТОКОЛ РАЗРАБОТКИ СКРИНИНГОВОЙ ТЕСТ-СИСТЕМЫ ДЛЯ 
ОЦЕНКИ ИММУНОЛОГИЧЕСКОЙ ПАМЯТИ К ВАКЦИНОУПРАВЛЯЕМЫМ 
ИНФЕКЦИЯМ: ОДНОВРЕМЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ ТИТРА АНТИТЕЛ 
К КОРИ, ПАРОТИТУ, КРАСНУХЕ И ГЕПАТИТУ В

A PROTOCOL OF DEVELOPMENT OF A SCREENING ASSAY FOR 
EVALUATING IMMUNOLOGICAL MEMORY TO VACCINE-PREVENTABLE 
INFECTIONS: SIMULTANEOUS DETECTION OF ANTIBODIES TO MEASLES, 
MUMPS, RUBELLA AND HEPATITIS B

Скрининговые мультиплексные тест-системы для оценки уровня содержания антител к вакциноуправляемым инфек-
циям активно используются в масштабных сероэпидемиологических исследованиях. Между тем, они отсутствуют в 
виде коммерчески доступных продуктов, т. к. задачи подобных исследований достаточно узкоспецифичны и ограни-
чены разовым применением таких наборов. В результате исследователи должны самостоятельно разрабатывать и 
внедрять мультиплексные тест-системы при изучении иммунологической памяти населения. В работе обсуждаются 
теоретические и практические основы разработки мультиплексных скрининговых тест-систем, приводятся протоколы 
и рекомендации, основанные на практическом опыте авторов.

Multiplex screening assays for measuring antibodies to vaccine-preventable infections are routinely used in large-scale 
seroepidemiological studies, but not commercially available, because such studies are too specific and normally employ a 
particular type of the assay only once. This prompts researchers to develop their own solutions for exploring herd immunity. 
In this work we discuss theoretical principles and practical approaches to developing multiplex screening assays and give 
examples of protocols and recommendations based on our own experience in the field.

Ключевые слова: иммунологическая память, гуморальный иммунитет, вакциноуправляемые инфекции, корь, паро-
тит, краснуха, гепатит B, серодиагностика, мультиплексный иммунный анализ 
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Качественные характеристики скрининговых тест-систем 
при проведении масштабных сероэпидемиологических 
исследований играют решающую роль. Современные 
тест-системы позволяют проводить скрининг антител про-
тив различных инфекций, входящих в национальный кален-

дарь вакцинации, и разрабатываются под оборудование, 
использующее технологии мультиплексного суспензион-
ного анализа. Этот подход позволяет существенно умень-
шить требуемый для анализа объем сыворотки крови, 
увеличить скорость проведения исследования, снизить 
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его стоимость. Между тем проблемой является полное 
отсутствие коммерчески доступных мультиплексных тест-
систем, готовых для использования в сероэпидемиологи-
ческих исследованиях. Потребителями таких тест-систем 
являются в основном лаборатории, проводящие масштаб-
ные серологические исследования и изучающие в их рам-
ках десятки тысяч образцов. Тем не менее объем рын-
ка пока все же небольшой, и, кроме того, коммерческий 
потенциал тест-систем подрывает отсутствие унифици-
рованных требований по составу определяемых антител 
со стороны потенциальных заказчиков. Это указывает на 
необходимость разработки мультиплексных тест-систем 
самими лабораториями, но решение таких задач требует 
высокой квалификации персонала: необходимо владение 
специальными методами для разработки и валидации тест-
системы, которая будет использоваться для скрининга.
В данной работе приводится протокол разработки 

тест-системы для проведения мультиплексного иммунно-
го анализа (МИА) антител к вакциноуправляемым инфек-
циям на примере кори, паротита, краснухи и гепатита B 
(рис. 1). Обсуждаются потенциальные сложности каждого 
этапа и пути их преодоления. Данная методика использу-
ется в лаборатории трансляционной биомедицины Наци-
онального исследовательского центра эпидемиологии и 
микробиологии имени Н. Ф. Гамалеи (Москва). Детально 
описывается последовательность проведения работы на 
каждом из этапов на примере реальных данных. Мы на-
деемся, что приведенный протокол и демонстрация ре-
альных данных сложностей станет отправной точкой для 
разработки мультиплексных суспензионных тест-систем 
в других лабораториях, что сделает получение данных об 
иммунологической памяти населения России к вакцино-
управляемым инфекциям более эффективным и удобным.

I. Дизайн эксперимента

Рассмотренный здесь метод непрямого (серологического) 
иммуноанализа на магнитных микросферах и разрабаты-
ваемая тест-система были созданы на основе рекоменда-
ций компании Luminex (США), производителя микросфер 
MagPlexTM-C и анализатора MAGPIX [1], анализа литера-
туры [2–10], в том числе серии руководств по планирова-
нию иммунологических исследований [11–13] и валидации 
тест-систем [11, 14–16], а также на основе собственных 
наработок.
Суть предлагаемого метода заключается в детекции 

антител в образцах крови с помощью антигенов (АГ), кова-
лентно связанных с поверхностью магнитных микросфер, 
и детектирующих антител (козьи антитела против IgG чело-
века), коньюгированных с флюорохромной меткой фико-
эритрином. Данный метод отличается от классических им-
мунометрических методов, например иммуноферментно-
го анализа (ИФА), более широким динамическим диапазо-
ном и возможностью одновременного определения до 50 
отдельных аналитов, если для детекции сигнала исполь-
зовать прибор MAGPIX. Общая схема метода показана на 
рис. 1.
Данный метод использовался для разработки тест-

системы для мультиплексного иммунного анализа, общая 
схема процесса показана на рис. 2.
Разрабатываемая тест-система предназначена для од-

новременной детекции IgG против вируса кори, краснухи, 
эпидемического паротита и вируса гепатита B (anti-HBs) 
в сыворотке крови человека. Вся процедура пробопод-
готовки по протоколу готовой методики занимает 1 ч, 
включая инкубации, плюс около 10 мин отводится на рас-
пределение реактивов и отмывки. Анализ на приборе, 

Рис. 1. Общая схема метода непрямого серологического мультиплексного иммунного анализа. Показаны микросферы четырех регионов, каждая из ко-
торых сенсибилизирована определенным антигеном. Добавление сыворотки к микросферам и первая инкубация (А). Первая серия отмывок — удаление 
несвязавшихся компонентов сыворотки (Б). Добавление к микросферам с иммунными комплексами антивидовых антител (В), конъюгированных с флюо-
рохромной меткой — фикоэритрином и вторая инкубация. Вторая серия отмывок — удаление несвязавшихся компонентов (конъюгата) (Г). Микросферы с 
иммунокомплексами отправляются для анализа в мультиплексный анализатор MAGPIX (Д)

(А) (Б) (В)

(Д) (Г)
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если используется 96-луночный планшет, занимает около 
40 мин. Т. е. время от начала до получения результата со-
ставляет менее 2 ч. Рассмотрим подробнее основные эта-
пы разработки тест-системы.

II. Получение моноплексных суспензий

1. Материалы

Для создания моноплексных суспензий необходимы сле-
дующие компоненты: 

• антигены патогенов, для детекции IgG к которым 
предназначена мультиплексная тест-система (вирусы 
кори, эпидемического паротита, краснухи и гепатита B);

• магнитные карбоксилированные микросферы четы-
рех различных регионов (MagPlexTM-C);

• выборка сывороток, предварительно охарактери-
зованных с помощью лицензированной в России тест-
системы;

• детектирующие антитела — антитела к IgG челове-
ка, конъюгированные с фикоэритрином (PE-Conjugated 
Goat Anti-Human IgG; One Lambda, Thermo Fisher Scientific, 
США).
К выбору антигенов подходили, исходя из цели созда-

ния мультиплекса. В данном случае основной целью работы 
была оценка популяционного иммунитета к вакциноуправ-
ляемым заболеваниям человека. Вакцины для профилак-
тики заболеваний, вызываемых вирусами кори, краснухи и 
эпидемического паротита, зарегистрированные в России, 
являются живыми, поэтому были выбраны прежде всего 
нативные антигены. Также в разработку были включены и 

рекомбинантные АГ. Вакцинные препараты для профилак-
тики гепатита B содержат рекомбинантный поверхностный 
антиген вируса (HBsAg) одного из двух субгенотипов ayw и 
adw, поэтому они и были выбраны для четвертого компо-
нента мультиплексной суспензии (табл. 1).
Для того, чтобы иметь возможность определять IgG 

одновременно к четырем патогенам в одной реакции, 
необходимо иметь набор из соответствующего количе-
ства так называемых «регионов» магнитных микросфер 
(MagPlexTM-C). Магнитные микросферы MagPlex, состав-
ляющие основу технологии xMAP, имеют микроскопиче-
ские размеры (диаметр — 6,5 мкм) и окрашены различ-
ными концентрациями 2–3 флуорохромов, что позволяет 
создавать до 500 различных вариантов, или регионов, а, 
следовательно, и мультиплексные суспензии для детекции 
до 500 мишеней в одном образце. Магнитные свойства 
микросфер упрощают выполнение протоколов иммунных 
анализов таким образом, что с помощью магнитного шта-
тива, на который помещается 96-луночный полистироло-
вый планшет, можно простым встряхиванием удалить ту 
или иную жидкость из лунки, при этом примагниченные 
микросферы с иммунокомплексом останутся в ней.
Создание мультиплексной тест-системы включало в 

себя не только разработку набора микросфер, конъюги-
рованных с антигенами, но и оценку работы этой мульти-
плексной суспензии на тестовых образцах — сыворотках 
крови человека. Панель сывороток должна включать об-
разцы, охарактеризованные общепринятым, лицензиро-
ванным методом. Мы использовали 98 образцов сыво-
роток, охарактеризованных с помощью ИФА-тест-систем 
производства компании «Вектор-Бест» (Россия) и авто-
матических иммунологических анализаторов BioPlex 

1. Подготовительный этап
Анализ литературы, выбор
схемы МИА, антигенов,
референсных тест-систем

Выбор антигена 
из кандидатов и 
его концентрации 
при коньюгации 
с микросферами

Оптимизация общих
параметров работы моноплексных 
суспензий (режим инкубации, 
разведение сыворотки, 

assay buffer и др.)

Определение корреляции
результатов МИА в

моноплексе и мультиплексе
и тест на ингибирование 

антигеном

Определение аналитических
параметров тест-системы

Сбор и составление пулов
сывороток, закупка реагентов
и расходных материалов

Тест на кросс-реактивность

Оптимизация частных
параметров работы моноплексных
суспензий (количество микросфер
на лунку, забивочный буфер и др.)

Работа с международными
стандартами, калибровка 
компонентов мультиплексной 

системы

Валидация и определение
диагностической значимости

тест-системы

2. Создание моноплексных
суспензий

3. Определение общего
оптимального режима
проведения МИА для всех

моноплексов

4. Объединение
моноплексных суспензий

в мультиплекс

5. Оценка мультиплексной
тест-системы

Рис. 2. Общая схема разработки мультиплексной тест-системы.
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Таблица 1. Антигены-кандидаты для включения в тест-систему

Таблица 2. Стандарты и контрольные сыворотки, использованные при создании тест-системы

(краснуха, корь; Bio-Rad, США), Architect (краснуха, ге-
патит B; Abbott, США), Liason (эпидемический паротит; 
DiaSorin, Италия) и Immulite (краснуха; Siemens, Германия). 
Для сохранности сывороток и предотвращения многократ-
ных циклов замораживания–оттаивания все образцы были 
разведены в соотношении 1 : 2 предварительно автокла-
вированным 100 % глицерином и хранились при –20 °С.
Визуализацию иммунокомплексов «микросфера – 

антиген – IgG» осуществляли с помощью детектирующих 
антител. Для этого применяли широко используемый 
препарат козьих антител, конъюгированных с фикоэрит-
рином, который избирательно взаимодействует только 
с тяжелыми цепями IgG человека (PE-Conjugated Goat 
Anti-Human IgG).
Для количественного определения антител в сыворот-

ке крови была построена калибровочная кривая, относи-
тельно которой в дальнейшем определяли концентрацию 
IgG для исследуемого образца в международных единицах 
в миллилитре (МЕ/мл).  Существуют международные стан-
дарты (International Standarts, IS), содержащие известное 
количество иммуноглобулинов к тому или иному патогену, 
однако они поставляются в ограниченных количествах и 
поэтому использовались нами для калибровки вторичных 
стандартов (Secondary Standarts, SS) на основе имеющих-
ся сывороток. В эксперименте использовали IS Всемирной 
организации здравоохранения (ВОЗ) из коллекции Нацио-
нального института биологических стандартов и контро-
лей (NIBSC, Великобритания) (табл. 2). SS в свою очередь 
являлись внутренним стандартом для создаваемой муль-
типлексной суспензии, относительно которого в дальней-

шем отбирались калибровочные стандарты для каждого 
анализа [11]. Т. к. для эпидемического паротита стандар-
тов IS ВОЗ не существует, в качестве SS использовали ка-
либровочные образцы одной из коммерческих ИФА тест-
систем. Также в состав иммунологических тест-систем 
входят сыворотки человека для контроля качества ра-
боты тест-системы, добавляемые как отдельные образ-
цы. Мы использовали контроли из коллекции NIBSC 
(табл. 2). 

2. Сенсибилизация микросфер — получение 
моноплексных суспензий

При разработке тест-системы были использованы два 
способа сенсибилизации микросфер. Оба они основаны 
на реакциях карбодиимидной химии, и один является мо-
дификацией другого. Для нативных антигенов краснухи и 
паротита, а также для рекомбинантного антигена кори ис-
пользовали протокол ковалентного связывания антигена с 
поверхностью микросферы при помощи двухэтапной кар-
бодиимидной химической реакции. Такой способ рекомен-
дован, если сенсибилизирующая молекула имеет размер 
более 10 кДа. Для молекул менее 10 кДа, каким являлись 
рекомбинантные HBsAg, микросферы были предвари-
тельно, посредством одноэтапной карбодиимидной хими-
ческой реакции, модифицированы химическим спейсе-
ром — дигидразидом адипиновой кислоты (ADH), с кото-
рым уже на втором этапе также карбодиимидной хими-
ческой реакцией проводилось связывание АГ со спейсе-
ром на поверхности микросфер. Это было необходимо

Заболевание Тип Коммерческое название антигена Производитель

Гепатит B Рекомб.
Вирус гепатита B, подтип ayw (HbsAg)

«Биалекса», Россия
Вирус гепатита B, подтип adw (HbsAg)

Краснуха

Рекомб.

Белок Е1 вируса краснухи 

«Биалекса», РоссияБелок Е2 вируса краснухи 

Белок С вируса краснухи 

Нативн.

Rubella K1S grade antigen
Microbix Biosystems, Канада

Rubella K2S grade antigen

Rubella virus grade 2 antigen  Jena Bioscience, Германия

Корь

Рекомб. Нуклеокапсидный белок вируса кори NCP Биотехнологическая компания «Капель», Россия

Нативн.

Measles grade 2 antigen Microbix Biosystems, Канада

Measles virus antigen (Premium) 
Jena Bioscience, Германия

Measles virus antigen 

Эпидемический 
паротит

Рекомб. Нуклеокапсидный белок вируса паротита NCP Биотехнологическая компания «Капель», Россия

Нативн.
Mumps grade 2 antigen Microbix Biosystems, Канада

Mumps/Parotitis virus antigen Jena Bioscience, Германия

Заболевание Название стандарта/контроля Концентрация или кол-во антител Источник

Гепатит В

WHO International Standard Second International Standard for anti-
hepatitis B surface antigen (anti-HBs) immunoglobulin, human

100 IU в виале NIBSC

Anti-Hepatitis B Surface Antigen Quality Control Serum 1 219,0±16 IU/ml NIBSC

Краснуха
WHO International Standard Anti Rubella Immunoglobulin, Human 1600 IU в виале NIBSC

Anti-Rubella Quality Control Reagent Sample 1 25,5±2,9 IU/ml NIBSC

Корь
WHO International Standard 3rd International Standard for Anti-Measles 3 IU в виале NIBSC

Anti-Measles Quality Control Reagent Sample 1 754,6 mIU/ml NIBSC

Эпидемический паротит Anti-Mumps Quality Control Reagent Sample 1 728,6 EU/ml NIBSC
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для поднятия маленького пептида над шероховатой по-
верхностью микросферы и обеспечения возможности ре-
акции между АГ и аналитом.

2.1 Cенсибилизация микросфер двухэтапной 
карбодиимидной химической реакцией 
(для сенсибилизации 106 микросфер)

Необходимые для процесса сенсибилизации микросфер 
растворы готовились в дистиллированной воде (дH2O) с 
использованием следующих реактивов: 

• NaH2PO4•H2O для активационного буфера (0,1 M 
NaH2PO4, pH 6,2); 

• MES гидрат для буфера для связывания (50 мМ MES, 
pH 5,0);

• фосфатно-солевой буферный раствор с добавлением 
0,02 % Tween-20, 0,1 % BSA, 0,05 % NaN3, pH 7,4 (далее — 
PBS-TBN) — промывочный буфер;

• 1-этил-3-[3-диметиламинопропил] карбодиимид ги-
дрохлорид (EDC) и N-гидроксисульфосукцинимида натри-
евая соль (s-NHS) — концентрация 50 мг/мл для каждого 
реагента. Готовятся непосредственно перед использова-
нием;
Необходимое оборудование:
• магнитный штатив для 1,5 мл пробирок типа Eppendorf;
• ультразвуковая ванна;
• центрифуга типа Vortex;
• лабораторный ротатор;
• автоматический счетчик клеток или камера Горяева 

и микроскоп;
• пробирки low-bind 1,5 мл типа Eppendorf. 
Протокол двухэтапной карбодиимидной коньюгации:

– подготовка  микросфер:
1. флакон с микросферами перемешать на ротаторе в 

течение 2 мин при 20 об./мин;
2. необходимое количество микросфер перенести в 

пробирку, «заводской» объем довести до 250 мкл дH2O;
3. вортекс/соникация — 20 с, поместить на магнитный 

штатив (далее — магнит) на 1 мин, удалить надосадочную 
жидкость;
– активация микросфер:

4. добавить в пробирку 80 мкл буфера для активации, 
вортекс — 20 с;

5. добавить по 10 мкл EDC и s-NHS, вортекс — 20 с;
6. оставить на 20 мин, перемешивая на вортексе по 20 

с каждые 10 мин;
– отмывка № 1:

7. магнит — 1 мин, удалить надосадочную жидкость;
8. добавить в пробирку 250 мкл буфера для связыва-

ния;
9. вортекс/соникация — 20 с, магнит — 1 мин, удалить 

надосадочную жидкость;
10. повторить п. 8 и 9;

– сенсибилизация микросфер:
11. добавить в пробирку 100 мкл буфера для связыва-

ния, вортекс/соникация — 20 с; 
12. добавить в пробирку необходимое количество ко-

личество антигена (табл. 3);
13. довести буфером для связывания объем до 500 мкл;
14. поместить пробирку на ротатор на 120 мин. при 

20 об./мин в темное место;
– отмывка № 2:

15. магнит — 1 мин, удалить надосадочную жидкость;
16. добавить в пробирку 1000 мкл промывочного бу-

фера;

17. вортекс/соникация — 20 с, магнит — 1 мин, удалить 
надосадочную жидкость;

18. повторить п. 16 и 17 еще 2 раза;
– завершение процедуры:

19. ресуспендировать микросферы в 1000 мкл буфера 
для хранения. Это может быть PBS-TBN или любой другой 
блокирующий буфер (определяется экспериментально);

20. измерить концентрацию микросфер на счетчике 
клеток или в камере Горяева. Исходя из этой цифры, рас-
считать объем микросфер для приготовления в МИА;

21. сенсибилизированные микросферы хранить в тем-
ном месте на +4 °C и использовать в анализе через 16 ч 
(на следующий день).

 
2.2 Cенсибилизация микросфер двукратной 
одноэтапной карбодиимидной химической реакцией 
через спейсер (для сенсибилизации 1,5*106 микросфер).

Необходимые для процесса сенсибилизации микросфер 
растворы готовили в дистиллированной воде (дH2O) с ис-
пользованием следующих реактивов: 

• MES гидрат для буфера для связывания (0,1 M MES, 
pH 6,0);

• MES гидрат для промывочного буфера № 1 (0,1 M 
MES, pH 4,5);

• фосфатно-солевой буферный раствор с добавлением 
0,02 % Tween20, 0,1 % BSA, 0,05 % NaN3, pH 7,4 (далее — 
PBS-TBN) — промывочный буфер №2;

• раствор ADH в концентрации 100 мг/мл в буфере для 
связывания;

• EDC в концентрации 100 мг/мл в дH2O. Для п7 и для 
п19 готовить раствор отдельно.
Необходимое оборудование:
• магнитный штатив для 1,5 мл пробирок типа Eppendorf;
• ультразвуковая ванна;
• центрифуга типа Vortex;
• лабораторный ротатор;
• автоматический счетчик клеток или камера Горяева 

и микроскоп;
• пробирки low-bind 1,5 мл типа Eppendorf.
Протокол двукратной одноэтапной карбодиимидной 

коньюгации:
– подготовка  микросфер:

1. флакон с микросферами перемешать на ротаторе в 
течение 2 мин при 20 об./мин;

2. необходимое количество микросфер перенести в 
пробирку, «заводской» обьем довести до 250 мкл дH2O;

3. вортекс/соникация — 20 с, магнит — 1 мин, удалить 
надосадочную жидкость;

4. добавить в пробирку 500 мкл буфера для связыва-
ния;

5. вортекс/соникация — 20 с, магнит — 1 мин, удалить 
надосадочную жидкость;
– сенсибилизация микросфер спейсером:

6. добавить в пробирку 30 мкл ADH (1 мг вещества на 
500 000 микросфер);

7. добавить в пробирку 30 мкл EDC (1 мг вещества на 
500 000 микросфер);

8. довести объем до 500 мкл буфером для связывания;
9. поместить пробирку на ротатор на 60 мин при 

20 об./мин в темное место;
– отмывка № 1:

10. магнит — 1 мин, удалить надосадочную жидкость;
11. добавить в пробирку 500 мкл буфера для про-

мывки №1;
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12. магнит — 1 мин, удалить надосадочную жидкость;
13. повторить п. 11 и 12 еще 2 раза;

– завершение процедуры сенсибилизации микросфер 
спейсером:

14. ресуспендировать микросферы в 1 000 мкл буфера 
для промывки №1;

15. измерить концентрацию микросфер на счетчике 
клеток или в камере Горяева. Исходя из этого числа, рас-
считать количество антигена для связывания;
– сенсибилизация микросфер со спейсером:

16. вортекс/соникация — 20 с, магнит — 1 мин, удалить 
надосадочную жидкость;

17. добавить в пробирку 100 мкл буфера для связыва-
ния, вортекс/соникация — 20 с; 

18. добавить в пробирку необходимое количество 
пептида (табл. 3);

19. добавить в пробирку 30 мкл EDC (1 мг вещества на 
500 000 микросфер);

20. довести объем до 500 мкл буфером для связыва-
ния;

21. поместить пробирку на ротатор на 120 мин при 
20 об./мин в темное место;
– отмывка № 2:

22. магнит 1 мин, удалить надосадочную жидкость;
23. добавить в пробирку 1 000 мкл промывочного бу-

фера № 2;
24. вортекс/соникация — 20 с, магнит — 1 мин, удалить 

надосадочную жидкость;
25. повторить п. 23 и 24 еще 2 раза;

– завершение процедуры:
26. ресуспендировать микросферы в 1 000 мкл буфера 

для хранения. Это может быть PBS-TBN или любой другой 
блокирующий буфер (определяется экспериментально). 
В данной тест-системе для моноплекса гепатита В исполь-
зуется PBS-TBN;

27. измерить концентрацию микросфер на счетчике 
клеток или в камере Горяева. Исходя из этой цифры, рас-
считать объем микросфер для приготовления в МИА;

28. сенсибилизированные микросферы хранить в тем-
ном месте на +4 °C и использовать в анализе через 16 ч 
(на следующий день).

3. Протокол постановки мультиплексного непрямого 
(серологического) иммунного анализа

Прежде чем проверять параметры мультиплексной 
тест-системы, важно оценить работу каждой моноплекс-
ной суспензии по отдельности и подобрать оптимальные 
условия, общие для всех моноплексных систем. Такую 
оценку включает этап «Определение общего оптимального 
режима проведения МИА для всех моноплексов» (п. 3 на 
рис. 2). Для этого анализируются сыворотки по протоколу, 
описанному ниже.
Необходимые материалы:
• 96-луночный полистироловый планшет (далее — 

планшет);
• микропробирки объемом 0,5, 1,5 и 2 мл;
• набор охарактеризованных по наличию целевых IgG 

сывороток;
• суспензии готовых микросфер, коньюгированных с 

антигенами;
• стоковый 100-кратный раствор коньюгата детектиру-

ющих антител с фикоэритрином;
• фосфатно-солевой буферный раствор PBS-TBN.

Необходимое оборудование:
• магнитная подставка для планшета Magnetic Plate 

Separator (Luminex);
• центрифуга типа Vortex;
• термошейкер;
• ультразвуковая ванна;
• анализатор MAGPIX (Luminex).

Протокол проведения анализа:
1. заранее включить нагрев термошейкера до +37 °С и 

анализатор MAGPIX;
2. приготовить разведение сыворотки 1 : 50 буферным 

раствором PBS-TBN в микропробирках;
3. приготовить суспензию микросфер из расчета 2 500 

микросфер на одну реакцию (одну лунку в планшете) в 
объеме 50 мкл:

• вортекс/соникация — 20 с,
• отобрать нужный объем суспензии в новую пробирку 

и довести объем суспензии до расчетного буферным рас-
твором PBS-TBN;

4. в планшет внести по 50 мкл готовой суспензии ми-
кросфер и 50 мкл разведенной сыворотки (в итоге сыво-
ротки тестируются в разведении 1 : 100);

5. первая инкубация (30 мин, +37 °С): закрепить план-
шет в термошейкере и установить режим перемешивания 
800 об./мин и таймер на 30 мин;

6. во время первой инкубации приготовить раствор де-
тектирующих антител: отобрать нужное количество стоко-
вого раствора антител и приготовить разведение 1 : 100 
PBS-TBN из расчета 50 мкл готового раствора детектиру-
ющих антител на лунку (итоговая концентрация антител в 
лунке — 2,5 мкг/мл).

7. снять планшет с термошейкера и установить на маг-
нитную подставку на 2 мин, после чего, не убирая планшет 
с подставки, удалить жидкость из планшета;

8. отмывка PBS-TBN: в лунки планшета многоканаль-
ной пипеткой внести по 100 мкл PBS-TBN, перемешать 
содержимое лунок на термошейкере в течение 30 с, уста-
новить планшет на магнитную подставку на 2 мин, уда-
лить жидкость из планшета, повторить процедуру отмывки 
еще раз;

9. ресуспендировать микросферы 50 мкл PBS-TBN на 
лунку;

10. в каждую лунку внести 50 мкл готового раствора 
детектирующих антител (п. 6);

11. вторая инкубация (30 мин, +37 °С): закрепить план-
шет в термошейкере и установить режим перемешивания 
800 об./мин и таймер на 30 мин;

12. отмывка PBS-TBN: см. п. 8;
13. после отмывки внести по 100 мкл PBS-TBN в каж-

дую лунку, перемешать содержимое лунок на термошейке-
ре в течение 30 с;

14. установить планшет в анализатор MAGPIX и запу-
стить анализ.
Важно отметить, что такие параметры, как температу-

ра и время инкубации, разведение сыворотки, концентра-
ция детектирующих антител, вариабельны, и их изменение 
может привести к увеличению или же снижению интенсив-
ности флуоресценции (MFI — единицы измерения флуо-
ресцентного сигнала в методике). Нахождение выгодных 
для всех 4 моноплексных систем параметров — суть опти-
мизации тест-системы.

4. Оптимизация работы моноплексных суспензий

Оптимизация — это неотъемлемая часть создания муль-
типлексной суспензии. Она подразумевает подбор таких 
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условий для каждого из моноплексов, при которых выпол-
няется ряд требований к тест-системам:

• низкие значения MFI для отрицательного контроля, 
когда в качестве аналита выступает например кроличья 
сыворотка либо сыворотки человека, в которых отсутству-
ют все иммуноглобулины;

• как можно больший диапазон значений сигнала меж-
ду образцами сывороток, содержащими и не содержащи-
ми искомые антитела;

• соответствие результатов, полученных с помощью 
моноплексных суспензий, результатам, полученным рефе-
ренсным методом (ИФА).
Оптимизация затрагивает как общие факторы (тем-

пература и время инкубации, разведение сыворотки и 
раствор для разведения сыворотки, концентрация де-
тектирующих антител), влияющие на все 4 моноплекса, 
так и частные факторы, которые могут быть для каждой 
моноплексной суспензии индивидуальными (тип блокиру-
ющего буфера для микросфер, концентрация антигена 
при конъюгации с микросферами, количество микросфер 
каждой моноплексной суспензии в лунке). По результа-
там оптимизации вышеперечисленных параметров были 
выбраны оптимальные условия для всех моноплексных
суспензий (табл. 3). 
Ввиду того, что некоторые выбранные антигены мо-

гут быть рекомбинантными, полученными путем экспрес-
сии их в Escherichia coli, необходимо учесть, что препарат 
целевого антигена может содержать примеси антигенов 
этого микроорганизма. Антитела к этой бактерии, потен-
циально находящиеся в каждой сыворотке человека, мо-
гут добавить ложноположительный сигнал в общее значе-
ние MFI. Для того чтобы избежать подобного эффекта, в 
состав буфера для разведения сывороток включали лизат 
E. coli (3 %), который связывает специфичные к ней имму-
ноглобулины в исследуемой сыворотке [5].
Еще одним важным пунктом оптимизации тест-систе-

мы является оценка кросс-реактивности каждого моно-
плекса. Желательно в процессе создания тест-системы 
провести такой тест как можно раньше. Эксперименты на 
кросс-реактивность показывают, например, насколько ис-
следуемая моноплексная тест-система с антигеном к виру-
су кори специфична в отношении детекции антител IgG к 

вирусу кори и не взаимодействует с антителами к другим 
инфекциям.
Постановка эксперимента на кросс-реактивность осу-

ществляется по протоколу, описанному выше, при выбран-
ных условиях (табл. 3). Так, сыворотку без антител IgG к 
вирусу кори, но с антителами IgG к остальным патогенам 
тестируют с моноплексной суспензией микросфер, конъю-
гированных с антигеном вируса кори. Таким же образом с 
помощью аналогично подобранных сывороток поступают 
с остальными моноплексными суспензиями. Если резуль-
таты показывают MFI на уровне предела чувствительности 
(LOD), то можно утверждать, что моноплексная суспензия 
не обладает перекрестной реактивностью, в обратном 
случае потребуется замена АГ.

 На данном этапе разработки мультиплексной 
тест-системы была протестирована панель из 70 сыворо-
ток для детекции антител IgG к вирусам краснухи, кори и 
эпидемического паротита с помощью оптимизированных 
моноплексных суспензий. Проведение анализа осущест-
вляли в соответствии с выбранными условиями (табл. 3). 
Результаты отображены на рис. 3–5 для метода МИА в 
единицах MFI, поскольку процедура калибровки и превра-
щение тест-системы в количественную только предсто-
ит. Для сравнения использовали результаты, полученные 
для той же панели сывороток, но с помощью метода ИФА 
(«ВектоРубелла-IgG», «ВектоКорь-IgG», «ВектоПаротит-IgG»;
«Вектор-Бест»). 
Можно отметить, что дифференциация сывороток, со-

держащих и не содержащих антитела IgG к вирусу крас-
нухи, с помощью моноплескной суспензии соответствует 
таковой в системе ИФА (рис. 3). Что же касается кори и 
паротита, то тут можно отметить достаточно высокие зна-
чения MFI для сывороток, не содержащих антитела IgG, 
которые близки, а в некоторых случаях превышают зна-
чения «серой зоны» (рис. 4–5). Это пример того, что мо-
ноплексные суспензии для детекции IgG к вирусам кори 
и эпидемического паротита требуют дополнительной оп-
тимизации.
Безусловно, без этапа калибровки моноплексных 

тест-систем для детекции антител IgG к вышеперечис-
ленным вирусам нельзя сравнивать результаты этих двух 
методов номинально, но все же их получение позволяет 

Параметр Моноплексная суспензия

Вирус Корь Паротит Краснуха Гепатит В

Антиген

Название
Нуклеокапсидный белок вируса 

кори NCP
Mumps/Parotitis virus 

antigen (нативный)
Rubella K2S grade 
antigen (нативный)

HbsAg рекомбинантный, 
подтипы ayw и  adw

Концентрация, 
мкг/млн микросфер

5 10 10
20 (10 HbsAg  ayw + 10 

HbsAg adw)

Буфер для забивки микросфер PBS-TBN

Разведение сыворотки, буфер для 
разведения

1 : 100, PBS-TBN + лизат E. coli

Концентрация детектирующих 
антител (Goat Anti-Human IgG)

2,5 мкг/мл

Режим инкубации
• первая инкубация — 30 мин, вторая инкубация — 30 мин
• температура инкубации — +37 °С
• режим перемешивания — 800 об./мин

Кол-во микросфер в лунке 
каждого моноплекса

2 500

Таблица 3. Некоторые оптимальные условия проведения анализа с помощью создаваемой тест-системы
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до объединения моноплексов в мультиплексную суспен-
зию судить о качестве работы моноплексной суспензии и 
решить, что дополнительная оптимизация не требуется и 
данная моноплексная тест-система готова к калибровке.
Созданные пулы сывороток были предварительно про-

тестированы в постановках с моноплексными суспензия-
ми в разведении от 1 : 100 до 1 : 409 600 4-кратным шагом. 
В результате были получены кривые, позволяющие также 
преварительно оценить потенциал этих пулов для исполь-
зования в качестве вторичных стандартов (рис. 6).

III. Получение мультиплексных суспензий

После того, как каждая моноплексная суспензия прошла 
стадию оптимизации, предварительное тестирование 
на панели сывороток в сравнении с методом ИФА и был 
выбран единый режим проведения анализа, необходи-
мо объединить моноплексные суспензии в мультиплекс и 
выяснить, как результаты, полученные в мультиплексной 
тест-системе, коррелируют с таковыми, полученными с 
помощью моноплексных суспензий по отдельности. Для 

этого осуществляют постановку, где панель сывороток 
анализируют параллельно с помощью мультиплексной су-
спензии и с помощью моноплексных суспензий [4], по ре-
зультатам которой проводят корреляционный анализ. 
Создаваемая тест-система для детекции антител IgG 

к вирусам кори, краснухи, эпидемического паротита и 
гепатита B в настоящий момент находится на стадии 
сравнения качественных характеристик моноплексных и 
мультиплексной суспензий в выбранных условиях. Далее 
приводится схема с описанием действий по валидации 
мультиплексной суспензии без примеров по выбранным 
патогенам.
Ранее на этапе оптимизации упоминалась такая харак-

теристика тест-системы, как специфичность. Определе-
ние специфичности тест-системы является неотъемлемой 
частью валидации (см. п. 3 на рис. 2). Однако на этапе 
получения мультиплексной тест-системы специфичность 
определяется иначе, нежели кросс-реактивность. Прово-
дят тесты гомологичного и гетерологичного ингибирования 
сывороток антигенами [3, 7–11]. Для теста на ингибирова-
ние необходимо выбрать сыворотку с заведомо известным
высоким содержанием антител IgG ко всем 4 патогенам. 
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Рис. 3. Результаты определения антител IgG к вирусу краснухи в сыворотках крови человека методами xMAP и ИФА
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Код сыворотки

Рис. 4. Результаты определения антител IgG к вирусу кори в сыворотках крови человека методами xMAP и ИФА

Из выбранной сыворотки отбирают 4 аликвоты, каждая из 
которых подвергается предварительной инкубации с од-
ним из 4 АГ. После преинкубации с антигенами к сыворот-
кам добавляют мультиплексную суспензию микросфер. 
Параллельно в постановку включают контроль, в качестве 
которого выступает та же самая сыворотка, но без пре-
инкубации с АГ. Гомологичное ингибирование в данном 
случае показывает специфичность моноплекса в составе 
мультиплексной системы в отношении гомологичного ан-
тигена, а гетерологичное ингибирование является показа-
телем неспецифичной реакции моноплексных суспензий в 
отношении гетерологичных антигенов. Приемлемые пре-
делы гомологичного и гетерологичного ингибирования — 
80–120 % и менее 30 % соответственно.
Если тест-система демонстрирует специфичность в 

установленных пределах, то следующим шагом является 
стандартизация тест-системы — ее калибровка по меж-
дународным стандартам (табл. 2). Для начала нужно ото-
брать сыворотки с высоким содержанием антител IgG для 
каждого патогена, сформировать из них положительный 
пул, возможно, будущий вторичный стандарт. Далее, в 

рамках одной постановки осуществить раститровку меж-
дународного стандарта и созданного положительного пула 
сывороток 4-кратным шагом (в соответствии с рекомен-
дациями [11]), начиная с разведения 1 : 100, с каждой из 4 
моноплексных суспензий по протоколу, приведенному ра-
нее, в единых выбранных условиях. По результатам данной 
постановки проводится построение калибровочных кри-
вых по известным значениям международных стандартов 
(в МЕ/мл) и полученным в ходе данного эксперимента зна-
чениям для тех же стандартов, но в единицах MFI для ка-
ждой моноплексной суспензии. Благодаря полученным ка-
либровочным кривым выясняются концентрации каждого 
аналита в положительном пуле сывороток, после чего про-
водится построение кривых раститровки и делаются вы-
воды о том, подходит ли данный пул для вторичного стан-
дарта, необходимо ли его предварительное разведение.
Для стандартизации мультиплексной суспензии про-

водят такую же постановку с раститровкой IS и SS в па-
раллели, но уже в мультиплексной суспензии микросфер. 
Калибровочные кривые сравнивают с таковыми для мо-
ноплексов, полученными на предыдущем этапе, делают 

10000

2,2

9000

2

8000

1,8

5000

1,2

1000

0,4

0,2

7000

1,6

4000

1

0

0

6000

1,4

2000

0,6

3000

0,8

M
FI

M
E

/м
л

Код сыворотки
Rum

i_2
1

Rum
i_2

1

HB_0
9

HB_0
9

Rum
i_1

6

Rum
i_1

6

M
ea

_1
4

M
ea

_1
4

Rub
i_0

3

Rub
i_0

3

Rum
i_0

5

Rum
i_0

5

Rub
i_0

8

Rub
i_0

8

Rum
i_1

4

Rum
i_1

4

Rub
i_1

2

Rub
i_1

2

Rum
i_0

4

Rum
i_0

4

Rub
i_1

3

Rub
i_1

3

HB_1
0

HB_1
0

Ch_
16

Ch_
16

Rum
i_0

3

Rum
i_0

3

Rub
i_0

5

Rub
i_0

5

Rub
i_1

1*

Rub
i_1

1*

Rub
i_1

4

Rub
i_1

4

M
ea

_1
5

M
ea

_1
5

M
ea

_1
7

M
ea

_1
7

M
ea

_2
0

M
ea

_2
0

HB_1
1

HB_1
1

HB_1
3

HB_1
3

Ch_
08

Ch_
08

Ch_
09

Ch_
09

ИФА

xMAP



54 ВЕСТНИК РГМУ   5, 2017   VESTNIKRGMU.RU| |

METHOD   IMMUNOLOGIC MEMORY

Рис. 5. Результаты определения антител IgG к вирусу эпидемического паротита в сыворотках крови человека методами xMAP и ИФА

Рис. 6. Кривые разведения пулов сывороток с высоким содержанием антител к вирусам краснухи (RUB), кори (MEA), эпидемического паротита (MUM) и 
гепатита В (HB)
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вывод об их корреляции. А также сравнивают кривые рас-
титровки IS и SS, после чего делают заключение о пригод-
ности кривой раститровки SS в качестве калибровочной 
кривой для мультиплексной суспензии.
Далее следует выбор оптимальной математической мо-

дели, которая бы наиболее точно описывала полученную 
калибровочную кривую и применялась в дальнейшем для 
расчета концентраций антител методом МИА, выраженных 
уже в международных единицах.

IV. Определение аналитических параметров, 
валидация и определение диагностической 
значимости тест-системы

Валидация — серия экспериментов, проводимых с целью 
достоверной оценки аналитических параметров тест-си-
стемы с помощью аттестованного аналитического метода. 
Цель валидации — удостовериться в возможности успеш-
ного использования разработанной тест-системы по наз-
начению, а также определить ограничения при ее исполь-
зовании в рутинной практике. Аналитических парамет-
ров у теста существует довольно много, и часть из них 
определяется и улучшается практически с самого начала 
разработки, например описанный выше тест на кросс-
реактивность. Получается, что вообще любой экспери-
мент с сыворотками с заведомо известной концентраци-
ей аналита (по данным какого-либо сертифицированного 
метода) в рамках создания тест-системы в какой-то сте-
пени является частью процесса валидации, или, другими 
словами, невозможно точно сказать, когда заканчивается 
создание тест-системы и начинается валидация.
Здесь будут рассмотрены основные аналитические 

параметры в контексте разрабатываемой тест-системы, а 
также предполагаемая схема ее валидации.
Чувствительность — это в широком смысле слова спо-

собность детектировать определенный аналит, а выразить 
ее можно через минимальную концентрацию этого анали-
та, достоверно детектируемую тест-системой. Выделяют 
аналитическую чувствительность тест-системы, когда де-
лают несколько повторов нулевой пробы (без аналита) и 

среднее значение полученных результатов плюс 2–3 стан-
дартных отклонения образуют описываемую характери-
стику. Ее еще называют пределом чувствительности, обна-
ружения или детекции (LOD). Другими словами, пределом 
обнаружения можно назвать минимальную концентрацию 
аналита, достоверно детектируемую (но необязательно ко-
личественно) рассматриваемой тест-системой. Выделяют 
верхний и нижний пределы количественного определения 
(ULOQ и LLOQ — upper & lover limit of quantification), т. е. 
максимальное и минимальное количества аналита, кото-
рые можно детектировать при определенных параметрах 
точности и воспроизводимости. 
Существует также понятие функциональной чувстви-

тельности — минимальной концентрации аналита, при де-
текции которой в нескольких повторах коэффициент ва-
риации будет меньше определенного значения (10–20 %). 
Прецизионность — степень разброса результатов в се-

рии измерений, выполненных с помощью данной тест-си-
стемы в отношении одного и того же образца, представля-
емая в виде коэффициента вариации (CV %). Он отражает 
степень разброса результатов, полученных в одинаковых 
условиях. Существует определенная иерархия уровней 
этого показателя. Выделяют прецизионность внутрипоста-
новочную (вариабельность результатов в  дублях/повторах 
в рамках одного запуска; считается приемлемой на уровне 
менее 10 %), межпостановочную (вариабельность резуль-
татов в рамках нескольких запусков методики; считается 
приемлемой на уровне менее 20 %), между лотами раз-
личных реагентов, между приборами и между различными 
исследователями, а также выделяют понятие воспроизво-
димости — прецизионности результатов использования 
методики между разными лабораториями.
Специфичность — в случае иммунологического мето-

да это способность антитела реагировать только с одним 
антигеном, причем один из этой пары по совместительству 
является искомым аналитом. Мера способности антитела 
реагировать с другими веществами помимо антигена/ана-
лита называется кросс-реактивностью. 
Правильность — степень соответствия значения, полу-

ченного с использованием методики, и истинного значения 
измеряемой величины. Обязательная характеристика всех 

Рис. 7. Схема-дизайн постановки для валидации разработанной тест-системы. С1–8 — лунки для анализа стандартов-калибраторов и построения калиб-
ровочной кривой, Б — лунки для анализа стандартного дилюента, О+Б (образец+буфер) — образцы с аналитом в серии разведений со стандартным 
дилюентом, О+М (образец+матрикс) — образцы с аналитом в серии разведений с исходным матриксом образца (например, кроличьей сывороткой или 
сывороткой человека, лишенной антител)
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количественных методик, определяемая путем постановки 
пробы с известной количественной характеристикой ана-
лита в оцениваемой тест-системе. Отношение измеренно-
го к ожидаемому называют степенью извлечения (recovery).
Линейность — способность с помощью методики (в 

пределах диапазона применения) получать результаты ис-
пытаний, прямо пропорциональные концентрации (количе-
ству) анализируемого вещества в образце. Для установ-
ления линейности методики готовят серию стандартных 
растворов аналита в диапазоне концентраций 50–130 % 
путем разведения исходного стандартного раствора и про-
водят их количественное определение согласно разрабо-
танной методике. По результатам строится калибровочный 
график линейной зависимости найденных концентраций 
от введенных концентраций (в нормализованных коорди-
натах). Для оценки степени линейности рассчитывается 
коэффициент корреляции (r2), угол наклона кривой (slope), 
значение точки пересечения с осью ординат (y-intercept). 
Диапазон применения тест-системы — это интервал 

между наибольшей (ULOQ) и наименьшей (LLoQ) концен-
трацией аналита в анализируемом образце, для которого 
данная методика имеет приемлемый уровень прецизион-
ности, правильности и линейности.
Помимо аналитических параметров для оценки диагно-

стической значимости разработанной тест-системы при 
сравнении с референсным методом определяют также и 
диагностические показатели: диагностическую чувстви-
тельность — частоту обнаружения аналита в образцах, со-
держащих его по результатам применения референсного 
метода (в %); диагностическую специфичность — частоту 
отрицательного результата наличия аналита в образцах, не 
содержащих его по результатам применения референсно-
го метода (в %) и др.
Для всех рассмотренных выше параметров существу-

ют методики оценки в рамках валидационной схемы. На 
рис. 7 показан дизайн такой схемы, отражающей один 
запуск, в рамках которого можно получить практически 
все характеристики тест-системы. В лунках рядов 1–3 и 
10–12 анализируются калибраторы в стандартном буфе-
ре для разведения (PBS-TBN). Мы получаем по 6 повто-
ров 8 разведений калибровочных образцов. Эти данные 
будут содержать информацию о калибровочной кривой, 
внутрипостановочной прецизионности, верхнем и нижнем 
пределах количественного определения аналита. В лунках, 
обозначенных буквой Б — лунках-бланках, анализируется 

стандартный буфер для разведения (PBS-TBN) без анали-
та. Среднее значение этих 12 лунок можно использовать 
для определения фонового сигнала, предела детекции. 
В рядах 4–6 C–H исследуются образцы с аналитом в се-
рии разведений со стандартным буфером для разведения 
(PBS-TBN) в 3 повторах (O+Б — образец+буфер), а в ря-
дах 7–9 C–Н — образцы с аналитом в серии разведений 
с исходным матриксом образца (например, кроличьей 
сывороткой или сывороткой человека, лишенной антител) 
(О+М — образец+матрикс). Полученная информация по-
может оценить правильность методики, степень извле-
чения в используемом разбавителе, а также линейность 
и внутрипостановочную прецизионность. Для оценки 
межпостановочной прецизионности необходимо провести 
несколько описанных постановок. Для оценки специфич-
ности проводят тесты на кросс-реактивность и ингибиро-
вание, описанные выше.
После проведения валидации планируется провести 

определение диагностической значимости тест-системы 
в сравнении с коммерческими ИФА-тест-системами. Для 
этих целей параллельно будет проанализировано не менее 
400 сывороток — по 100 для каждой инфекции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Мультиплексный иммунный анализ на основе технологии 
xMAP за последнее десятилетие успел зарекомендовать 
себя как быстрый, чувствительный и точный метод пря-
мого, непрямого серологического, а также конкурентного 
иммуного анализа. В исследованиях по оценке популяци-
онного иммунитета к вакциноуправляемым заболеваниям 
человека мультиплексные иммунологические тест-системы 
уже продемонстрировали эффективность одновременной 
детекции нескольких аналитов, быстроту проведения ана-
лиза и аналитические свойства, не уступающие свойствам 
стандартных методов. Создаваемая нами тетраплексная 
тест-система позволит осуществить масштабный скрининг 
иммунного статуса населения России в отношении кори, 
краснухи, эпидемического паротита и гепатита В, вакци-
нация против которых предусмотрена национальным ка-
лендарем прививок. Представленный протокол может 
быть использован для разработки других тест-систем для 
оценки уровня содержания антител против других вакци-
ноуправляемых и социально значимых инфекций.
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А. В. Ноздрачева    , А. А. Грицик, С. Н. Кузин, Т. А. Семененко

ОЦЕНКА ФАКТИЧЕСКОЙ ВОСПРИИМЧИВОСТИ ОТДЕЛЬНЫХ ГРУПП 
ДЕКРЕТИРОВАННОГО НАСЕЛЕНИЯ К ВИРУСАМ КОРИ, КРАСНУХИ 
И ЭПИДЕМИЧЕСКОГО ПАРОТИТА

ESTIMATING THE ACTUAL SUSCEPTIBILITY OF DECREED POPULATION 
TO MEASLES, RUBELLA AND MUMPS 

В условиях формирования «вакцинозависимости» современного общества приоритетным является изучение популя-
ционного иммунитета, основанное на оценке распространенности антител к той или иной инфекции в крови доноров 
из различных, в том числе индикаторных, групп населения. В работе представлены данные о фактической восприим-
чивости россиян к таким вакциноуправляемым инфекциям, как корь, краснуха и эпидемический паротит. В качестве 
материала для исследования использовали образцы сывороток крови из Банка сывороток крови Национального 
исследовательского центра эпидемиологии и микробиологии имени почетного академика Н. Ф. Гамалеи (Москва): 
866 образцов, в том числе 293 и 117 образцов от медицинских работников, полученных в 2011 г. и 2017 г. соответс-
твенно, 220 образцов от военнослужащих, полученных в 2016–2017 гг., и 236 образцов от условно здоровых доноров, 
полученных в 2016 г. Все образцы были исследованы методом твердофазного иммуноферментного анализа с исполь-
зованием предназначенных для изучаемых инфекций тест-систем компании «Вектор-Бест» (Россия). Была выявлена 
значительная доля восприимчивых к кори (в среднем — 19,4 %) и эпидемическому паротиту (в среднем — 28,8 %) 
лиц, что не соответствует критерию эпидемического благополучия для этих инфекций (7 и 15 % соответственно) и 
создает условия для распространения инфекций в случае попадания возбудителей на территорию страны. Доля вос-
приимчивых к краснухе людей составила в среднем 6,5 %, что отвечает критерию эпидемического благополучия (7 %). 

As the modern society becomes more vaccine-dependent, the need arises for population immunity studies aimed to estimate 
the prevalence of antibodies against a particular infection in the donors from different populations, including sentinel groups. 
This work reveals the actual susceptibility of the Russian population to a number of vaccine preventable infections, including 
measles, rubella, and mumps. The study was conducted using blood serum samples provided by the Blood serum bank of 
Gamaleya Federal Research Center for Epidemiology and Microbiology (Moscow). Of 866 samples used in the study, 293 and 
117 samples had been collected from healthcare workers in 2011 and 2017, respectively; 220 samples had been obtained from 
military servants in 2016–2017, and 236 samples had been collected from healthy donors in 2016. All samples were studied 
by solid phase enzyme immunoassay using diagnostic kits by Vector-Best (Russia). We discovered that 19.4 % and 28.8 % 
of individuals were susceptible to measles and mumps, respectively, which is insufficient for ensuring epidemiological safety 
(the herd immunity thresholds for these diseases are 7 % and 15 %, respectively) and puts the population at risk of infection 
spread, should the pathogens enter the country. The proportion of individuals susceptible to rubella was 6.5 %, which is below 
the herd immunity threshold (7 %). 

Ключевые слова: вакцинопрофилактика, популяционный иммунитет, серологический мониторинг, корь, краснуха, 
эпидемический паротит, военнослужащие, медицинские работники

Keywords: preventive vaccination, herd immunity, serological surveillance, measles, rubella, mumps, military servants, 
healthcare workers
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По оценкам Всемирной организации здравоохранения 
(ВОЗ), в мире ежегодно страдают от инфекций в среднем 
2 млрд человек, из которых 17 млн — погибают [1]. Наи-
более эффективным и экономически выгодным методом 
борьбы с инфекциями является вакцинопрофилактика (при 
условии ее повсеместного внедрения и приверженнос-
ти ее целям медицинских работников различных служб и 
ведомств). Так, всеобщая вакцинация населения в 2016 г. 
позволила предотвратить приблизительно 2–3 млн смер-
тей от инфекционных заболеваний, при этом еще около 
1,5 млн смертей можно было избежать за счет роста охва-
та вакцинами [1].
Охват населения профилактическими прививками яв-

ляется одним из ключевых показателей качества приви-
вочной работы в стране. Согласно рекомендациям ВОЗ, 
для большинства инфекций, управляемых средствами 
специфической профилактики (далее — вакциноуправ-
ляемых инфекций), указанный показатель должен состав-
лять не менее 95 % для детей и 90 % — для взрослых. По 
данным официальной статистики [2], в России указанные 
значения показателя были достигнуты и поддерживаются 
на необходимом уровне. Значительное снижение заболе-
ваемости и смертности от вакциноуправляемых инфекций 
является признаком эффективности проводимой приви-
вочной работы.
Успех вакцинопрофилактики позволил ВОЗ сообщить 

о новой эре в сфере здравоохранения — эре ликвидации 
некоторых антропонозных инфекций: натуральной оспы 
(в 1980 г.), полиомиелита (в России не регистрируется с 
2002 г.), а в перспективе — кори и краснухи (предполага-
лось, что этой цели удастся достигнуть к 2010 г.). В 2000 г.
территория Американского региона была сертифициро-
вана как свободная от эндемичной кори [3], однако уже в 
2010 г. ситуация изменилась: подъем заболеваемости этой 
инфекцией был зарегистрирован не только в странах Се-
верной и Южной Америки, но и в странах Европы, Африки, 
постсоветского пространства, в том числе в России [4]. 
В связи с этим достижение цели по элиминации кори было 
отложено сначала на 2015 г., а затем и на 2020 г.
Подъем заболеваемости корью вызвал обеспоко-

енность медицинского сообщества достоверностью 
значений основных показателей эффективности вакци-
нопрофилактики. Был выявлен ряд скрытых факторов 
различной природы, негативно влияющих на качество вак-
цинации: нарушение «холодовой цепи», необоснованность 
медицинских отводов от вакцинации, рост числа отказов 
родителей от вакцинации детей и нарушение сроков вак-
цинации. Следует отметить, что в России проблема от-
казов от вакцинации стоит достаточно остро. По данным 
Полибина и соавт. [5], у населения нашей страны снижена 
приверженность профилактическим мероприятиям в це-
лом и вакцинации в частности. Анкетированием родителей 
было установлено, что среди детей в возрасте до 2 лет 
доля привитых составила только 80 %. 
Основной причиной осложнения эпидемической ситу-

ации по кори, по мнению многих авторов,  стало накопле-
ние в популяции восприимчивых к инфекции лиц, т. е. сни-
жение популяционного иммунитета [6–8]. Единственным 
и наиболее эффективным методом его оценки является 
серологический мониторинг [8, 9]. В рамках мониторин-
га по результатам лабораторного исследования сыворо-
точного материала рассчитывают долю восприимчивых 
(серонегативных) к вакциноуправляемым инфекциям лиц. 
Критерием эпидемического благополучия по кори и крас-
нухе является наличие в обследуемой группе не более 

7 % серонегативных лиц, а по эпидемическому паротиту 
(ЭП) — 15 %. 
Однако серологический мониторинг, проводимый в 

России, не лишен недостатков, одним из которых являет-
ся отсутствие возможности сравнения результатов иссле-
дований сывороточного материала, собранного в разные 
годы, с учетом быстро меняющихся стандартов и методов 
лабораторной диагностики. Кроме того, не учитывается 
принадлежность обследуемых лиц к различным сферам 
профессиональной деятельности (например, для декрети-
рованных работников нормативно закреплены более стро-
гие требования к вакцинации), а также состояние здоровья 
(различные инфекции влияют на гуморальный иммунитет). 
Этих недостатков лишены исследования с использовани-
ем материалов из банков сывороток.
Рядом отечественных авторов было отмечено вовле-

чение в эпидемический процесс по кори медицинских ра-
ботников с формированием вспышечной заболеваемости 
в крупных лечебных учреждениях [10, 11].  Согласно дейс-
твующему законодательству, медицинские работники от-
носятся к декретированным группам населения и должны 
быть привиты против кори в возрасте до 55 лет (против 
краснухи и ЭП — до 35 лет) [12]. Таким образом, медицинс-
кие работники являются не только группой риска, но и ин-
дикаторной группой, по результатам обследования кото-
рой можно косвенно судить об эпидемическом благополу-
чии в обществе в целом.
Целью исследования являлась оценка фактической 

восприимчивости населения России к кори, краснухе и 
эпидемическому паротиту путем анализа материалов из 
Банка сывороток крови Национального исследователь-
ского центра эпидемиологии и эмбриологии имени почет-
ного академика Н. Ф. Гамалеи (Москва).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследовании использовали 866 образцов сыворотки 
крови:

— 293 образца, полученных в 2011 г. от медицинских 
работников, проживающих на территории Центрального 
федерального округа (ЦФО);

— 117 образцов, полученных в 2017 г. от медицинских 
работников, проживающих на территории ЦФО;

— 220 образцов, полученных в 2016–2017 гг. от воен-
нослужащих, проходивших службу по контракту на терри-
тории войсковых частей Московской области (МО);

— 236 образцов, полученных в 2016 г. от условно здоро-
вых доноров, проживающих на территории Москвы и МО.
В 2011 г. в России было отмечено обострение эпидеми-

ческой обстановки по кори, а в 2017 г. были проведены до-
полнительные мероприятия по профилактике инфекции на 
государственном уровне, в том числе по вакцинации ранее 
не охваченного прививками населения, и увеличен приви-
вочный возраст медицинских работников — с 35 до 55 лет 
[8, 12]. Военнослужащие представляют интерес как при-
мер закрытого коллектива взрослых, где до настоящего 
времени регистрируют вспышки кори, краснухи и ЭП [13].
Прививочный анамнез всех доноров был неизвестен, 

документальное подтверждение проведенной вакцинации 
отсутствовало.
Исследование было организовано и проведено в соот-

ветствии с действующими нормативными документами [9]. 
Образцы сывороток изучали методом иммуноферментно-
го анализа с использованием отечественных тест-систем 
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«ВектоКорь-IgG», «ВектоРубелла-IgG», «ВектоПаротит-IgG» 
(«Вектор-Бест», Россия), следуя инструкциям фирмы-
изготовителя.
Статистическую обработку данных осуществляли с по-

мощью программ Microsoft Excel и Statistica 6.0 (StatSoft, 
США). Для проверки достоверности различий результатов 
между группами обследованных использовали критерий 
Хи-квадрат с поправкой Йетса. Для изучаемых показате-
лей рассчитывали среднее значение (m) и 95 % довери-
тельный интервал (CI) по методу Клоппера–Пирсона (точ-
ный метод). 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Результаты исследования по изучению напряженности им-
мунитета к управляемым инфекциям среди разных групп 
населения представлены в табл. 1.
Как видно, в отношении краснухи все обследованные 

группы населения в достаточной мере защищены: доля се-
ронегативных лиц не превышает критерия эпидемического 
благополучия в 7 %. 
Выявлена значительная доля восприимчивых лиц в 

отношении коревой инфекции среди обследованных, при 
этом наиболее восприимчивыми являются военнослужа-
щие, где доля серонегативных лиц была максимальной 
и составила 25,5 %, что в 3,6 раза больше значения крите-
рия эпидемического благополучия. В группе медицинских 
работников восприимчивыми были в среднем 7,7 % обсле-
дованных лиц.
Среди здоровых доноров в Москве и МО присутству-

ет значительная доля лиц (21,2 %), способных при опре-
деленных условиях (в случае заноса инфекции в регион) 
участвовать в распространении кори с формированием 
очаговой заболеваемости, в том числе в закрытых коллек-
тивах военнослужащих. Таким образом, существующую 
эпидемическую обстановку по кори в Москве и МО можно 
охарактеризовать как неустойчивую.
Во всех обследованных нами группах населения вы-

явлена значительная доля восприимчивых к ЭП лиц 
(29,6 % — среди военнослужащих, 32,2 % — среди до-
норов), что в среднем в 2 раза выше значения критерия 
эпидемического благополучия (для этой инфекции — не 
более 15 %) и создает условия для распространения забо-
левания в популяции в случае завоза инфекции.
Использование образцов из банка сывороток дает воз-

можность исследовать материал, полученный в период, 

предшествующий исследованию, т. е. проводить «ретро-
спективные» серологические исследования. В нашей рабо-
те были использованы образцы сывороток крови, получен-
ные от медицинских работников в 2011 г., в период роста 
заболеваемости корью в России, в том числе в Москве. 
При сравнении результатов, полученных для двух групп 
медицинских работников, выявили статистически значи-
мые различия (р < 0,05) в отношении кори и ЭП (табл. 2).
За 6 лет доля восприимчивых к кори лиц среди обсле-

дованного контингента значительно снизилась и достигла 
нормативно рекомендуемого уровня: с 18,7 % в 2011 г. до 
7,7 % в 2017 г., — что, возможно, стало результатом актив-
ной дополнительной вакцинации населения по эпидемиче-
ским показаниям. В отношении ЭП доля серонегативных 
лиц снизилась с 38,2 % до 20,5 %, но не достигла значения 
критерия эпидемического благополучия, что диктует  не-
обходимость проведения дополнительной вакцинации.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Опираясь на полученные нами данными, можно утвер-
ждать, что восприимчивость к краснухе индикаторных 
групп и населения в целом является низкой и соответству-
ет критерию эпидемиологического благополучия по этой 
инфекции (доля серонегативных среди обследованных 
составила в среднем 6,5 %). Такие результаты согласуют-
ся с данными официальной статистики по спорадической 
заболеваемости населения краснухой: значение этого 
показателя в 2016 г. составило 0,11 случаев на 100 тыс. 
населения, а случаи врожденной краснухи не регистриро-
вались [14]. Важно отметить, что за последние 6 лет доля 
серонегативных к этой инфекции лиц в индикаторноых 
группах не изменилась, что также является благоприятным 
прогностическим признаком.
Существует вероятность распространения коревой 

инфекции в случае ее заноса в страну, т. к. во всех обсле-
дованных группах выявлена доля восприимчивых лиц, не 
соответствующая критерию эпидемиологического благо-
получия (в среднем — 19,4 %). Наиболее уязвимыми оказа-
лись военнослужащие — 25,5 % серонегативных доноров. 
В исследовании [15] среди военнослужащих, проходивших 
службу по контракту, доля серопозитивных к вирусу кори 
лиц составила 72,4 ± 2,3 %.
В отношении эпидемического паротита получены ре-

зультаты, свидетельствующие о значительном «иммуноло-
гическом потенциале» к распространению это инфекции 

Контингент
Доля серонегативных к вирусу 

кори, % [CI 95 %]
Доля серонегативных к вирусу краснухи, % 

[CI 95 %]
Доля серонегативных к вирусу ЭП, %  

[CI 95 %]

Медицинские работники 7,7* [3,6; 14,1] 5,1 [1,9; 10,8] 20,5 [13,6; 29,0]

Военнослужащие 25,5 [19,8; 31,8] 4,6 [2,2; 8,2] 29,6 [23,6; 36,1]

Здоровые доноры 21,2 [16,2; 27,0] 8,9* [5,6; 13,3] 32,2 [26,3; 38,6]

Всего 19,4 [16,2; 22,9] 6,5 [4,6; 8,8] 28,8 [25,1; 32,7]

Таблица 1. Напряженность иммунитета к кори, краснухе и эпидемическому паротиту (ЭП) среди отдельных групп населения России (2016–2017 гг.)

Таблица 2. Напряженность иммунитета у медицинских работников

Примечание. * — различия при сравнении с критерием эпидемического благополучия (7 %) статистически незначимы (р > 0,05).

Контингент
Доля серонегативных 

к вирусу кори, % [CI 95 %]
Доля серонегативных 

к вирусу краснухи, % [CI 95 %]
Доля серонегативных 
к вирусу ЭП, %  [CI 95 %]

Медицинские работники (2011 г.) 18,7 [14,5; 23,7] 4,7 [2,6; 7,9] 38,2 [32,6; 44,1]

Медицинские работники (2017 г.) 7,7 [3,6; 14,1] 5,1 [1,9; 10,8] 20,5 [13,6; 29,0]
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среди населения, т. к. доля воприимчивых к ней людей 
была максимальной в группе здоровых доноров — 32,2 % 
(в среднем среди всех обследованных — 28,8 %). По дан-
ным официальной статистики, показатель заболеваемости 
ЭП имеет тенденцию к росту, но речь идет о спорадичеком 
характере распространения инфекции [14].
Корь, краснуха и ЭП традиционно рассматриваются 

как вирусные инфекции с весьма схожим эпидемическим 
процессом, для профилактики которых используют живые 
аттенуированные вакцины в одинаковые сроки (вакцина-
ция детей в 12 мес., ревакцинация — в 6 лет). Наблюда-
емые нами и другими исследователями [16] различия по 
доле восприимчивых к этим инфекциям лиц, возможно, 
могут быть обусловлены различной иммунологической 
эффективностью коревого, краснушного и паротитного 
компонентов вакцины, которая, по оценкам зарубежных 
исследователей [17], составляет 97 % (варьирует в преде-
лах 67–100 %), 97 % (94–100 %) и 88 % (66–95 %) соот-
ветственно.

ВЫВОДЫ

Слежение за состоянием популяционного иммунитета в 
динамике с помощью сероэпидемиологических иссле-
дований позволяет не только оценивать эффективность 
проводимой вакцинопрофилактики, но и прогнозировать 
дальнейшее развитие ситуации, а также планировать ор-
ганизацию профилактических мероприятий. Наши резуль-
таты показали необходимость организации дополнитель-
ных кампаний по иммунизации не охваченного прививками 
населения, в том числе военнослужащих. Наличие внутри 
разных групп населения большого числа восприимчивых к 
эпидемическому паротиту лиц указывает на возможность 
осложнения эпидемической ситуации по этой инфекции в 
ближайшем будущем, и уже сейчас могут быть спланиро-
ваны профилактические мероприятия для предотвраще-
ния вспышек ЭП. Эпидемическая обстановка по краснухе 
является благоприятной, что означает возможность эли-
минации заболевания в перспективе.
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РОЛЬ ИММУНОЛОГИЧЕСКОЙ ПАМЯТИ В ФОРМИРОВАНИИ 
ПРОТИВООПУХОЛЕВОГО ИММУНИТЕТА У БОЛЬНЫХ РАКОМ 
ЯИЧНИКОВ НА ЭТАПЕ НЕОАДЪЮВАНТНОГО ЛЕЧЕНИЯ

THE ROLE OF IMMUNOLOGICAL MEMORY IN ESTABLISHING ANTITUMOR 
IMMUNITY IN PATIENTS WITH OVARIAN CANCER UNDERGOING 
NEOADJUVANT THERAPY

Изучение роли иммунологической памяти, опосредованной Т-лимфоцитами, при злокачественных опухолях и их ле-
чении — актуальная научная задача. Целью исследования была оценка роли Т-клеток иммунологической памяти в 
формировании противоопухолевого иммунитета у больных раком яичников на этапе неоадъювантного лечения, вклю-
чающего химиоиммунотерапию с применением рекомбинантного интерферона-гамма (рИФНγ). Методы: проточная 
цитометрия для определения центральных (Tсm) и эффекторных (Tеm) Т-клеток памяти (Тm) и наивных Т-лимфоцитов 
(Th0). Результаты: в крови больных по сравнению с донорами обнаружено высокое (Тm) и низкое (Тh0) содержание 
Т-клеток среди CD4+ и CD8+ субпопуляций. В асцитической жидкости происходило накопление Тm, превышающих 
количество Th0 в 7,7 раза в субпопуляции CD4+ и в 6,5 раза в субпопуляции CD8+, в которой Tеm преобладали над 
Tсm. После химиотерапии с препаратом рИФНγ в крови больных выявлено снижение уровня Тh0, в крови и в асцити-
ческой жидкости — преобладание Tсm среди CD8+ Tm, а у больных, получавших химиотерапию без иммунотерапии, 
преобладали Tеm. Данные различия были расценены как благоприятные, поскольку сопровождались положительной 
клинической динамикой: меньшей частотой рецидивирования (46,7 против 80 % в контроле) и более длительным без-
рецидивным периодом (17,5 ± 1,6 против 11,3 ± 1,5 мес. в контроле). Таким образом, химиоиммунотерапия вызывает 
перераспределение субпопуляций Т-клеток в крови и в асцитической жидкости при раке яичников в сторону преобла-
дания Tсm над Tеm, что может быть одним из механизмов действия препарата «Ингарон» (рИФНγ).

Understanding the role of immunological memory mediated by T-lymphocytes in patients with malignant tumors is a pressing 
issue. This study aimed to assess the contribution of memory T-cells to antitumor immunity in patients with ovarian cancer 
undergoing neoadjuvant chemoimmunotherapy with recombinant interferon-gamma (rIFNγ). Quantification of central (Tсm) 
and effector (Tеm) memory T-cells (Тm), as well as naive T-lymphocytes (Th0), was done using flow cytometry. Compared to 
healthy females, untreated cancer patients were found to have more Tm and less Th0 cells in their blood CD4+ and CD8+ T-cell 
subpopulations. In cancer patients, Tm cells accumulated in the ascitic fluid, exceeding 7.7 times the number of CD4+ Th0 cells 
and 6.5 times the number of CD8+ Th0 cells, with Tem prevailing over Tcm. After chemotherapy with rIFNγ, blood Th0 decreased 
in cancer patients, while Tcm dominated the CD8+ Tm subpopulation both in the blood and ascitic fluid. Tem cells were a 
prevalent cell type in patients who received chemotherapy without interferon-gamma. Decreased Th0 and Tcm prevalence were 
a positive sign accompanied by a good response to treatment, including lower relapse rates (46.7 % vs. 80 % in controls) and 
a longer relapse-free period (17.5 ± 1.6 vs. 11.3 ± 1.5 months in controls). Therefore, we conclude that chemoimmunotherapy 
alters proportions of T-cell subpopulations in the blood and ascitic fluid of patients with ovarian cancer, with Tcm cells prevailing 
over Tem, which may be one of the mechanisms of rIFNγ (Ingaron) action. 

Ключевые слова: рак яичников, асцитическая жидкость, кровь, проточная цитометрия, лимфоциты, Т-клетки памяти, 
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Бурное развитие клеточных технологий, перспективных 
для противоопухолевого лечения, предлагает применение
адоптивной иммунотерапии активированными ex vivo лим-
фоцитами периферической крови и опухолевого микро-
окружения (LAK- и TIL-клеток), CIK-лимфоцитов, ДК-вак-
цинации и пр. [1]. В работах последних лет высокую 
активность при ряде опухолей показала СAR-терапия [2].
Тем не менее эффект применения адоптивной имму-

нотерапии у онкологических больных не оправдывает 
ожиданий, что приводит к разочарованию клиницистов 
в таких подходах, альтернативных химиотерапии или ис-
пользующихся в сочетании с ней [1]. Подобные противо-
раковые стратегии нередко терпят поражение из-за имму-
носупрессивных механизмов организма опухоленосителя, 
проявляющихся в дисбалансе и дисфункциях различных 
субпопуляций лимфоцитов, среди которых важную роль 
играют лимфоциты, обеспечивающие иммунологическую 
память. Феномен иммунологической памяти известен дав-
но и присущ системе адаптивного иммунитета, включаю-
щего Т- и В-клеточные звенья. Роль лимфоцитов памяти 
представляется важной при любой хронической патоло-
гии, а для опухолевых заболеваний особенно актуальна 
иммунологическая память, опосредуемая Т-лимфоцитами. 
Особое значение при этом придается СD8+-клеткам, так 
как частота встречаемости специфических цитотоксичеc-
ких Т-лимфоцитов против опухолевых антигенов намного 
выше среди СD8+-клеток памяти, чем среди наивных [3]. У 
онкологических больных, как продемонстрировано на при-
мере тетрамера меланомы мелан-А, отмечена различная 
способность наивных Т-лимфоцитов (Th0) и Т-клеток па-
мяти (Tm) отвечать на стимуляцию опухолевым антигеном
ex vivo, отсутствующая у клеток CD45RA+CCR7+ и наличеcт-
вующая у CD45RO+CCR7− [4, 5]. Некоторыми авторами 
уровень СD8+-клеток памяти в опухоли при колоректаль-
ном раке и других солидных опухолях рассматривается 
как ключевой фактор общей выживаемости больных [6].
Как стало известно в конце ХХ в. после введения в 

широкий научно-лабораторный обиход методов иммуно-
фенотипирования лимфоцитов, субпопуляция Тm-лим-
фоцитов гетерогенна и подразделяется в зависимости от 
экспрессии адгезионных, хемокиновых, костимулирую-
щих рецепторов, от способности к продукции цитокинов и 
к ответу на них, возможности проникать через эндотелий и 
от других характеристик. На основании этих особенностей 
были определены основные субпопуляции Тm: централь-
ные (Тсm) и эффекторные (Тem). Фенотип этих клеток ха-
рактеризуется экспрессией CD45RO при отсутствии экс-
прессии CD45RA, а также наличием на Тсm рецепторов 
CCR7, CD62L, CD27 и СD28, тогда как на Тem-клетках 
экспрессия CCR7, CD62L и СD28 отсутствует, а CD27 со-
храняется [7]. Тh0 обладают высокой экспрессией CCR7, 
CD62L, CD27, СD28 и CD45RA при отсутствии CD45RO. 
Таким образом, иммунофенотипирование минималь-
ной панелью моноклональных антител СD62L, CD45RA 
и CD45RO позволяет отнести Т-лимфоцит к субпопуляции 
Th0, Тсm или Тem.
Хроническая антигенная стимуляция вызывает измене-

ния Тh0, в ходе которых происходит не только указанное 
выше изменение их иммунофенотипа, но и снижение про-
лиферативной активности и выживаемости, а также отве-
та на гомеостатические цитокины (IL-7, IL-15) и способно-
сти к продукции IL-2; при этом нарастают эффекторные 
функции, в частности цитотоксичность. Рецепторы CD62L 
и CCR7, экспрессируемые Тh0 и Тсm, способствуют их 
экстравазации через высокий эндотелий венул и миграции 

в Т-зависимые зоны периферических лимфоузлов, тогда 
как Тem населяют периферические ткани (печень, легкие), 
а также область воспалительного или опухолевого очага 
[8, 9]. Благодаря таким свойствам Тem выполняют «сторо-
жевую» функцию, а Тсm обеспечивают защиту на систем-
ном уровне и быстрый ответ на последующие введения 
антигена [10, 11].
В отношении преимущественной противоопухолевой 

активности эффекторных или центральных Тm высказыва-
ются различные мнения, хотя чаще приоритет отдают Тcm 
[7, 9]. Есть данные о том, что вклад обоих видов клеток 
в противоопухолевую защиту хотя и разный по механизмам, 
но комплементарный, и для ее оптимального осуществле-
ния необходимы обе субпопуляции Тm [12]. В литературе 
приводятся сведения, что при адоптивной иммунотерапии 
наличие среди Тm СD4+-лимфоцитов предотвращает исто-
щение СD8+-лимфоцитов [13], а, следовательно, необходи-
мо использовать их гетерогенную смесь [12, 13].
Некоторые авторы, кроме основных субпопуляций Тm, 

выделяют еще одну резидентную (Тrm), которая формиру-
ется из циркулирующих СD8+ Tm, экспрессируя в патологи-
ческом очаге дополнительные рецепторы CD103 [14]. Есть 
сообщения о различных фенотипических характеристиках 
СD8+  Тm в разных органах. Например, перитонеальная 
полость в нормальном состоянии содержит только эф-
фекторные СD4+- и СD8+-лимфоциты, а при воспалении, 
кроме того, СD4+ и СD8+ Тm [14]. Сигналом к задержке Тm 
в очаге с последующей их транфсормацией в Тrm-клетки 
может быть поступление антигена [15] или «цитокиновый 
взрыв», наблюдаемый при воспалении. Тrm-клетки описа-
ны при воспалительных процессах [16, 17], но не при опу-
холевом росте.
Иммунологическим исследованиям при раке яичников 

посвящен ряд современных работ, планирующих разра-
ботку новых методов иммунотерапии [1, 18]. В ходе таких 
исследований авторами делаются неожиданные находки, 
касающиеся клеток иммунологической памяти, в част-
ности, описана минорная субпопуляция Тm, экспресси-
рующих В-клеточный рецептор CD20+ вместе с IFNγ+ и 
CD8+ [19], которая рассматривается как подавляющая опу-
холевый рост.
В норме в крови человека Тcm преобладают среди 

лимфоцитов субпопуляции CD4+, а Тem в субпопуляции 
CD8+ [11], при этом установлено различное содержание 
этих клеток в лимфоидных и нелимфоидных органах, а 
также некоторые различия их фенотипических и функци-
ональных характеристик в зависимости от микроокруже-
ния [14].
Иммунная защита организма от опухоли осущест-

вляется как на системном, так и на локальном уровне с 
участием различных клеточных факторов, а также их рас-
творимых продуктов [18]. Однако роль присутствующих в 
микроокружении опухоли иммунокомпетентных клеток и 
цитокинов расценивается двояко, т. е. они рассматрива-
ются как факторы не только способствующие ее регрес-
сии, но и могущие стимулировать ее рост, тем более при 
распространенных стадиях [20–23].
Лечение рака яичников (РЯ) остается одной из сложных 

проблем в онкологии [24]. Согласно имеющимся в лите-
ратуре данным, РЯ среди всех злокачественных опухолей 
находится на пятом месте по числу случаев, и, несмотря 
на постоянное совершенствование методов диагности-
ки и лечения, занимает лидирующее место по показате-
лю смертности. Хотя РЯ чувствителен к химиотерапии, он 
редко поддается полному излечению и склонен к частому
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и раннему рецидивированию. Стандартом лечения РЯ 
III–IV стадий в настоящее время является хирургическое 
лечение в сочетании с химиотерапией, однако технические 
трудности, обусловленные распространенностью опухоле-
вого процесса, не позволяют выполнить циторедуктивную 
операцию в оптимальном объеме. В том случае, когда про-
вести операцию не представляется возможным, первым 
этапом лечения проводят неоадъювантную химиотерапию, 
а после операции выполняется адъювантная химиотера-
пия; наиболее часто для проведения химиотерапии ис-
пользуется комбинация «Паклитаксела» и «Карбоплатина» 
с интервалом в три недели [25].
Рекомбинантный интерферон-гамма (рИФНγ) «Инга-

рон», разработанный российскими учеными в виде формы 
для инъекций и направленный на стимуляцию клеточного 
иммунитета, обладает противовирусным, антипролифе-
ративным и иммуномодулирующим действием [26]. Его 
противоопухолевое действие связано со способностью 
активировать естественные киллеры (NK-клетки), цито-
токсические Т-лимфоциты и макрофаги. При применении 
в комбинации с цитостатиками он помогает преодолевать 
резистентность опухолевых клеток к химиотерапии, суще-
ственно повышая эффективность лечения [27]. Данный 
препарат исследовался и применялся при раке шейки мат-
ки, раке молочной железы, легкого, меланоме, колорек-
тальном раке, продемонстрировав эффективность даже 
в далеко зашедших стадиях [28].
Целью работы было оценить роль Т-клеток иммуно-

логической памяти в формировании противоопухолевого 
иммунитета у больных раком яичников на этапе неоадъ-
ювантного лечения, включающего химиоиммунотерапию с 
применением рекомбинантного интерферона-гамма.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

Исследование выполнено на базе отделения онкогинеко-
логии отдела органов репродуктивной системы и лабо-
ратории иммунофенотипирования опухолей Ростовского 
научно-исследовательского онкологического института 
в период с 2013 по 2017 г. Обследованы 30 больных РЯ 
в возрасте от 34 до 77 лет; средний возраст — 54,9 ± 1,3 
года. Все больные были первично выявленными; средняя 
продолжительность анамнеза составляла 7 мес. Все боль-
ные дали письменное добровольное информированное 
согласие на проведение лечения, все исследования выпол-
нены в соответствии с этическими нормами Хельсинкской 
декларации (2013). Исследование утверждено протоколом 
этического комитета РНИОИ № 24 от 23.11.2012.
Критериями включения больных в исследование были: 

возраст старше 18 лет; верифицированный цитологически 
или морфологически рак яичников III–IV стадии, асцитная 
форма; отсутствие предыдущего специального лечения.
Критерии исключения: выраженная сопутствующая 

патология (перенесенный инфаркт миокарда, декомпен-
сированный порок сердца, сахарный диабет); прохож-
дение химиотерапии, лучевой терапии, хирургического 
вмешательства, иммунотерапии до начала исследуемого 
лечения; метастатическое поражение центральной нерв-
ной системы; беременность и лактация; любые причины, 
препятствующие регулярному лечению и наблюдению за 
пациентом.
Были сформированы две группы по 15 больных: основ-

ная, получавшая химиотерапию с иммунотерапией рИФНγ 
(ХИТ), и контрольная, получавшая химиотерапию (ХТ).

Сравнительный анализ двух групп больных, подверг-
шихся неоадъювантной химиотерапии с применением 
рИФНγ и без него, выявил, что в основной группе и в груп-
пе контроля с III стадией было по 11 (73,3 %) больных, с 
IV стадией — по 4 (26,7 %) больных; различия статисти-
чески незначимы (р > 0,05). В обеих группах наибольшее 
количество больных было в возрастной группе 50–59 лет: 
в основной группе — 5 (33,3 %) пациенток, в контроль-
ной — 6 (40,0 %); статистически достоверной разницы не 
отмечено. Общее состояние больных оценивали по шка-
ле ECOG–WHO, по которой у наибольшего числа больных 
было 2 балла: у 8 (53,3 %) и 9 (60,0 %) пациенток в ос-
новной и контрольной группах соответственно; различия 
статистически незначимы. Таким образом, на основании 
представленных данных следует, что больные сравнивае-
мых групп в исходном состоянии были идентичны по воз-
расту, стадиям заболевания и общему состоянию, что дает 
право проводить сравнительный анализ.
Группу сравнения составили 20 практически здоровых 

женщин аналогичного возраста, у которых брали пробы 
крови.
Больных обследовали в динамике лечения: до и че-

рез 3 нед. после проведения ХТ (15 больных) и ХИТ (15 
больных); такой промежуток между обследованиями был 
выбран в соответствии с интервалом между курсами ле-
чения. Больные получили по 2–3 курса полихимиотерапии 
по схеме: «Карбоплатин» (АUC-6) внутривенно капельно, 
«Паклитаксел» 175 мг/м2 внутривенно капельно, интервал 
между курсами 21 день. ХИТ выполняли следующим обра-
зом: рИФНγ («Ингарон» производства «Фармаклон», Рос-
сия) вводили внутримышечно в 1-й день 500 тыс. МЕ, во 2, 
3, 5-й дни по 1 млн МЕ, в 4-й день проводили курс полихи-
миотерапии по той же схеме («Паклитаксел» + «Карбопла-
тин»). Обе группы больных были идентичны по возрасту, 
стадиям заболевания и общему состоянию.
В дальнейшем все больные подвергались хирурги-

ческому лечению, которое заключалось в экстирпации 
матки с придатками, экстирпации или резекции большого 
сальника или удалении придатков матки, в зависимости 
от эффективности проведенного лечения. В послеопера-
ционном периоде больным основной группы выполнялась 
адъювантная ХИТ: на 9-й день после операции начинали 
вводить «Ингарон» внутримышечно по той же схеме. Про-
водили 2 курса лечения, включающего «Ингарон», затем 
4 курса химиотерапии; всего больные получали 6 курсов 
адъювантного лечения. Больным контрольной группы вы-
полняли 6 курсов ХТ.
Эффект неоадъювантного этапа лечения оценивали по 

наличию полной, частичной регрессии, общего эффекта, 
складывающегося из полной и частичной регрессии; ста-
билизации или прогрессирования опухоли согласно крите-
риям ВОЗ для оценки эффективности лечения при солид-
ных опухолях.
После окончания адъювантного лечения больных на-

блюдали в течение 3 лет, отмечали время наступления ре-
цидива.
Кровь и асцитическую жидкость (АЖ) брали до нача-

ла и на этапах лечения. Общее количество исследованных 
образцов крови составило 98, АЖ — 47.
Проточная цитофлуориметрия лимфоцитов крови и 

АЖ. Измерения проводили на проточном цитофлуориме-
тре BD FACSCanto II (Becton Dickinson, США), оснащен-
ном двумя лазерами с длинами волн возбуждения 
флуорофоров 488 нм и 633 нм с возможностью исполь-
зовать до 6 моноклональных антител в одной пробирке 
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одновременно. Моноклональные антитела были конъ-
югированы со следующими флуорохромами: FITC, PE, 
PerCP-Cy5.5, PE-Cy7, APC, APC-Cy7. Инструментальные 
настройки прибора проводили с помощью стандартизиро-
ванных флуоресцентных шариков BD FACS 7-color setup 
beads (BD Biosciences, США).
Процедура пробоподготовки и иммунофенотипическое 

окрашивание. Для оценки экспрессии рецепторов исполь-
зовали иммунофенотипическое окрашивание. Окраску 
проводили с помощью флуоресцентно-меченых антител 
согласно протоколу производителя. На каждого обследо-

ванного приходилось 2 пробирки со следующими набора-
ми моноклональных антител BD Multitest (Becton Dickinson, 
США):

1) CD45RA FITC/CD45RO PE/CD3 PerCP/CD4 APC (кат. 
№ 340571) или CD45RA FITC/CD45RO PE/CD3 PerCP/
CD8 APC (кат. № 340574);

2) CD45RA FITC/CD62L PE/CD3 PerCP/CD4 APC (кат. 
№ 340977).
Данная панель антител позволяет определить со-

держание Th0, Tcm и Tem (CD62L+CD45RA+CD45RO−, 
CD62L+CD45RA−CD45RO+ и CD62L−CD45RA−CD45RO+ 

Рис. 1. Анализ Тm периферической крови методом проточной цитофлуориметрии: (А) — выделение региона лимфоцитов среди клеток крови; (Б) — опре-
деление популяции Т-лимфоцитов; (В) — распределение CD4 и СD8; (Г) — распределение CD45RA и CD45RO после логического ограничения по CD4; 
(Д) — распределение CD45RA и CD45RO после логического ограничения по CD8; (Е) — распределение CD45RA и CD62L после логического ограничения 
по CD4; (Ж) — распределение CD45RA и CD62L после логического ограничения по CD8
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(Б)

(Г)

(Д) (Е) (Ж)
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соответственно) среди CD4+ и CD8+ субпопуляций Тm. В 
каждом образце для анализа данных накапливали не ме-
нее 50 000 клеток.
Тактика гейтирования и анализ данных. С помощью 

графика Dot Plot по параметрам прямого (относительный 
размер клеток) и бокового (структура клеток) светорас-
сеяния выделяли область лимфоцитов. В пределах этого 
региона по маркерам CD3, СD4 и CD8 рассчитывали про-
цент Т-хелперов и цитотоксических Т-лимфоцитов в общей 
популяции лимфоцитов. Далее анализировали процент 
Т-лимфоцитов с фенотипами СD4+CD45RO+CD45RA−, СD8+

CD45RO+CD45RA−,СD4+CD45RА+CD62L+, СD8+CD45RА+

CD62L+ в популяциях Т-хелперов и цитотоксических Т-лим-

фоцитов. Для каждой пробы вычисляли коэффициенты 
Тm/Тh0 среди CD4+ и CD8+ субпопуляций. Уровни Tcm и 
Tem определяли в процентах от количества Тm, принад-
лежащих к субпопуляциям CD4+ и CD8+; рассчитывали 
коэффициент Tem/Tcm. Примеры результатов проточной 
цитофлуориметрии крови и АЖ приведены на рис. 1 и 2.
Методы математической и статистической обработ-

ки. Математическую обработку цитофлуориметрических 
данных проводили в программе BD FACSDiva Software 
(Becton Dickinson, США). Для анализа результатов и ста-
тистической обработки использовали программный пакет 
Statistica 8.0 for Windows и MS Excel. Различия считали 
статистически значимыми при p < 0,05. Использовали 

Рис. 2. Анализ Тm АЖ методом проточной цитофлуориметрии: (А) — выделение региона лимфоцитов; (Б) — определение популяции Т-лимфоцитов; 
(В) — распределение CD4 и СD8; (Г) — распределение CD45RA и CD45RO после логического ограничения по CD4; (Д) — распределение CD45RA и CD45RO 
после логического ограничения по CD8; (Е) — распределение CD45RA и CD62L после логического ограничения по CD4; (Ж) — распределение CD45RA и 
CD62L после логического ограничения по CD8
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также критерий Уилкоксона; оценку достоверности разли-
чий между частотой развития полного и общего эффекта, 
частотой рецидивирования проводили по критерию соот-
ветствия χ2.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Результаты исследования представлены в табл. 1–4 и на 
рис. 3 и 4. В пробах биологических жидкостей обнаружены 
различия содержания Тm- и Тh0-лимфоцитов. Как видно 
из табл. 1, в крови больных РЯ выявлен статистически до-
стоверно более высокий уровень Тm среди CD3+CD4+-кле-
ток и более низкий уровень Тh0 среди CD3+CD8+-клеток 
по сравнению с показателями здоровых женщин (р < 0,05). 
При сопоставлении уровней Тm в крови и в АЖ больных 
РЯ выявлено выраженное преобладание их в АЖ (р < 0,05); 
в отличие от них уровни Тh0 в АЖ были статистически 
значимо ниже по сравнению с кровью больных (р < 0,05) 
(табл. 1).
При этом не наблюдалось статистически достоверных 

различий между уровнями CD4+- и CD8+-клеток в крови и 
в АЖ, хотя содержание лимфоцитов и моноцитов в АЖ 
значительно превышало показатели крови. Так, несмотря 
на значительно более высокий уровень лимфоцитов в АЖ 
(52,4 ± 5,5 против 17,4 ± 2,7 % в крови больных), содер-
жание их основных субпопуляций в этих биологических 
жидкостях не имело статистически достоверных разли-
чий: уровень CD4+-клеток в крови составлял 49,2 ± 3,1 %,
в АЖ — 48,7 ± 3,2 %, а уровень CD8+ — 18,4 ± 2,7 и 
22,6 ± 3,3 % соответственно. Индекс CD4+/CD8+ в АЖ 
также не имел статистически достоверных отличий от по-
казателя крови больных. Однако соотношение Тm/Тh0, 
относящихся к обеим Т-клеточным субпопуляциям, было 
существенно выше в АЖ больных по сравнению с показа-
телями их крови (7,7 ± 1,0 против 2,9 ± 0,5 для CD4+-клеток 
и 6,5 ± 1,3 против 2,1 ± 0,3 для CD8+-клеток соответствен-
но; в обоих случаях р < 0,05), что говорит о выраженном 
преобладании Тm над Тh0 именно в опухолевом очаге по 
сравнению с периферической кровью.
Установлен также ряд различий по содержанию субпо-

пуляций Тm в исследуемых биологических жидкостях 
(табл. 2).

Как видно из табл. 2, уровни Tem среди субпопуляций 
СD4+- и СD8+-клеток в АЖ статистически достоверно пре-
вышали содержание этих клеток в крови больных, а так-
же в крови здоровых женщин (р < 0,05). По содержанию 
Tсm найдено различие только в субпопуляции СD8+ между 
их уровнем в АЖ больных и в крови здоровых женщин. 
Интересно, что не обнаружено статистически значимых 
различий исследуемых субпопуляций в крови больных и 
здоровых лиц.
Уровни Tem в субпопуляциях СD4+ и СD8+ в большин-

стве случаев оказались сходными, тогда как процент Tсm 
в субпопуляции СD4+-клеток был в 2–2,3 раза выше, чем 
в СD8+. Соотношение Tem/Tсm в пробах крови и АЖ ха-
рактеризовалось преобладанием Tem в субпопуляции 
СD8+-клеток, превышая 1,0, и преобладанием Tсm в 
субпопуляции СD4+, где оно было ниже 1,0 (рис. 3).
Таким образом, сопоставление показателей системно-

го и локального клеточного иммунитета при асцитных фор-
мах РЯ продемонстрировало преобладание Тm в крови 
больных по сравнению со здоровыми женщинами, а также 
в АЖ по сравнению с периферической кровью больных. 
При этом среди Тm, относящихся к СD4+, отмечено преи-
мущественное содержание Тсm, а среди СD8+ Тm наблю-
дается преобладание Tem с накоплением последних в АЖ 
больных.
Анализ клинической динамики у больных основной и 

контрольной групп на этапе неоадъювантного лечения 
показал, что в основной группе, получавшей ХТ с рИФНγ, 
полная регрессия опухоли отмечена у 4 (26,7 %) больных, 
в контрольной группе — у 1 (6,7 %) больной. При оценке 
общего эффекта от проводимого лечения получены ста-
тистически достоверные различия показателей основной 
и контрольной групп (87,0 и 30,0 % соответственно). Про-
грессирование заболевания отмечено только в группе без 
применения рИФНγ у 1 (6,7 %) больной.
После проведения 2–3 курсов неоадъювантной полихи-

миотерапии удалось выполнить оперативное лечение пол-
ного объема (экстирпация матки с придатками, резекция 
или экстирпация большого сальника) у 12 (80,0 %) больных 
основной группы и у 6 (40,0 %) — из контрольной; раз-
личия достоверны (р < 0,05). Неполный объем оператив-
ного пособия, включающий удаление опухолей яичников 
с резекцией большого сальника, в основной группе был 

Пробы
Tm CD4+ Tm CD8+

Tcm, % Tem, % Tcm, % Tem, %

Кровь здоровых женщин (n = 20) 41,7 ± 2,5 17,8 ± 2,3* 17,7 ± 2,5* 24,1 ± 3,6*

Кровь больных РЯ (n = 30) 42,0 ± 3,1 24,8 ± 1,8* 22,0 ± 1,5 28,2 ± 3,2*

АЖ больных РЯ (n = 30) 47,1 ± 3,3 39,8 ± 3,9 27,0 ± 2,0 42,1 ± 4,1

Таблица 2. Количество центральных и эффекторных Тm с фенотипом СD4+ и СD8+ в крови и АЖ больных РЯ

Примечание. * — достоверные отличия от показателей АЖ больных (р < 0,05).

Пробы
Tm, % Th0, %

CD4+ CD8+ CD4+ CD8+

Кровь здоровых женщин (n = 20) 55,0 ± 3,7 35,0 ± 4,3 23,4 ± 3,2 27,7 ± 3,7

Кровь больных РЯ (n = 30) 64,5 ± 2,3* 40,8 ± 5,1 22,4 ± 4,1 18,5 ± 2,7*

АЖ больных РЯ (n = 30) 79,2 ± 4,0*,** 57,5 ± 3,1*,** 10,2 ± 1,6*,** 9,5 ± 2,5*,**

Таблица 1. Количество Тm и Тh0 субпопуляций СD4+ и СD8+ в крови и АЖ больных РЯ

Примечание. * — достоверные отличия от показателей крови здоровых доноров (р < 0,05); ** — достоверные отличия от показателей крови больных (р < 0,05).
Здесь и далее в табл. 2–4 для расчета достоверности различий применяли критерий Уилкоксона.
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выполнен у 3 (20,0 %) больных, а в контрольной группе — 
у 8 (53,3%) пациенток, еще у 1 (6,7 %) больной из той же 
группы была выполнена пробная лапаротомия.
После проведения адъювантного лечения больных на-

блюдали в течение 3 лет. Процент возникновения реци-
дива у больных основной группы составил 46,7 % против 
80,0 % в контрольной группе (7 и 12 больных соот-
ветственно), а средний срок его возникновения был 
17,5 ± 1,6 мес. и 11,3 ± 1,5 мес. соответственно; различия 
достоверны (р < 0,05).
Учитывая, что больным выполняли разные по объему 

операции, для иммунологического исследования мы отби-
рали тех, кому проводили операцию одинакового типа, а 
именно полного объема.
Изучение динамики уровней Тm и Тh0 в крови больных 

при лечении с применением и без применения интерфе-
рона-гамма показало ряд различий (табл. 3). Обращает на 
себя внимание, что у больных основной группы, получав-
ших ХТ с рИФНγ, произошло снижение уровней наивных 
Тh0, статистически значимое к концу лечения (р < 0,05). 
В контрольной группе уровень этих клеток не отличался от 
исходного на протяжении всего срока наблюдения.
Соотношение Тm/Th0 в процессе лечения статисти-

чески достоверно возрастало у больных основной, но не 
контрольной группы (рис. 4). Так, соотношение Тm/Тh0 
среди CD8+-клеток у больных основной группы возросло 
с 2,5 ± 0,5 до 3,4 ± 0,7, а в контрольной группе снизилось 
с 1,7 ± 0,3 до 1,4 ± 0,3, оказавшись достоверно ниже, чем 
в основной (р < 0,05). В субпопуляции CD4+-лимфоцитов 
отмечено 2,5-кратное возрастание этого показателя в ос-
новной группе и отсутствие изменений в контрольной.
Несмотря на то, что содержание Тm не имело ста-

тистически достоверных различий в процессе лечения 
(табл. 3), оценка динамики процентного содержания Tсm 
и Tem у больных основной и контрольной групп показала 
наличие таких различий в субпопуляции Tm CD8+ (табл. 4). 

В крови больных контрольной группы происходило посте-
пенное снижение уровня Tсm, к концу лечения достигшее 
статистически значимого (р < 0,05); при этом уровни Tem 
не менялись.
Применение ХИТ с рИФНγ первоначально приводи-

ло к подобным изменениям, однако, в финале лечения 
количество Tсm оказалось выше, а уровень Tеm ниже у 
больных основной группы по сравнению с контрольной 
(табл. 4). Таким образом, в крови больных контрольной 
группы к концу лечения преобладали Tеm, а в основ-
ной группе — Tсm (соотношение Tem/Tсm составляло 
2,27 ± 0,4 и 0,62 ± 0,18 соответственно; р < 0,05).
Динамику уровней исследуемых субпопуляций в АЖ 

можно было определить только в тех случаях и в те сро-
ки, когда происходило накопление АЖ, т. е. в предопера-
ционном периоде. Было установлено, что в субпопуляции 
CD4+-лимфоцитов соотношение уровней Тm и Тh0 в ди-
намике ХИТ с применением рИФНγ статистически досто-
верно повышалось с 7,7 ± 1,0 до 13,0 ± 1,5 (р < 0,05). В 
АЖ больных той же группы отмечены изменения и в субпо-
пуляции Tm CD8+, где произошло снижение уровня Tem 
(13,6 ± 4,6 против 42,1 ± 4,1 % в контрольной группе; 
р < 0,05), а количество в ней Tсm имело тенденцию к по-
вышению. Общее количество лимфоцитов после проведе-
ния ХИТ в АЖ составляло 42,2 ± 7,8 против 31,1 ± 7,1 % 
после ХТ (различия статистически недостоверны), однако 
после ХТ без рИФНγ отмечено их достоверное сниже-
ние по сравнению с исходным показателем (52,4 ± 5,5 %, 
р < 0,05). Кроме того, отмечены и другие статистически 
значимые различия: уровни СD3+- и СD4+-клеток были 
выше после ХИТ по сравнению с наблюдаемыми после ХТ, 
составив 82,1 ± 6,3 против 65,4 ± 6,5 % и 57,6 ± 5,7 против 
42,6 ± 2,5 % соответственно; в обоих случаях р < 0,05).
Таким образом, в АЖ больных РЯ обнаружено более 

высокое содержание Тm как среди субпопуляций СD4+, 
так и среди СD8+ при более низких количествах Тh0, чем 

Рис. 3. Соотношение Tem/Tсm в субпопуляциях СD4+ и СD8+ Т-клеток памяти

Кровь здоровых доноров
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АЖ больных РЯ
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сm

CD4+ Tm CD8+ Tm

0

0,5
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Группа больных Срок исследования
Тm, % Тh0, %

CD4+ CD8+ CD4+ CD8+

Основная (n = 12)

до лечения 65,8 ± 4,2 40,9 ± 5,2 20,5 ± 3,5* 17,2 ± 1,6*

после 2–3 курсов ХИТ 64,6 ± 6,1 37,7 ± 4,5 15,7 ± 3,4 16,5 ± 2,3

после окончания ХИТ 72,8 ± 5,9 35,7 ± 5,1 9,7 ± 2,7 10,4 ± 2,6

Контрольная (n = 6)

до лечения 66,3 ± 4,4 38,1 ± 4,7 23,6 ± 4,6 23,6 ± 5,6

после 2–3 курсов ХТ 59,1 ± 7,1 31,6 ± 4,5 16,8 ± 3,9 18,8 ± 3,2

после окончания ХТ 63,2 ± 7,3 37,5 ± 7,2 24,4 ± 6,2* 27,3 ± 7,5*

Таблица 3. Динамика содержания Тm и Тh0 в крови больных РЯ основной и контрольной групп

Примечание. * — достоверные отличия от показателей основной группы после окончания ХИТ (р < 0,05).
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в крови больных; при этом выявлено преобладание Tem 
среди Тm СD8+. Показана разнонаправленная динамика 
Tem и Tсm клеток в крови и АЖ больных, подвергавших-
ся ХТ с включением и без включения препарата «Ингарон» 
(рИФНγ).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Учитывая важность биологической роли Тm при онколо-
гических заболеваниях и возможность изменения их ко-
личества и соотношения субпопуляций при проведении 
иммунотерапии, нами было выполнено исследование 
уровней Тm, включая Тсm и Тem, а также Тh0 в крови и 
асцитической жидкости больных РЯ до лечения и при про-
ведении химиоиммунотерапии. Кроме ранее описанного 
нами присутствия в АЖ больных высокого количества 
лимфоцитов с преобладанием Тm [29], в данной работе 
показано превалирование среди последних Tem, преи-
мущественно принадлежащих к субпопуляции СD8+. Хотя 
пока не представляется возможным установить их спе-
цифичность и обосновать предположение об их возмож-
ной противоопухолевой активности, данные литературы 
свидетельствуют о том, что поскольку экспансия лимфо-
цитов, находящихся в составе лимфоидного инфильтрата 
в опухоли (опухоль-инфильтрирующих лимфоцитов), носит 
клональный характер, в окружении опухоли преоблада-
ют антиген-специфические лимфоциты [6]. При этом у 
больных РЯ, судя по наличию распространенного опухоле-
вого процесса, не происходит развития эффективных им-
мунных реакций, причинами чего могут быть особенности 
микроокружения опухоли. Опухолевые клетки, находящие-
ся в АЖ, видимо, активируют перитонеальные макрофаги 

и моноциты, что приводит к гиперпродукции цитокинов, 
обладающих проонкогенными свойствами [21]. Моноциты 
АЖ служат потенциальным источником макрофагов 2-го 
типа, поддерживающих опухолевый рост путем аутокрин-
ной продукции VEGF, EGF, TGFß, IL-6, IL-8, IL-10, чему спо-
собствует гипоксия, развивающаяся в опухолевой ткани 
[23, 30]. Эти же цитокины, а также хемокины, способные 
вырабатываться и опухолевыми клетками, стимулируют 
миграцию лимфоцитов в перитонеальную полость. По 
данным литературы, среди них находятся естественные 
Т-регуляторные клетки (T-regs), обладающие иммуносу-
прессивной и проонкогенной активностью, количество 
которых у больных РЯ выше, чем у здоровых женщин [31], 
а в АЖ значительно выше, чем в крови [32]. Возможно, 
они блокируют активность Т-лимфоцитов, в частности Тm, 
как и других лимфоцитов (NК−, CD8+), которые, несмо-
тря на их высокое содержание, по-видимому, являются 
функционально неполноценными, как это было показано 
на примере СD8+ Tm, хронически стимулируемых при ви-
русных инфекциях [7, 9, 33, 34]. Тm, в отличие от Т-regs, 
подвергаются апоптозу при взаимодействии с FasL, экс-
прессируемым эндотелиоцитами опухолевых сосудов, что 
рассматривается как один из защитных механизмов опухо-
ли [35]. Возможно, применение воздействий, направлен-
ных на снятие локальной иммуносупрессии, позволило бы 
добиться результативного включения клеточных факторов 
в противоопухолевый иммунный ответ с возможностью 
повышения эффективности лечения РЯ.
Как описано нами ранее, применение «Ингарона» в 

курсе химиотерапии, наряду с другими позитивными из-
менениями иммунного статуса, вызывает снижение уров-
ня Тh0 у больных РЯ [36]. В данной работе, где сделан 
акцент на изучение Тm у этих больных, показано, что 

Группа больных Срок исследования
Tm CD4+ Tm CD8+

Tсm, % Tem, % Tсm, % Tem, %

Основная
(n = 12)

до лечения 43,0 ± 2,5 26,3 ± 3,8 24,4 ± 3,6 25,8 ± 3,3

после 2–3 курсов ХИТ 39,8 ± 4,1 26,8 ± 3,3 13,3 ± 3,4* 22,6 ± 3,7

после окончания ХИТ 42,8 ± 3,8 28,4 ± 5,1 22,2 ± 2,9** 13,9 ± 3,6*,**

Контрольная
(n = 6)

до лечения 42,3 ± 3,6 25,5 ± 2,8 22,5 ± 2,3 30,6 ± 4,9

после 2–3 курсов ХТ 45,3 ± 4,7 23,7 ± 3,7 17,8 ± 4,0 25,3 ± 2,9

после окончания ХТ 43,1 ± 6,1 23,8 ± 4,7 12,6 ± 2,2* 28,7 ± 3,3

Таблица 4. Динамика содержания Tсm и Tеm в крови больных РЯ основной и контрольной групп

Примечание. * — достоверные отличия от показателей до лечения (р < 0,05); ** — достоверные отличия от соответствующих показателей контрольной 
группы (р < 0,05).

Рис. 4. Изменение соотношения Тm/Тh0 в субпопуляциях CD4+- и CD8+-лимфоцитов в крови больных РЯ до и после лечения
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применение рИФНγ способствует увеличению преоблада-
ния Тm над уровнем Тh0 в крови и в АЖ больных РЯ по-
сле химиоиммунотерапии, а также вызывает перераспре-
деление Tm СD8+ в пользу Тсm, в отличие от больных, 
получавших химиотерапию без рИФНγ, с чем отчасти 
может быть связано повышение клинического эффекта, 
наблюдаемое при включении данного иммунопрепара-
та в курс химиотерапии. Хотя в литературе описано, что 
при повторном введении антигена происходит нарастание 
пролиферативной активности и цитотоксичности как сре-
ди Тсm, так и среди Тem, входящих в субпопуляцию CD8+ 
Т-клеток, считается, что эти свойства, а также более ак-
тивное взаимодействие с антигенпрезентирующими клет-
ками, более высокая антиген-индуцированная пролифера-
ция, генерация цитотоксических Т-эффекторов и хоуминг 
во вторичные лимфоидные органы превалирует у Тсm 
[7, 37]. Это говорит о преимуществе опухоль-специфич-
ных CD8+ Tcm по сравнению с Tem как противоопухолевых 
факторов, что позволяет рассматривать полученные нами 
данные как один из механизмов реализации терапевтиче-
ского действия «Ингарона» при асцитных формах РЯ.

ВЫВОДЫ

У больных асцитными формами рака яичников до лечения 
среди Тm, относящихся к СD4+, отмечено преимуществен-
ное содержание Тсm, а среди субпопуляции СD8+ — пре-
обладание Tem с их накоплением в асцитической жидкости 
больных. Несмотря на высокие уровни Тm в крови и АЖ, 
их функция, по-видимому, является дефектной, вслед-
ствие чего представляется важным изучить возможность 
ее восстановления.
Положительная клиническая динамика у больных РЯ 

после завершения химиотерапии с рекомбинантным ин-
терфероном-гамма по сравнению с получавшими только 
химиотерапию сопровождается снижением количества 
Тh0 в крови больных, а среди СD8+ Тm — формированием 
преобладания Тсm над Теm. Поскольку подобные измене-
ния развиваются и в АЖ, такая модуляция иммунологи-
ческого микроокружения опухоли может вносить вклад в 
развитие полученного клинического эффекта, в частности, 
более длительного безрецидивного периода у больных РЯ 
после введения рекомбинантного интерферона-гамма.
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ИССЛЕДОВАНИЕ ДОЛГОСРОЧНОГО ЭФФЕКТА ВЫСОКИХ ДОЗ 
ЦИКЛОФОСФАМИДА НА РЕПЕРТУАР Т-КЛЕТОЧНЫХ РЕЦЕПТОРОВ 
T-ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ У ПАЦИЕНТОВ 
С АУТОИММУННЫМИ ВАСКУЛИТАМИ 

LONG-TERM EFFECT OF HIGH CYCLOPHOSPHAMIDE DOSES ON 
THE REPERTOIRE OF T-CELL RECEPTORS OF PERIPHERAL BLOOD 
T-LYMPHOCYTES IN PATIENTS WITH AUTOIMMUNE VASCULITIS

Although mechanisms underlying development of autoimmune vasculitis and polyangiitis remain understudied, these pathologies 
are already known to be largely mediated by T-lymphocytes. Cyclophosphamide (CF) is widely used to treat autoimmune 
diseases. Lymphoid cells in general (T, B, and NK cells) and naive T-lymphocytes in particular are highly sensitive to CF. In this 
work we analyzed the repertoires of T-cell receptors (TCRs) in the peripheral blood of young (aged 24 to 35 years, n = 4) and 
elderly (aged 52 to 68 years, n = 5) patients with ANCA-associated vasculitis (Wegener granulomatosis and Churg–Strauss 
syndrome) treated with high doses of CF > 3 years before the study. The control group included 7 young and 14 elderly healthy 
individuals. We revealed no TCR variants previously reported as typically found in patients with ANCA-associated vasculitis. 
Relative frequency of “public" (often found in a population, largely formed during an embryonic period) TCR variants in the 
repertories of young patients was significantly lower than in the repertories of healthy donors of the same age, and was similar 
to the elderly healthy donors. We hypothesize that CF-treatment eliminates substantial proportion of naïve T-cells in the young 
donors, that contains "public" TCR variants of fetal origin. Long-term consequences of such changes in the structure of T-cell 
immunity require further investigations.

Механизмы развития аутоиммунных васкулитов и полиангиитов мало изучены, однако известно, что патогенез этих 
заболеваний в значительной степени опосредуется Т-лимфоцитами. Циклофосфамид (ЦФ) широко используется для 
лечения аутоиммунных заболеваний. Клетки лимфоидного ряда (Т, В и NK-клетки), и в особенности наивные Т-лим-
фоциты, обладают высокой чувствительностью к ЦФ. Мы проанализировали репертуары Т-клеточных рецепторов 
(T-cell receptors, TCRs) периферической крови молодых (24–35 лет, n = 4) и пожилых (52–68 лет, n = 5) пациентов с 
синдромами Вегенера и Чарга–Стросса, получавших не ранее чем за 3 года до начала исследования ЦФ в высоких 
дозах. В контрольную группу включили здоровых доноров: 7 молодых и 14 пожилых людей. Мы не выявили описан-
ных ранее вариантов TCRs, характерных для ANCA-ассоциированных васкулитов. Представленность «публичных» 
(часто встречающихся в популяции, в значительной степени формирующихся в эмбриональном периоде) вариантов 
TCRs в репертуарах молодых пациентов оказалась существенно ниже, чем в репертуарах здоровых доноров того же 
возраста, и была близка к таковой пожилых здоровых доноров. Мы предполагаем, что терапия высокими дозами ЦФ 
элиминирует значительную часть наивных Т-лимфоцитов молодых доноров, содержащих публичные варианты TCR 
эмбрионального происхождения. Отдаленные последствия таких изменений в структуре Т-клеточного иммунитета 
требуют дальнейшего изучения.

Ключевые слова: аутоиммунные заболевания, аутоимунный васкулит, циклофосфамид, Т-клеточный рецептор, 
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Препараты, обладающие иммуносупрессивными свойс-
твами, нашли широкое применение в терапии аутоиммун-
ных заболеваний. Для лечения патологий с потенциально 
тяжелым течением, таких как аутоиммунные васкулиты, 
часто применяют цитостатический препарат циклофос-
фамид (ЦФ), иммуносупрессивные свойства которого не 
до конца изучены.  ЦФ преобразуется в печени в 4-гид-
роциклофосфамид, который легко проникает в клетки, 
где подвергается дальнейшим изменениям: формируется 
либо активное цитотоксическое вещество фосфорамид, 
либо — при высоком содержании альдегиддегидрогена-
зы — неактивное соединение карбоксифосфамид. Клетки 
лимфоидного ряда (Т, В и NK-клетки) содержат небольшое 
количество альдегиддегидрогеназы и быстро гибнут при 
терапии высокими дозами ЦФ. Однако недифференци-
рованные клетки, участвующие в гемопоэзе, характери-
зуются высоким содержанием альдегиддегидрогеназы и 
оказываются крайне устойчивыми к действию ЦФ. Таким 
образом, препарат имеет выраженный иммуносупрес-
сивный, но не миелоаблативный эффект, т. к. стволовые 
клетки крови сохраняются и в дальнейшем происходит 
восстановление гемопоэза без необходимости трансплан-
тации костного мозга [1]. Клинически подтверждено, что 
использование ЦФ в высоких дозах приводит к ремиссии 
у больных с разными типами  аутоиммунных заболеваний 
(острой апластической анемией, миастенией гравис, скле-
родермией и др.), но только у 10 % больных не наблюдает-
ся рецидив в течение 5 лет после курса ЦФ [2].
В литературе существуют указания на специфиче-

ское воздействие ЦФ на наивные Т-клетки. Так, в работе 
Gladstone и соавт. [3] приводятся данные о лечении боль-
ных, страдающих рассеянным склерозом, с помощью ЦФ. 
Авторы показали существенное снижение числа наивных 
Т-лимфоцитов CD45RA+CD4+ по сравнению c популяцией 
клеток памяти CD45RО+CD4+. Практически все пациенты 
сохранили свой иммунологический статус, в том числе 
устойчивость к перенесенным в детстве инфекциям, кото-
рая поддерживается клетками памяти, что свидетельству-
ет об их меньшей чувствительности к ЦФ.
Развитие технологий высокопроизводительного секве-

нирования качественно изменило глубину анализа  ре-
пертуара Т-клеточных рецепторов (T-cell receptors, TCR). 
Совмещение этого подхода с иммунофенотипированием 
ранее позволило нам сделать ряд выводов о возрастных 
изменениях в адаптивной иммунной системе. В частности, 
на когорте доноров разного возраста, включая образцы 
пуповинной крови и материал от людей старше 100 лет, 
нами было продемонстрировано, что выраженное сниже-
ние доли наивных Т-лимфоцитов в периферической кро-
ви коррелирует с уменьшением разнообразия репертуа-
ра TCR, а также был описан ряд структурных изменений 
в нем [4].   
Механизмы, лежащие в основе развития васкулитов, 

остаются малоизученными. Основным маркером заболе-
вания является наличие антител к цитоплазматическим 
компонентам нейтрофилов (anti-neutrophil cytoplasmic 
antibody, ANCA). В случае гранулематоза с полиангиитом 
(ГПА, гранулематоз Вегенера) показано наличие антител 
к протеиназе-3 (PR-3), а в случае эозинофильного грану-
лематоза с полиангиитом (ЭГПА, синдром Чарга–Стросса) 
и микроскопического полиангиита — антител к миелопе-
роксидазе. Считается, что ANCA участвуют в патогенезе 
заболеваний, взаимодействуя с антигенной мишенью и 
приводя к дегрануляции нейтрофилов, в результате чего 
разрушается эндотелий, а затем и сам сосуд [5]. Т-клет-

ки также принимают активное участие в патогенезе пе-
речисленных патологий. У пациентов, страдающих ими, 
наблюдается повышение числа циркулирующих в перифе-
рической крови активированных CD4+ и CD8+ Т-лимфоци-
тов и увеличение содержания воспалительных факторов, 
связанных с их активацией. Также гранулемы обычно ин-
фильтрированы активированными Т-клетками [6, 7]. На 
животных моделях было показано снижение скорости клу-
бочковой инфильтрации при деплеции Т-лимфоцитов [8].
Остается открытым вопрос о том, как ЦФ действует на 

различные функциональные популяции клеток крови и ка-
ково его влияние на адаптивную иммунную систему в дол-
госрочной перспективе. В последние несколько лет были 
опубликованы работы с использованием новых техноло-
гий, которые посвящены роли ЦФ в восстановлении TCR 
после аллогенной трансплантации клеток крови и кост-
ного мозга. Показано, что прием высоких доз ЦФ на 3–4 
сутки после трансплантации существенно снижает риск 
возникновения острой и хронической реакции «трансплан-
тат против хозяина», а также вирусных инфекций в целом 
и лимфопролиферативных посттрансплантационных за-
болеваний, связанных с вирусом Эпштейна–Бара, в част-
ности [9]. В исследовании Kanakry и соавт. показано, что 
первыми восстанавливаются эффекторные клетки памяти 
и разнообразие их существенно ниже по сравнению с раз-
нообразием аналогичных клеток донора [10]. 
В данной работе методом высокопроизводительного 

секвенирования были исследованы репертуары TCR пе-
риферической крови 9 доноров, страдающих васкулитами 
и имевших в анамнезе прием циклофосфамида в высоких 
дозах. Акцент сделан на сравнение характеристик репер-
туара бета-цепей TCR пациентов и здоровых доноров и 
поиск характерных вариантов TCR либо высокопредстав-
ленных V-beta и J-beta сегментов TCR, сцепленных с па-
тологией. Проведена  оценка долгосрочного эффекта ЦФ, 
оказываемого на репертуар TCR периферической крови. 

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

Подбор доноров

В рамках исследования сформировали две группы — 
группу пациентов и группу здоровых доноров (контрольная 
группа). В каждой группе выделили условные подгруппы 
молодых (24–35 лет) и пожилых (52–68 лет) людей. В груп-
пу молодых пациентов включили 4 человека (3 мужчины 
и 1 женщина), пожилых — 5 человек (все — женщины), 
в контрольную группу — 7 (4 мужчины и 3 женщины) и 
14 (6 мужчин, 8 женщин) соответственно. Пациенты стра-
дали васкулитами и получали активную иммуносупрессив-
ную терапию циклофосфамидом в высоких дозах не менее 
чем за 3 года до начала исследования. Когорту здоровых 
доноров формировали из добровольцев.
Исследование было одобрено локальным этическим 

комитетом Национального научно-практического центра 
детской гематологии, онкологии и иммунологии имени 
Дмитрия Рогачева (Москва) (протокол № 2013-5/4). Все 
участники дали письменное информированное согласие 
на участие в исследовании.

Выделение мононуклеаров и иммунофенотипический 
анализ образцов периферической крови

У участников исследования получали по 8 мл перифери-
ческой крови, которые использовали для клинического 



76 ВЕСТНИК РГМУ   5, 2017   VESTNIKRGMU.RU| |

ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ   ИММУНОЛОГИЧЕСКАЯ ПАМЯТЬ

анализа крови, а также для иммунофенотипирования, 
которое проводили так, как описано в работе [11]. Бра-
ли 100 мкл цельной периферической крови, инкубирова-
ли ее с моноклональными антителами: анти-CD45RA-Fitc 
(eBioscience, Thermo Fisher Scientific, США), CD27-PC5 
(eBioscience), CD4-PE (Beckman Coulter, США), CD8-eFluor 
405 (eBioscience), — и лизировали раствором Optilyse-С 
(Beckman Coulter). Образцы анализировали на проточном 
цитофлюориметре Cytomics CF500 (Beckman Coulter). Так-
же из 6 мл периферической крови методом градиентного 
центрифугирования на фиколле («ПанЭко», Россия) выде-
ляли мононуклеарную фракцию, которую использовали 
для дальнейших исследований. 

Выделение тотальной РНК, получение библиотек 
кДНК TCR и их секвенирование

Тотальную РНК выделяли с помощью реагента Trizol 
(Invitrogen, США) по протоколу производителя. Количество 
выделенной РНК определяли по интенсивности флуорес-
ценции интеркалирующего агента на QuBit 3  (Invitrogen), 
качество полученного препарата оценивали методом 
гель-электрофореза. 
Библиотеки кДНК TCR получали так, как описано в ра-

боте [11]. Для синтеза кДНК бета-цепи TCR использовали 
набор реагентов Mint («Евроген», Россия) и 1,5 мкг РНК на 
одну реакцию синтеза. Реакцию проводили в соответствии 
с протоколом производителя. В зависимости от количе-
ства выделенной РНК число реакций синтеза для образца 
варьировало от 4 до 6.  Структура праймеров для синтеза 
и свитч-адаптера, а также программа амплификации опи-
саны в статье [11]. В последовательность свитч-адаптера 
были введены 12 случайных нуклеотидов для уникально-
го баркодирования каждой синтезированной молекулы 
кДНК. Схема эксперимента приведена на рис. 1.
Полученную кДНК амплифицировали, объединя-

ли, очищали на колонках Cleanup Standard («Евроген») и 
концентрировали. Концентрацию полученных библиотек 
определяли на QuBit 3 (Invitrogen), к концам кДНК лигиро-
вали адаптеры Illumina TruSeq (Illumina, США). Далее секве-
нировали библиотеки на платформе Illumina HiSeq 2000 
(Illumina), парное чтение 150 + 150 нуклеотидов.

Биоинформатическая обработка и анализ данных 
секвенирования

Демультипликацию данных секвенирования и сборку 
групп прочтений по молекулярным баркодам проводили 
с помощью программы MiGEC [12], как описано в работе 
[11]. Для экстракции CDR3 и сборки Т-клеточных клоно-
типов использовали программу MiXCR [13]. Качественный 
анализ клонотипов (V- и J-usage, пересечение репертуаров 

разных образцов) и оценку разнообразия образцов прово-
дили с помощью пакета программ VDJtools [14].
Статистическую обработку данных проводили с по-

мощью пакета программ GraphPad Prism5 (Graph Pad 
Sofware, США). Анализ публичных клонотипов проводили 
с помощью алгоритмов R.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Цитометрический анализ Т-клеточных популяций 
в периферической крови

Содержание наивных T-лимфоцитов определяли как в 
популяции CD3+-клеток периферической крови, так и во 
фракциях CD4+- и CD8+-лимфоцитов пациентов, страдаю-
щих васкулитами и прошедших курс терапии ЦФ в высоких 
дозах. Популяцию наивных CD3+-лимфоцитов выделяли по 
фенотипу CD3+CD45RA+CD27+. Полученные данные были 
сопоставлены с ранее опубликованными нами для когор-
ты здоровых доноров разного возраста [4, 11]. Значимого 
различия в содержании наивных Т-лимфоцитов у пациен-
тов и здоровых доноров одного возраста обнаружено не 
было (рис. 2, А). 

Анализ разнообразия TCR методом 
высокопроизводительного секвенирования

Молекулярное баркодирование библиотек кДНК позволи-
ло провести коррекцию нуклеотидных замен, произошед-
ших в ходе амплификации и секвенирования библиотек, 
а для анализа репертуаров TCR пациентов с васкулитами 
были получены библиотеки кДНК с помощью специфиче-
ской затравки синтеза и технологии кэп-свитч [4] (рис. 1). 
Эта технология позволяет равномерно амплифицировать 
фрагменты, соответствующие различным Т-клеточным 
рецепторам, не искажая данные о представленности раз-
личных вариабельных генных сегментов. Для подготов-
ки библиотеки каждого образца была использована вся 
тотальная РНК, выделенная в среднем из 3,5 млн моно-
нуклеаров. Вся полученная кДНК использовалась для 
дальнейшей амплификации. В результате секвенирования 
было получено более 30 млн прочтений (ридов), минималь-
ное число ридов, соответствующих последовательностям 
TCR, для образца составило 1,3 х 106, максимальное — 
6,5 х 106. Анализ данных секвенирования проводили с 
учетом молекулярных баркодов, введенных на стадии син-
теза кДНК библиотек репертуаров TCR (рис. 1). В данном 
эксперименте учитывали только те молекулы кДНК, мо-
лекулярный баркод которых покрывался хотя бы 3 рида-
ми. В результате для каждого образца было получено 
от 27 000 до 400 000 групп ридов, несущих уникальные 

Рис. 1. Схема получения библиотек кДНК Т-клеточных рецепторов (T-cell receptors, TCR). Свитч-адаптер содержит уникальную последовательность, обо-
значенную на рисунке штрих-кодом. Наличие молекулярного баркода позволяет производить коррекцию ошибок, как в упрощенном виде показано на 
последнем этапе. Амплифицированный фрагмент содержит последовательность CDR3 бета-цепи TCR, которая определяет разнообразие рецепторов

Синтез кДНК 
со свитч-адаптером

ПЦР-амплификация 
в 2 этапа

Анализ данных
Лигирование адаптеров
для секвенирования

мРНК
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молекулярные баркоды и соответствующих уникальным 
молекулам кДНК.
Данные секвенирования были нормированы путем 

экстракции 25 000 случайных молекул кДНК для каждого 
образца — по наименьшему результату для одного из па-
циентов. Иными словами, в дальнейшем при анализе учи-
тывали 25 000 уникальных молекул кДНК бета-цепей TCR 
для каждого образца. Референтная группа была сформи-
рована из данных секвенирования репертуаров TCR ко-
горты здоровых доноров, которые ранее уже были проа-
нализированы аналогичным методом и опубликованы [11]. 
Данные референтной группы также были проанализирова-
ны с нормировкой на 25 000 случайных молекулярных со-
бытий на образец. Наш предыдущий экспериментальный 
опыт показал, что одно событие может быть эквивалентно 
в среднем одной Т-клетке [15]. Таким  образом, разноо-
бразие Т-клеточного репертуара в данном эксперименте 
оценивали в среднем для 25 000 случайных Т-лимфоцитов 
периферической крови. 
Анализ разнообразия репертуаров бета-цепей TCR 

проводили с применением таких статистических метрик, 
как оценка нижней границы разнообразия (индекс Chao1), 
индекс равномерности распределения (индекс Шенно-
на–Винера) и наблюдаемое разнообразие CDR3 на 25 000 
Т-лимфоцитов. 
Мы не выявили значительных изменений в структуре 

репертуаров TRCs у пациентов с васкулитами относитель-
но результатов здоровых доноров (рис. 2, Б–Г). Однако 
можно отметить, что, несмотря на то, что доля наивных 
Т-клеток в периферической крови больных практически не 
отличалась от таковой у здоровых людей, значения индек-
са Chao1, рассчитанные для них, лежат по нижней границе 
(рис. 2, Б, Д), что свидетельствует в пользу снижения раз-
нообразия репертуаров TCR.

Анализ использования вариабельных сегментов 
бета-цепей

В клинических данных вовлеченность клонального ответа 
Т-клеток в патогенез болезни зачастую оценивается без 
использования высокопроизводительного секвенирова-
ния — по спектратипам, т. е. распределениям длин участ-
ков CDR3 TCR в целом и TCR с конкретными V-сегментами. 
Ранее для гранулематоза с полиангиитом (ГПА) [18]  и 

эозинофильного гранулематоза с полиангиитом (ЭГПА) 
[17] анализ спектратипов TCR показал участие клонально-
го либо олигоклонального ответа Т-клеток, несущих TCR 
с определенными вариантами V-сегментов. В более позд-
ней работе методом проточной цитофлуометрии было по-
казано значительное увеличение представленности одного 
или нескольких V-сегментов TCR в периферической крови 
пациентов с ЭГПА [23].  
Эти данные явились предпосылкой для направленно-

го поиска описанных V-сегментов в репертуарах Т-клеток 
пациентов с ГПА и ЭГПА. Мы проанализировали частоты 
встречаемости вариантов сегментов бета-цепи в репер-
туарах TCR пациентов и здоровых доноров и не выявили 
характерных паттернов экспрессии V- либо J-сегментов 
TCR, которые бы объединяли репертуары TCR пациентов 
или здоровых доноров в отдельные различимые кластеры. 

Поиск CDR3, ассоциированных с ГПА и ЭГПА

На следующем этапе анализа мы провели поиск аннотиро-
ванных в литературе последовательностей CDR3, ассоци-

ированных как с ГПА, так и с ЭГПА [17, 18, 23], в данных 
секвенирования  пациентов, включенных в наше исследо-
вание. Анализ проводили в клонсетах без количественной 
нормировки по каждому индивидууму. В результате нам не 
удалось обнаружить мотивы CDR3, опубликованные ранее 
как ассоциированные с ГПА либо ЭГПА.

Оценка содержания «публичных» клонотипов 
в репертуаре TCR  

Исследования иммунных репертуаров методами высоко-
производительного секвенирования позволяют получить 
индивидуальный список вариантов последовательностей 
TCR, которые организм может использовать в адаптив-
ном иммунном ответе. Прочтение миллионов вариантов 
TCR в наших исследованиях и работах других коллективов 
позволило обнаружить варианты TCR, которые формиру-
ются независимо в иммунных репертуарах неродственных 
доноров — неуникальные, или «публичные» варианты TCR 
[11, 19, 20]. Формирование одинаковых последовательно-
стей TCR у неродственных доноров в процессе случайной 
сборки связывают с вероятностными процессами сборки 
TCR при рекомбинации, а также с формированием оп-
тимальных клонов TCR для иммунного ответа на широко 
распространенные инфекции и с коэволюцией сборки 
TCR с персистирующими, передающимися в поколени-
ях инфекциями. У родственных доноров обнаруживается 
больше общих вариантов TCR, чем «публичных» клоно-
типов у неродственных доноров, и в целом генетическое 
окружение когорты доноров может влиять на анализ «пу-
бличного» репертуара в каждом исследовании TCR. 
В предыдущей нашей работе было показано, что доля  

«публичных» клонотипов в репертуаре TCR снижается с 
возрастом [4]. Таким образом, этот параметр может слу-
жить маркером старения репертуара TCR. Ранее нами был 
сформирован список клонотипов бета-цепей TCR челове-
ка, которые присутствуют в репертуарах Т-лимфоцитов  
разных доноров. В качестве источника «публичных» кло-
нотипов были выбраны данные секвенирования репертуа-
ров TCR пуповинной крови, характеризующиеся высоким 
разнообразием TCR и значительной долей  «публичных» 
вариантов TCR в репертуаре. Мы отобрали клонотипы 
с совпадающей аминокислотной последовательностью 
участка CDR3, которые встретились как минимум в 4 из 
8 образцов репертуаров TCR нормальной пуповинной 
крови. Этот список был обогащен вариантами коротких 
CDR3, которые формируются в процессе VDJ-рекомби-
нации, преимущественно в эмбриогенезе, с повышенной 
частотой [16] и вариантами, в которых отсутствуют слу-
чайные N-инсерции нуклеотидов на стыке сегментов V–D 
либо D–J генов TCR в результате упрощенной VDJ-реком-
бинации в эмбриональном периоде до начала экспрессии 
TdT-трансферазы.

«Публичные» клонотипы бета-цепей TCR, возникшие в 
эмбриональный период, частично совпадают со списком 
«супер-публичных» вариантов TCR, которые могут быть 
обнаружены у взрослых здоровых доноров (от 8 до 85 лет, 
n = 68, «суперпубличные» клоны обнаруживаются как ми-
нимум в 20 образцах из 68; данные не опубликованы). 
Как и при оценке разнообразия репертуаров TCR, в 

данном анализе использовались клонсеты, нормирован-
ные на 25 000 молекул кДНК. Используя список, содер-
жащий 7 200 «публичных» клонотипов, мы провели срав-
нительный анализ частоты их встречаемости в клонсетах 
референтной когорты здоровых доноров и пациентов 
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с васкулитами, который показал, что у молодых пациентов 
достоверно ниже число «публичных» клонотипов (p = 0,04, 
тест Манна–Уитни, рис. 2, Д) в репертуаре TCR по сравне-
нию со здоровыми людьми того же возраста. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Как уже отмечалось, к настоящему времени не было опу-
бликовано работ по глубокому секвенированию репертуа-
ров TCR пациентов с ГПА и ЭГПА. В одной из работ анализ 
последовательностей Т-клеточных рецепторов с помощью 

секвенирования по Сэнгеру  выявил у пациентов с ЭГПА 
общий мотив CDR3 среди высокопредставленных клоно-
типов Vbeta21 семейства TCR [17]. Также есть данные о 
доминирующем клонотипе Vbeta8 семейства при ГПА [18]. 
В настоящей работе нами не были обнаружены спец-

ифичные клонотипы или специфичные паттерны экспрес-
сии семейств V- и J-сегментов, которые бы выделяли груп-
пу доноров, страдающих ГПА или ЭГПА, по сравнению 
со здоровыми донорами такого же возраста. Возможно, 
исследование на значительно большей выборке пациентов 
позволит установить Т-клеточные клоны, ассоциированные 
с болезнью. Так, в недавних исследованиях на выборке из 

Рис. 2. Доля наивных Т-клеток среди CD3+-лимфоцитов периферической крови и разнообразие репертуаров бета-цепей Т-клеточных рецепторов (T-cell 
receptors, TCR) у пациентов с аутоиммунными васкулитами, получавшими терапию циклофосфамидом в высоких дозах (синие точки), и здоровых людей 
(оранжевые точки). (А) Доля наивных Т-клеток в общем пуле CD3+-лимфоцитов. Точки нанесены на график с учетом возраста участников исследования. 
(Б) Разнообразие TCR, оцененное по индексу Chao1. Основной вклад в значение индекса вносят клоны с низкой встречаемостью, т. е. преимущественно 
TCR наивных Т-лимфоцитов. (В) Разнообразие вариантов последовательности CDR3 на 25 000 случайных молекул кДНК бета-цепей TCR. (Г) Разнообразие 
бета-цепей TCR, оцененное по индексу Шеннона–Винера. Важно равномерное распределение клонотипов в репертуаре TCR. (Д) Доля наивных Т-клеток в 
общем пуле CD3+-лимфоцитов с учетом значений индекса Chao1. (Е) Количество «публичных» клонотипов в клонсетах в зависимости от возраста донора. 
Для (Б–Е) произведены расчеты на 25 000 произвольно выбранных молекул кДНК бета-цепей TCR
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ВЫВОДЫ

В результате анализа репертуаров Т-клеточных рецепто-
ров, полученных методом глубокого секвенирования, было 
установлено, что репертуары TCR после лечения цикло-
фосфамидом в высоких дозах восстанавливаются в зна-
чительной степени. Вместе с тем количество «публичных» 
клонотипов у пациентов с аутоиммунными васкулитами 
снижено по сравнению со здоровыми донорами того же 
возраста,  что свидетельствует о преждевременном старе-
нии репертуаров TCR.
В данной работе не было обнаружено клональных из-

менений TCR, сцепленных с аутоиммуными васкулитами. 
В полученных массивах данных у пациентов не были най-
дены аннотированные ранее в литературе Т-клеточные 
клонотипы. 
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In-depth study of mechanisms of immune response to the human immunodeficiency virus (HIV) is critical for better understanding 
of how immunodeficiency develops in patients with HIV, as well as for designing effective immunotherapy strategies and vaccines 
against the virus. In this work we analyze sequencing profiles of T-cell receptor repertoires previously obtained from healthy 
donors (601 Americans and 65 Russians) to estimate the population frequency of HIV-specific naive T-cells. We demonstrate 
that frequencies of T-cells recognizing different HIV epitopes vary considerably across the population (F-statistic = 2007, 
p < 10–100, ANOVA). Although the frequency of T-lymphocytes recognizing a particular epitope does not change significantly 
between the individuals, it still largely depends on the presence of certain HLA alleles (p < 0.01, post-hoc Tukey’s test), 
cytomegalovirus infection (F = 61, p = 7 × 10–15, ANOVA), and age (Pearson correlation coefficient ranging from –0.53 to –0.14 
in different groups).

ОЦЕНКА ЧИСЛА ВИЧ-СПЕЦИФИЧНЫХ Т-ЛИМФОЦИТОВ У ЗДОРОВЫХ 
ДОНОРОВ ПО ДАННЫМ ВЫСОКОПРОИЗВОДИТЕЛЬНОГО 
СЕКВЕНИРОВАНИЯ РЕПЕРТУАРОВ Т-КЛЕТОЧНЫХ РЕЦЕПТОРОВ 

ESTIMATING THE NUMBER OF HIV-SPECIFIC T-CELLS IN HEALTHY 
DONORS USING HIGH-THROUGHPUT SEQUENCING PROFILES 
OF T-CELL RECEPTOR REPERTOIRES 

Детальное изучение механизмов формирования иммунного ответа против вируса иммунодефицита человека (ВИЧ) 
необходимо для лучшего понимания процессов развития иммунодефицита у пациентов с ВИЧ-инфекцией, разработки 
эффективных методов ее иммунотерапии и новых вакцин против вируса. В исследовании нами были проанализирова-
ны данные ранее полученных результатов секвенирования репертуаров Т-клеточных рецепторов для большого числа 
здоровых индивидуумов (601 донор из американской популяции и 65 доноров из российской популяции) с целью 
определения частоты наивных Т-лимфоцитов, обладающих специфичностью к ВИЧ, в популяции. Мы обнаружили, 
что на уровне популяции имеет место значительная вариабельность между различным эпитопами ВИЧ в частотах 
специфичных Т-клеток (F-statistic = 2007, p < 10–100, ANOVA). Несмотря на то, что частота Т-лимфоцитов, специфичных 
к одному и тому же эпитопу, была достаточно стабильной между индивидуумами, мы обнаружили, что она значительно 
зависит от таких факторов, как наличие у человека определенных аллелей HLA (p < 0,01, пост-хок тест Тьюки), наличие 
цитомегаловирусной инфекции (F = 61, p = 7 × 10–15, ANOVA), а также возраст (коэффициент корреляции Пирсона 
в диапазоне от –0,53 до –0,14 для разных групп).
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Высокая мутабильность вируса иммунодефицита человека 
(ВИЧ) позволяет ему легко уходить от распознавания им-
мунной системой [1]. Тем не менее присутствие большого 
числа иммуногенных эпитопов ВИЧ [2] и протективных ал-
лелей HLA (human leucocyte antigen) [3], а также феномен 
элитных контроллеров [4] указывают на потенциальную 
возможность иммунотерапии ВИЧ-инфекции. Хотя раз-
работка протективной вакцины против ВИЧ до сих пор не 
увенчалась успехом, полученные данные показывают, что 

Т-клеточная терапия по своему терапевтическому потен-
циалу близка к антиретровирусной терапии [5].
В данной работе мы исходим из концепции, соглас-

но которой эффективный иммунный ответ индивида про-
тив ранее не встречавшегося патогена определяется 
наличием и количеством специфичных Т-клеток в пуле 
наивных Т-лимфоцитов [6]. Понимание того, какие эпитопы 
ВИЧ при определенном наборе аллелей HLA донора наи-
более благоприятны для распознавания вируса иммунной 
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системой, позволит в конечном итоге определить механиз-
мы иммунной протекции против ВИЧ и продвинуться в раз-
работке эффективных вакцин против него.
Способность Т-лимфоцитов распознавать чужерод-

ные антигены закодирована в генах альфа- и бета-цепей 
Т-клеточного рецептора (T-cell receptor, TCR), обладающих 
невероятным разнообразием: число уникальных после-
довательностей (вариантов) только для бета-цепи одного 
человека может превышать 109, а полное число исходно 
генерируемых тимусом вариантов TCR в человеческой по-
пуляции практически не ограничено [7]. Стремительно раз-
вивающиеся технологии массированного секвенирования 
иммунных репертуаров (RepSeq) позволяют одновременно 
считывать миллионы последовательностей TCR в выбран-
ном образце, например в пробе мононуклеарных клеток 
периферической крови [8]. Существующие методы сорти-
ровки Т-клеток, специфичных к выбранным антигенам, в 
первую очередь с использованием окрашивания Т-клеток 
MHC-мультиметрами [9], позволяют накапливать знания 
об антиген-специфичных TCR. Это открывает возможно-

сти для применения RepSeq с целью функционального 
анализа индивидуальных репертуаров TCR. Так, постоянно 
пополняемая база данных последовательностей TCR с из-
вестной специфичностью (VDJdb, [10]) уже сегодня может 
быть использована для in silico аннотации и оценки числа 
эпитоп-специфичных Т-клеток в данных RepSeq.
Следует отметить, что практически невозможно точно 

подсчитать численность антиген-специфичных Т-клеток 
среди наивных Т-лимфоцитов стандартными методами, 
такими как проточная цитометрия: ввиду малого разме-
ра популяции (зачастую — менее 1 % [11]), специфичной 
к одному эпитопу, требуется обогащение, которое может 
потенциально исказить результаты [12]. В то же время тех-
нология RepSeq позволяет уверенно фиксировать Т-клет-
ки с частотой порядка 0,001 % [13].
Имея в распоряжении большие данные, содержащие 

последовательности TCR 65 доноров из российской и 
601 донора из американской популяций, а также набор из 
1 688 TCR, для которых показано распознавание эпито-
пов ВИЧ (см. раздел «Материалы и методы»), мы можем 

Рис. 1. Сравнение средней представленности Т-клеточных рецепторов (T-cell receptors, TCR), специфичных к определенным эпитопам ВИЧ, для Т-клеточных 
репертуаров из работ Emerson и соавт. [14] и Britanova и соавт. [15]. По оси X отложено распределение среднего размера клонотипа специфичной Т-клетки 
(фракции от всех прочтений бета-цепи TCR) в образцах из работ [14] (n = 65) и [15] (n = 601). По оси Y отложены эпитопы, для которых известны последова-
тельности специфичных TCR (по данным VDJdb); формат записи — «аллель HLA : последовательность эпитопа» 

Средняя доля прочтений на ВИЧ-специфичный TCR

Исследование Britanova и соавт. Emerson и соавт.
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изучить частоту ВИЧ-специфичных Т-клеток в популяции. 
В данной работе мы используем обозначенные данные для 
проверки следующих гипотез:

1) эпитопы ВИЧ значительно различаются по частоте 
специфичных Т-клеток в репертуарах TCR здоровых доно-
ров;

2) наличие у донора цитомегаловирусной (cytomegalovirus,
CMV) инфекции влияет на количество ВИЧ-специфичных 
Т-клеток;

3) число ВИЧ-специфичных Т-клеток зависит от присут-
ствия у донора определенных аллелей HLA;

4) число ВИЧ-специфичных Т-клеток зависит от возраста 
и пола донора.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали данные секвенирования бета-це-
пи TCR из работ Emerson и соавт. [14] и Britanova и соавт. 
[15]. Из работы Emerson и соавт. взяли только репертуары 
TCR доноров, для которых был определен гаплотип HLA 
и был известен CMV-статус — всего 601 образец. Из дан-
ных Britanova и соавт. исключили образцы пуповинной кро-
ви, в рассмотрение были взяты 65 образцов от взрослых 
здоровых доноров. Предобработку и картирование после-
довательностей TCR для данных из [15] провели с помо-

щью инструментов MIGEC [16] и MiTCR [17]. Для данных 
из [14] провели дополнительное картирование, уточнение 
V- и J-генов, а также выполнили коррекцию ошибок секве-
нирования в последовательностях TCR с использованием 
инструмента MiXCR [18]. Данные были очищены от нефунк-
циональных, содержащих стоп-кодон или сдвиг рамки счи-
тывания, последовательностей с использованием инстру-
мента VDJtools [19].
Аннотация данных, т. е. предсказание TCR, специфич-

ных к ВИЧ, проводилась с использованием инструмента 
VDJtools/VDJdb-standalone [10]. Из VDJdb выбрали TCR, 
специфичные к эпитопам ВИЧ, причем рассматривали 
только те эпитопы, которые представлены в базе данных 
более чем 10 вариантами TCR. TCR из данных RepSeq 
считали специфичным к определенному эпитопу ВИЧ, 
если аминокислотная последовательность его гипервари-
абельного региона CDR3 отличалась не более чем на одну 
замену от соответствующего варианта TCR в базе данных 
VDJdb. Подобный метод позволяет значительно увеличить 
число аннотированных TCR при небольшой доле ошибоч-
ных аннотаций, как показано в [10].
Статистический анализ результатов проводили с ис-

пользованием языка программирования R. В работе при-
менили статистические тесты ANOVA, пост-хок тест Тьюки, 
а также корреляционный анализ. В разделе «Результаты 
исследования» для каждого теста приведены значения 

Рис. 2. Представленность ВИЧ-специфичных TCR в образцах от доноров с известным статусом по цитомегаловирусу. Результаты сравнительного анализа 
между CMV-положительными (+) и CMV-отрицательными донорами (–) приведены отдельно для каждого эпитопа. По оси X отложен десятичный логарифм 
среднего размера клонотипа специфичной Т-клетки (фракция от всех прочтений бета-цепи TCR). Данные винсоризованы для лучшей визуализации: пока-
заны только образцы со значениями, лежащими между 5 % и 95 % процентилями распределения

Средняя доля прочтений на ВИЧ-специфичный TCR (log10)
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тестовой статистики (F-статистики для ANOVA и коэффи-
циента корреляции Спирмена R) и статистической значи-
мости (p-value).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Оценки частот TCR, специфичных к различным эпитопам, 
полученные методом проточной цитометрии, убедительно 
показывают, что доля специфичных Т-клеток в наивном 
(интактном) репертуаре сильно варьирует и может раз-
личаться на 1–2 порядка между эпитопами, при этом она 
достаточно стабильна между различными донорами [12]. 
Наши результаты для данных высокопроизводительного 
секвенирования TCR (рис. 1) подтверждают эти наблюде-
ния: мы видим сильную зависимость частоты специфич-
ных TCR от эпитопа (F = 2007, p < 10–100, ANOVA), что, одна-
ко, не связано с презентирующим аллелем HLA (F = 0,03, 
p = 0,86, ANOVA). При этом для данных из работ Emerson и 
соавт. и Britanova и соавт. наблюдается сильный сдвиг меж-
ду оценками частот специфичных TCR (F = 1690, p < 10–100, 
в среднем частота выше для данных Emerson и соавт.), что 
может быть объяснено различиями в методике получения 
и структуре библиотек TCR. Так, в работе Emerson и со-

авт. использовали ДНК доноров и мультиплексную ПЦР, 
в то время как Britanova и соавт. использовали РНК, метод 
5’RACE и молекулярное баркодирование [20]. Не вдаваясь 
в детальное описание различий приведенных выше мето-
дов, следует отметить, что молекулярное баркодирование 
позволяет значительно улучшить точность определения 
количества определенного TCR в образце [15].
Структура исследования Emerson и соавт. включала 

разделение доноров на две когорты по серологическому 
статусу — наличию или отсутствию цитомегаловирусной 
инфекции. Воспользовавшись этим, мы оценили влияние 
CMV-инфекции на частоту ВИЧ-специфичных TCR в ре-
пертуарах доноров. Как видно из рис. 2, частота ВИЧ-спец-
ифичных TCR выше для CMV-отрицательных доноров не-
зависимо от эпитопа ВИЧ, и отмеченное различие имеет 
высокий уровень статистической значимости (F = 495, 
p < 10–100, ANOVA). Следует отметить, что вариант анализа, 
при котором не учитывается разница в частоте ВИЧ-специ-
фичных TCR между эпитопами, т. е. сравнение проводится 
для всех TCR без группировки по эпитопу, дает результат 
с намного меньшим уровнем статистической значимости 
(F = 61, p = 7 × 10–15, ANOVA).
Наличие информации о HLA-гаплотипе доноров в ра-

боте Emerson и соавт. позволило оценить число ВИЧ-спе-
цифичных TCR, учитывая совпадение аллелей HLA, спо-
собных представлять распознаваемый эпитоп ВИЧ, и ал-
лелей HLA донора. Как видно из рис. 3, наибольшая доля 
ВИЧ-специфичных TCR наблюдается для аллелей HLA 
B27, B57 и B51, считающихся протективными [3]. Для этих 
3 аллелей характерно статистически значимое увеличение 
числа ВИЧ-специфичных TCR по сравнению с 5 осталь-
ными (p < 0,01, пост-хок тест Тьюки), кроме различий 
между B51 и B08. Следует отметить, что достаточно ма-
лое количество анализируемых аллелей HLA обусловлено 
отсутствием для других аллелей известных эпитопов ВИЧ 
в базе VDJdb.
Возрастные изменения в структуре Т-клеточного ре-

пертуара были описаны в ряде ранее опубликованных 
работ [21], результаты которых можно свести к наблюда-
емому падению разнообразия репертуара из-за клональ-
ных экспансий, вызванных хроническими инфекциями. 
Подобное падение разнообразия приводит к уменьшению 
числа Т-клеток, специфичных к ранее не встречавшимся 
патогенам, что также наблюдается для ВИЧ-специфичных 
Т-клеток (рис. 4): R = –0,35 (p = 0,003, здесь и далее — коэ-
ффициент корреляции Спирмена) для данных из работы 
Britanova и соавт. и R = –0,20 (p = 0,001) для CMV-отрица-
тельных доноров из работы Emerson и соавт. В то же вре-
мя для CMV-положительных доноров наблюдается менее 
выраженное падение числа ВИЧ-специфичных Т-клеток 
(R = –0,14, p = 0,03). Крупные клональные экспансии (> 5 % 
прочтений TCR), наблюдаемые у CMV+-доноров из работы 
Emerson и соавт., могут быть объяснены кросс-реактив-
ностью ВИЧ-специфичных клонотипов к эпитопам CMV. 
Данные Britanova и соавт. показывают падение числа спец-
ифичных Т-клеток для мужчин (R = –0,53, p = 0,002), но не 
для женщин (p = 0,22), в основном обусловленное наличи-
ем среди них долгожительниц (возраст 80–100 лет), обла-
дающих специфическими свойствами репертуара [15].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Как показывают наши результаты, медианная частота 
ВИЧ-специфичных Т-клеток в популяции здоровых доно-
ров может различаться на 1–2 порядка в зависимости от 

Рис. 3. Суммарная частота TCR, специфичных к эпитопам ВИЧ, которые 
могут быть представлены набором аллелей HLA донора (по данным Emerson 
и соавт.). По оси X отложен средний (по группам доноров, имеющих данный 
аллель HLA) процент от общего числа прочтений для последовательностей 
TCR, специфичных к эпитопам ВИЧ, представленных определенной ал-
лелью HLA. Для каждого из значений также отображено стандартное от-
клонение. Список аллелей получен пересечением аллелей в базе VDJdb и 
аннотаций данных Emerson и соавт., аллель HLA-B*42 исключен, т. к. пред-
ставлен только одним образцом, остальные аллели присутствуют у более 
чем 35 доноров из 601. Протективные аллели и аллели, связанные с пред-
расположенностью к ВИЧ-инфекции, взяты из обзора Goulder и Walker [3]

Доля TCR, специфичных к эпитопам ВИЧ,
представляемых данной аллелью HLA

Тип ассоциации
с ВИЧ-инфекцией
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Рис. 4. Изменение суммарной частоты ВИЧ-специфичных TCR у доноров разного пола в зависимости от возраста. Данные из исследования Emerson и 
соавт. распределены по группам в соответствии с CMV-статусом доноров. На графике также приведены результаты линейного моделирования зависимости 
частоты ВИЧ-специфичных TCR от возраста для мужчин и женщин

рассматриваемых эпитопов ВИЧ, что хорошо согласуется 
с оценками, ранее полученными другими методами [11, 12, 
22]. При этом частота Т-клеток, специфичных к определен-
ному эпитопу, отличается для разных доноров в значитель-
но меньшей степени.
Следует отметить, что одним из основных факторов, 

определяющих частоту той или иной последовательности 
TCR в популяции, является вероятность сборки данной 
последовательности в ходе V(D)J-рекомбинации [7]. Этот 
процесс хорошо описывается существующими статисти-
ческими моделями [23], которые показывают, что пара-
метры данного процесса достаточно стабильны между 
индивидами, и это согласуется с нашими результатами. 
Эти наблюдения говорят в пользу того, что оценка частоты 
ВИЧ-специфичных Т-клеток, полученная in silico, является 
важной и надежной характеристикой потенциала иммун-
ного ответа против определенных эпитопов на популяци-
онном уровне.
Таким образом, наши результаты предполагают, что 

для разработки эффективной стратегии вакцинации сле-
дует учитывать как пул эпитопов, которые могут быть 
представлены в контексте аллелей HLA конкретного ин-
дивида, так и наличие в иммунной системе достаточного 
числа наивных Т-клеток, распознающих эти эпитопы.
При анализе частот Т-клеток, способных распознавать 

эпитопы ВИЧ в контексте известных HLA донора, нами 
были обнаружены значительные различия по ним для раз-
ных HLA. При этом обнаруженные нами аллели HLA с наи-
большей частотой ВИЧ-специфичных TCR соответствуют 
перечню протективных аллелей, приведенному в [23].

Кроме того, нами было обнаружено значительное сни-
жение частоты ВИЧ-специфичных Т-клеток с возрастом 
и у доноров с CMV-инфекцией. Эти результаты согласу-
ются с более общими наблюдениями уменьшения разно-
образия Т-клеточного репертуара, вызванного старением 
и хроническими инфекциями, такими как CMV [24–26]. 
Следует отметить, что сравнение групп разного пола 
дает противоречивые результаты между исследованиями 
Emerson и соавт. и Britanova и соавт., обусловленное на-
личием когорты женщин-долгожителей во второй работе.

ВЫВОДЫ

Наше исследование показывает, что технология секвени-
рования иммунных репертуаров и соответствующий био-
информатический анализ позволяют детально изучить 
антиген-специфичные Т-клетки в репертуарах. Исполь-
зование технологии RepSeq позволяет оценить частоту 
ВИЧ-специфичных Т-клеток в репертуарах здоровых доно-
ров и определить факторы, которые влияют на этот пока-
затель. С ростом базы данных аннотированных последова-
тельностей TCR VDJdb данное исследование может быть 
дополнено результатами для новых эпитопов ВИЧ и алле-
лей HLA. В будущем изучение репертуаров TCR ВИЧ-ин-
фицированных доноров с различными аллелями HLA, в 
том числе доноров-контроллеров, позволит определить, 
какие из ВИЧ-специфичных TCR, наблюдаемых в репер-
туаре наивных Т-лимфоцитов, имеют повышенную частоту 
и ассоциированы с контролем ВИЧ-инфекции.  
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КЛИНИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ БОЛЕВЫХ СИМПТОМОВ ПРИ 
ПРЕДМЕНСТРУАЛЬНОМ СИНДРОМЕ 

CLINICAL CHARACTERISTICS OF PREMENSTRUAL PAINS

Предменструальный синдром (ПМС) — патология, которая может значительно ухудшать качество жизни женщины, 
влияя на ее физическое и эмоциональное состояние. Целью исследования являлось определение особенностей бо-
левых проявлений при ПМС у женщин репродуктивного возраста (18–45 лет). В основную группу включили 136 жен-
щин с ПМС средней/тяжелой степени, в контрольную — 136 здоровых женщин с единичными предменструальными 
симптомами. Для оценки болевых проявлений использовали Менструальный дистресс-опросник Рудольфа Муса, 
менструальный дневник (в течение 3 последовательных циклов) и визуальную аналоговую шкалу (позволяет оценить 
интенсивность болей). Средняя общая оценка по дистресс-опроснику в основной группе составила 47,14 ± 3,67 
балла (ПМС средней тяжести), а в контрольной — 10,28 ± 1,94 балла (ПМС легкой степени) (p < 0,05). Среди болевых 
предменструальных симптомов встречались: головные боли — в 66,17 % случаев в основной группе и в 22,79 % слу-
чаев в контрольной группе (p ˂ 0,001); тяжесть/боль в молочных железах — в 83,08 % и 49,26 % случаев (p ˂ 0,001);
тазовые боли — в 70,58 % и 35,29 % случаев (p ˂ 0,001); вздутие/боли в животе — в 64,7 % и 25,73 % случаев 
(p ˂  0,001); боли в мышцах и суставах — в 51,47 % и 21,32 % случаев соответственно (p ˂  0,001). В среднем в основной 
группе у пациенток отмечали 5,62 ± 0,92 предменструальных симптома, из них 2,47 ± 0,68 были болевыми выражен-
ной интенсивности, определяя степень тяжести ПМС. Полученные результаты указывают на то, что симмптомы ПМС 
следует подтверждать проспективными ежедневными оценками в течение не менее 2 последовательных циклов, т. к. 
ретроспективный анамнез не является достаточно надежным.

Premenstrual syndrome (PMS) profoundly affects a woman’s quality of life, causing physical and emotional distress. This study 
aimed to describe premenstrual pains in reproductive-age women (18–45 years). The main group included 136 women with 
moderate and severe PMS; the control group consisted of 136 healthy females with only sporadic premenstrual symptoms. 
We encouraged the participants to rate their symptoms using the menstrual distress questionnaire by Rudolf H. Moos and to 
keep a symptom diary over the course of 3 menstrual cycles. We also used the visual analogue scale, which allows estimating 
pain intensity. In the main groups the participants scored an average of 47.14 ± 3.67 total points on the distress questionnaire 
(moderate PMS), whereas the controls scored 10.28 ± 1.94 points (mild PMS) (p < 0.05). Among the most typical premenstrual 
symptoms observed in the main group and the controls were: headaches (66.17 % vs. 22.79 %, respectively; p < 0.001); 
breast tenderness/pain (83.08 % vs. 49.26 %, respectively; p < 0.001); pelvic pain (70.58 % vs. 35.29 %, respectively; 
p < 0.001); bloatedness/stomach ache (64.7 % vs. 25.73 %, respectively; p < 0.001), and muscle/joint pain (51.47 % vs. 
21.32 %, respectively; p < 0.001). The average number of premenstrual symptoms observed in the main group was 5.62 ± 0.92, 
of which 2.47 ± 0.68 represented intense pains determining PMS severity. The results of our study suggest that premenstrual 
symptoms should be monitored prospectively over at least 2 consecutive menstrual cycles using a diary, because retrospective 
data are unreliable.

Ключевые слова: менструация, предменструальный синдром, предменструальный симптом, боль, болевой симптом, 
менструальный дистресс-опросник, менструальный дневник
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Предменструальный синдром (ПМС) — это патология, 
связанная с менструальным циклом, оказывающая от-
рицательное влияние на физическое и эмоциональное 
состояние женщин репродуктивного возраста и характе-
ризующаяся разнообразием соматических и психоэмоци-
ональных симптомов, которые возникают во время лютеи-
новой фазы менструального цикла и заканчиваются после 
начала менструации [1].
По данным отечественных авторов, определяются че-

тыре формы ПМС: нейропсихическая, цефалгическая, 
отечная и кризовая. Нейропсихическая форма проявляет-
ся раздражительностью, депрессией, слабостью, агрес-
сией; отечная форма — тяжестью и болью в молочных 
железах, отеками верхних и нижних конечностей, лица, 
метеоризмом, болью в животе, потливостью; цефалгичес-
кая форма характеризуется выраженной головной бо-
лью, тошнотой, рвотой, депрессией, болью в груди, пот-
ливостью; кризовая форма проявляется симпатическими 
кризами (гипертония, боль в груди, тахикардия): приступы 
начинаются вечером или ночью, могут быть вызваны 
стрессом, переутомлением. Помимо этого есть атипичные 
формы ПМС: вегетативно-яичниковая кардиомиопатия, 
гипертермия, офтальмоплегия, циклические аллергичес-
кие реакции [2].
Одной из широко распространенных в Европе клас-

сификаций является классификация, предложенная Ко-
ролевским колледжем акушеров и гинекологов (Велико-
британия). Согласно ей, ПМС является совокупностью 
нейропсихических и соматических симптомов, на основе 
доминации некоторых из которых различают нейропсихи-
ческую, соматическую и смешанную формы предменстру-
ального синдрома [3].
Многие исследователи считают, что болевой синдром 

обязательно присутствует при различных формах ПМС, 
при этом боль имеет как клиническое, так и социальное 
значение: болевые симптомы определяют тяжесть син-
дрома, психоэмоциональное и общее состояние женщи-
ны, влияя на ее поведение в семье и трудовом коллективе, 
снижая ее работоспособность [4]. Среди болевых пред-
менструальных симптомов наиболее распространенными 
являются: головная боль (мигрень) — 50–86 % случаев, 
масталгия — 85–96 %, тазовые боли и боли в животе — 
63–80 %, боли в суставах и в области сердца — 15–17 % [5].
Помимо клинических форм ПМС различают 3 степени 

тяжести синдрома: легкую, среднюю/тяжелую. При легкой 
степени ПМС отмечаются 1–4 симптома незначительной 
интенсивности, не требующие назначение лечения, а при 
средней/тяжелой — несколько болевых симптомов, со-
провождающихся вегетативными и аффективными симп-
томами (5–12 симптомов), достаточно выраженными, зна-
чительно ухудшающими состояние женщины и требующи-
ми назначения лечения [6].
Цель исследования — определение клинических осо-

бенностей болевых проявлений при ПМС у женщин репро-
дуктивного возраста.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

Исследование провели в 2010–2013 гг. В нем приняли 
участие 272 женщины: 136 женщин с ПМС средней/тяже-
лой степени (основная группа) и 136 женщин с единичны-
ми предменструальным симптомами (контрольная группа). 
В исследование были включены женщины репродуктив-
ного возраста (18–45 лет) с регулярным менструальным 

циклом (25–35 дней, 3–7 дней менструации), которые не 
используют комбинированные оральные контрацептивы, 
не беременны и не кормят, не страдают органическими па-
тологиями со стороны репродуктивной и нервной систем, 
а также психическими заболеваниями.
Диагноз «предменструальный синдром» был поставлен 

на основании принятых в международном врачебном со-
обществе диагностических критериев [3, 6, 7]. Для оценки 
клинических характеристик болевых симптомов и меди-
ко-социальных особенностей участниц исследования были 
использованы медицинские амбулаторные карты, индиви-
дуальные анкеты (возраст, социальный статус, анамнез, 
характер менструальной функции и показатели репродук-
тивной функции) и специальные опросники.
Исследователями широко применяется Менструаль-

ный дистресс-опросник Рудольфа Муса (Menstrual Distress 
Questionnaire, МDQ, R. Moos) [8], состоящий из 8 компонен-
тов, которые объединяют 47 симптомов. Симптомы, пере-
численные в данном опроснике, раскрывают клиническую 
картину и позволяют определить доминирующие пред-
менструальные симптомы (вегетативные, эндокринные и 
эмоциональные). Опросник был заполнен участницами в 
лютеиновой фазе цикла при максимальном проявлении 
симптомов.
Менструальный дневник участницы вели в течение 

3 последовательных менструальных циклов, на основании 
записе оценивали клинический характер и время появле-
ния симптомов.
Интенсивность болевых симптомов оценивали по ви-

зуальной аналоговой шкале (ВАШ) [9]: 0 баллов — отсут-
ствие боли, 1–3 — боль легкой степени, 4–6 — боль уме-
ренной степени, 7–9 — боль выраженной интенсивности, 
10 баллов — очень сильная боль.
Клиническое обследование включало общее и гинеко-

логическое обследование и ультразвуковое исследование 
органов малого таза и молочных желез. Дополнительно 
провели онкоцитологическое исследование шейки матки 
и микроскопическое исследование отделяемого влагали-
ща. Вышеупомянутые исследования были выполнены для 
определения состояния органов репродуктивной систе-
мы и выявления органической патологии репродуктивной 
системы, которая могла бы провоцировать развитие или 
ухудшение предменструальных симптомов.
Статистическую обработку результатов выполнили с 

использованием программного обеспечения Statistica 7.0 
(StatSoft, США). Для изучаемых показателей были рас-
считаны средние значения. Достоверность различий по 
группам определеяли с помощью t-критерия Стьюдента 
(p < 0,05)
Исследование было одобрено Комитетом по этике ис-

следований Государственного университета медицины и 
фармации имени Н. Тестемицану (30.03.2009). Все участ-
ницы исследования дали добровольное информированное 
согласие на участие в исследовании. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Пациентки в группах исследования были сопоставимы по 
возрасту, физическим данным, параметрам менструально-
го цикла.
При проведении онкоцитологического исследования 

шейки матки, микроскопии влагалищного содержимого 
и ультразвукового исследования органов малого таза и 
молочных желез у участниц исследования не выявили 
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Таблица 1. Показатели Менструального дистресс-опросника Рудольфа Мосса (MDQ)

патологий, которые могли бы вызывать развитие или уси-
ление предменструальных симптомов.
Проанализировав данные анамнеза пациенток, уча-

ствовавших в исследовании, мы выявили у них ряд гине-
кологических заболеваний, частота которых не отличалась 
статистически значимо между группами исследованиями 
(р > 0,05). Воспалительные заболевания органов мало-
го таза (воспалительные процессы, пролеченные ранее) 
встречались в 36,02 ± 4,11 % случаев в основной груп-
пе и 27,94 ± 3,84 % случаев — в контрольной. Кисты 
яичников, выявленные ранее и пролеченные консер-
вативно или оперативно, в 5,14 ± 1,89 и 8,08 ± 2,33 % 
случаев соответственно, миома матки — в 6,61 ± 2,13 и 
4,41 ± 1,76 % случаев. Гинекологические операции (цистэк-
томии, внематочная беременность, консервативная ми-
омэктомия) когда-либо были выполнены 7,35 ± 2,23 и 
5,88 ± 2,01 % пациентов в основной и контрольной груп-
пах соответственно. Частота нарушений менструального 
цикла (меноррагия, олигоменорея) не превысила 5 % в 
обеих группах.
Анализ результатов, полученных с помощью Менстру-

ального дистресс-опросника Рудольфа Мосса, показал, 
что у пациенток в основной группе значения показате-
лей по всем компонентам опросника, кроме компонента 
«Волнение и возбудимость», были достоверно выше, чем 
у женщин в контрольной группе (табл. 1). Средняя об-
щая оценка по опроснику в основной группе составила 
47,14 ± 3,67 балла, что соответствует критерию ПМС 
средней тяжести (22–51 баллов), а в контрольной груп-
пе — 10,28 ± 1,94 балла, что соответствует критерию ПМС 
легкой степени (4–21 балла).
Среди болевых предменструальных симптомов встре-

чались: головные боли — в 66,17 % случаев в основ-
ной группе и в 22,79 % случаев в контрольной группе 
(p ˂ 0,001); тяжесть/боль в молочных железах — в 83,08 % 

и 49,26 % случаев (p ˂ 0,001); тазовые боли — в 70,58 % 
и 35,29 % случаев (p ˂ 0,001); вздутие/боли в животе — в 
64,7 % и 25,73 % случаев (p ˂ 0,001); боли в мышцах и 
суставах — в 51,47 % и 21,32 % случаев соответственно 
(p ˂ 0,001) (рис. 1).
Важно отметить, что вышеперечисленные болевые 

предменструальные симптомы встречаются в комплексе 
с эмоциональными и вегетативными симптомами. В конт-
рольной группе отмечались единичные незначительные по 
интенсивности проявления симптомы. В основной группе 
у пациенток отмечали в среднем 5,62 ± 0,92 предменстру-
альных симптома различной интенсивности, среди кото-
рых 2,47 ± 0,68 были болевыми выраженной интенсивно-
сти, поэтому оказывали отрицательное влияние на общее 
состояние и поведение женщин (межличностные отноше-
ния и трудоспособность) (табл. 2).
Длительность клинического проявления симптомов 

составила 7,14 ± 1,0 дней в месяц у пациенток основ-
ной группы (5–7 дней — 61,03 %, ˃ 7 дней — 38,97 %) и 
2,3 ± 1,28 дня в месяц у женщин в контрольной группе (1–4 
дня — 88,24 %, отсутствие предменструальных симпто-
мов — 10,29 %) (p ˂ 0,01) (рис. 2).
Болевые симптомы оценивались в комплексе, включая 

частоту, длительность клинических проявлений, интенсив-
ность болевых ощущений. Ниже представлены данные о 
клинических особенностях болевых предменструальных 
симптомов у пациенток, участвовавших в исследовании 
(табл. 3).
Головная боль относится к симптомам, определяющим 

тяжесть ПМС, является причиной снижения трудоспособ-
ности и ухудшает качество жизни женщины. У участниц ис-
следования в основной группе продолжительность и интен-
сивность головных болей по шкале ВАШ была достовер-
но выше, чем в контрольной группе (р < 0,01) (табл. 3). 
При этом у 36,03 % (n = 49) из них приступы головной 

Показатель опросника Основная группа (n = 136) Контрольная группа (n = 136) p-value

Болевые проявления, баллы 8,66  ±  1,43 2,12 ± 1,08 < 0,001

Расстройства внимания, баллы 6,25 ± 1,17 1,03 ± 0,65 < 0,001 

Расстройства поведения, баллы 5,6 ± 1,32 0,78 ± 0,47 < 0,001

Вегетативные реакции, баллы 4,39 ± 1,47 0,83 ± 0,48 < 0,05

Задержка жидкости, баллы 4,14 ± 1,11 0,96 ± 0,48 < 0,01

Аффективные реакции, баллы 9,11 ± 1,71 1,59 ± 1,03 < 0,001

Волнение и возбудимость, баллы 3,87 ± 1,13 2,22 ± 0,98 > 0,05

Способность контроля, баллы 6,08 ± 1,64 1,0 ± 0,64 < 0,01

Итого, баллы 47,14 ± 3,67 10,28 ± 1,94 < 0,001

Рис. 1. Частота болевых предменструальных симптомов у участниц исследования, %
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Рис. 2. Длительность клинического проявления предменструальных симптомов, дней в месяц

боли характеризовались односторонней локализацией, у 
41,11 % (n = 37) — пульсирующим типом боли; у 31,11 % 
(n = 28) пациенток головные боли сопровождались тош-
нотой/рвотой, 14,44 % (n = 13) — слезотечением, 54,44 % 
(n = 49) — фоно- и фотофобией, 31,11 % (n = 28) — бес-
покойством, 37,78 % (n = 34) — сонливостью, 38,89 % 
(n = 35) — трудностями с концентрацией внимания, 
32,22 % (n = 29) — ухудшением состояния при физичес-
кой нагрузке, 42,22 % (n = 38) — снижением работоспо-
собности. Головные боли не носили мигренозный характер 
и не соответствовали критериям приступа мигренозной 
ауры [10].
Тяжесть и боль в молочных железах отмечалась в ос-

новной группе в 83,08 ± 3,21 % случаев (n = 113). Их про-
должительность и интенсивность проявления по шкале 
ВАШ была достоверно выше, чем в контрольной группе 
(р < 0,01). Тазовая боль отмечалась в основной группе в 
70,58 ± 3,9 % случаев (n = 96). Длительность и интенсив-
ность болей были достоверно выше, чем в контрольной 
группе (р < 0,01). Тазовая боль также часто сопровожда-
лась висцеральными болями, но их продолжительность и 
степень были значительно меньше. Кроме того, отмеча-
лись боли в мышцах и суставах, которые чаще всего при-
сутствовали в комплексе с другими болевыми симптомами 
(табл. 3). 
Пациентки в основной группе отмечали отрицательное 

влияние болевых предменструальных симптомов на эмо-

циональное и общее состояние и качество жизни. В конт-
рольной группе отмечались единичные симптомы слабой 
интенсивности, не оказывавшие отрицательного влияния 
на эмоциональное и общее состояние женщин.
При оценке компонентов болевого синдрома с помо-

щью ВАШ был составлен «профиль боли» (рис. 3), который 
включал наиболее часто встречающиеся болевые пред-
менструальные симптомы и эмоциональную составляю-
щую. Болевые симптомы не превышали уровня умеренной 
интенсивности.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В связи с многообразием клинических проявлений и пре-
обладанием определенных симптомов очень часто паци-
ентки с ПМС обращаются за медицинской помощью к 
различным специалистам (терапевту, неврологу, эндокри-
нологу), и назначенное лечение оказываается недостаточ-
но эффективным. Поскольку ПМС является гормональ-
но зависимым состоянием, ведение пациенток должно 
осуществляться врачом-гинекологом. При ПМС тяжелой 
степени приветствуется совместное консультативное ве-
дение, в которое вовлечены врачи различных специально-
стей в зависимости от доминантных симптомов (гинеколог, 
эндокринолог, невролог, терапевт и др.) [11, 12]. Наше ис-
следование было направлено на изучение особенностей 

Показатель опросника Основная группа (n = 136) Контрольная группа (n = 136) p-value

Головная боль (мигрень)
длительность, дней в месяц 
интенсивность, по шкале ВАШ

5,95  ±  1,36
6,0  ±  1,2

2,05  ±  0,36
2,1  ±  0,31

< 0,01
< 0,01

Тяжесть и боль в молочных железах
длительность, дней в месяц
интенсивность, по шкале ВАШ

7,77  ±  1,22
5,03  ±  1,03

3,25 ± 0,97
1,96 ± 0,48

< 0,01
< 0,01

Тазовая боль
длительность, дней в месяц
интенсивность, по шкале ВАШ

4,67 ± 0,94
4,87 ± 0,65

1,98 ± 0,56
1,86 ± 0,67

< 0,05
< 0,001

Боли в животе
длительность, дней в месяц
интенсивность, по шкале ВАШ

3,91 ± 0,98
3,19 ± 0,58

1,17 ± 0,17
1,28 ± 0,21

< 0,01
< 0,01

Боли в мышцах и суставах 
длительность, дней в месяц
интенсивность, по шкале ВАШ

4,38 ± 0,93
3,73 ± 0,65

1,34 ± 0,37
1,48 ± 0,45

< 0,01
< 0,01

Таблица 3. Характеристика болевых проявлений

Основная группа

Контрольная группа

0 дней 1–4 дня

61,03 %

10,29 %

38,97 %

88,24 % 1,47 %

5–7 дней > 7 дней

Показатель Основная группа (n = 136) Контрольная группа (n = 136) p-value

Количество циклических симптомов 5,62  ±  0,92 2,43  ±  1,15 ˂ 0,05

Количество болевых циклических симптомов 2,55  ±  0,67 0,9  ±  0,49 ˂ 0,05

Таблица 2. Предменструальные симптомы
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болевых предменструальных проявлений c целью улуч-
шения диагностики данного состояния и оптимизации 
ведения пациенток с ПМС. Полученные результаты под-
тверждают предположение о том, что болевой синдром 
сопровождается психоэмоциональными и вегетососу-
дистыми расстройствами и является одним из основных 
факторов, определяющих тяжесть клинических проявле-
ний ПМС.
При оценке состояния женщин с ПМС симптомы сле-

дует регистрировать проспективно, в течение 2–3 после-
дующих циклов с использованием дневника симптомов. 
Опросники и дневники, использованные в данном ис-
следовании, позволили выявить ключевые особенности 
предменструальных симптомов, в том числе цикличность 
проявления исключительно в предменструальном перио-
де, а также выявить доминирующие симптомы и оценить 
степень их тяжести.
Результаты проведенного исследования в определен-

ной степени объединяют мнения различных авторов от-
носительно клинических проявлений ПМС. По данным М. 
Н. Кузнецовой, почти все формы ПМС — цефалгическая, 
отечная, кризовая — характеризуются одним или несколь-
кими болевыми симптомами [2]. С другой стороны, в со-
ответствии с классификацией Королевского колледжа 
акушеров и гинекологов, ПМС проявляется нейропсихи-
ческими, соматическими и смешанными симптомами [3], 
при этом соматический комплекс симптомов ПМС вклю-

чает нейровегетативные и эндокринно-метаболические 
проявления, среди которых боль различной локализации 
является одним из важнейших симптомов. Эту классифи-
кацию можно рассматривать как более удобную для ис-
пользования в клинической практике, т. к. методы лече-
ния ПМС при преобладании нейропсихических симптомов 
кардинально отличаются от методов для ведения пациен-
ток с преобладанием соматических проявлений.

ВЫВОДЫ 

В целом предменструальные симптомы проявлялись в 
виде комплекса эмоциональных и соматических симпто-
мов (в среднем — 5,62 ± 0,92 циклических симптома). 
Чаще всего они были представлены болями различной ло-
кализации (2,47 ± 0,68 симптома от их общего количества). 
Продолжительность и интенсивность болей у участниц ис-
следования соответствовала средней степени по визуаль-
ной аналоговой шкале. Болевые симптомы являлись доми-
нантными и определяли степень тяжести ПМС, оказывая 
отрицательное влияние на общее состояние женщин.
Результаты исследования позволяют заключить, что 

симптомы ПМС должны быть подтверждены проспектив-
ными ежедневными оценками в течение не менее 2 после-
довательных циклов, поскольку ретроспективный анамнез 
не является достаточно надежным.

Рис. 3. «Профиль боли» участниц исследования
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СОВРЕМЕННЫЕ АСПЕКТЫ МУЛЬТИМОДАЛЬНОЙ ДИАГНОСТИКИ 
ИДИОПАТИЧЕСКОЙ ЭПИРЕТИНАЛЬНОЙ МЕМБРАНЫ

MODERN ASPECTS OF MULTIMODALITY APPROACH TO THE DIAGNOSIS 
OF IDIOPATHIC EPIRETINAL MEMBRANE 

Идиопатическая эпиретинальная мембрана (иЭРМ) — наиболее распространенная патология витреоретинального 
интерфейса. Для этой патологии характерно бессимптомное течение на протяжении достаточно длительного време-
ни. «Золотым стандартом» ее диагностики является исследование с помощью спектральной оптической когерентной 
томографии (СОКТ) и офтальмобиомикроскопия. Однако к настоящему времени разработаны и другие подходы к 
выявлению патологий глазного дна, обладающие важными достоинствами: мультиспектральное исследование в режи-
ме MultiColor (оценка распространенности пролиферативного процесса), ОКТ-ангиография в режиме En Face (точная 
локализация повреждений ретинальных слоев), компьютерная микропериметрия (оценка качества зрения и влияния 
на него пролиферативного процесса). В исследовании оценивалась эффективность мультимодального подхода в 
диагностике иЭРМ. Обследовали 46 пациентов (46 глаз; средний возраст — 65,3 ± 11,2 года) с иЭРМ различных ста-
дий, артифакией и начальной катарактой. По результатам обследования у 15 пациентов установили иЭРМ стадии 0, у 
19 — стадии 1, у 12 — стадии 2. Применение мультимодального подхода позволило точнее дифференцировать ста-
дии заболевания, а в группе пациентов с иЭРМ стадии 2 также в 2 случаях — разработать карту витреоретинального 
интерфейса для выбора тактики лечения и плана малотравматичного для сетчатки хирургического вмешательства. 
Основываясь на собственном клиническом опыте и результатах исследования, мы полагаем, что мультимодальный 
подход перспективен для более широкого распространения в клинической практике офтальмологов.

Idiopathic epiretinal membrane (iERM) is the most common abnormality of the vitreoretinal interface. This condition often 
stays asymptomatic for a long time. At present, the diagnostic “gold standard” for iERM is spectral-domain optical coherence 
tomography (SDOCT) and biomicroscopy. However, other diagnostic approaches to ocular fundus pathologies have emerged 
recently, including multispectral imaging in the MultiColor mode used to estimate tissue proliferation, En Face OCT-angiography 
that can precisely locate retinal lesions, and microperimetry instrumental in assessing retinal sensitivity and the impact of 
tissue proliferation. In this work we evaluate the effectiveness of the multimodal approach to iERM diagnosis. We examined 46 
patients (46 eyes; mean age was 65.3 ± 11.2 years) with different stages of iERM, pseudophakia and incipient cataract. The 
multimodal approach allowed us to better discriminate between disease stages and to identify 15 patients with stage 0 iERM, 
19 patients with stage 1, and 12 — with stage 2. We were also able to generate a map of the vitreoretinal interface for 2 patients 
with stage 2 iERM that facilitated the choice of treatment and allowed planning a sparing surgical intervention. Based on our 
clinical experience and study findings, we conclude that the multimodality approach should be promoted in the clinical setting. 

Ключевые слова: мультимодальная диагностика, эпиретинальная мембрана, оптическая когерентная томография, 
En Facе ОКТА, микропериметрия, MultiColor

Keywords: multimodality imaging, epiretinal membrane, optical coherence tomography, OCTA En Facе, microperimetry, 
MultiColor
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Идиопатическая эпиретинальная мембрана (иЭРМ) пред-
ставляет собой тонкую полупрозрачную фиброзно-клеточ-
ную пленку в центральной зоне сетчатки глаза, способную 
к сокращению, которое приводит к искривлению поверх-
ности ретинального интерфейса [1]. Это медленно про-
грессирующая патология: чаще всего иЭРМ длительное 

время остается анатомически стабильной, характерные 
для нее симптомы не наблюдаются [2]. По данным Feng 
и соавт. [3], регресс иЭРМ отмечается в 25,7 % случаев, 
а стабилизация процесса — в 38,8 % случаев. Однако 
в работах других исследователей [4, 5] указывается, что 
почти в трети случаев иЭРМ прогрессирует, наступает 



95ВЕСТНИК РГМУ   5, 2017   VESTNIKRGMU.RU| |

ORIGINAL RESEARCH    OPHTHALMOLOGY

контрактильная фаза течения пролиферативного процес-
са на поверхности сетчатки и возможно развитие таких ос-
ложнений, как отек макулы и макулярный разрыв [6]. 
Классификацию ЭРМ еще в 1976 г. предложил Gass, 

которая впоследствии была модифицирована Klein на ос-
нове анализа цветных фотографий глазного дна [7]:

– стадия 0: мембрана полупрозрачна и не сопровож-
дается деформацией на поверхности сетчатки («целлофа-
новая макулопатия»);

– стадия 1: формирование неровного сморщивания 
внутренней поверхности сетчатки («гофрированная целло-
фановая макулопатия»);

– стадия 2: образование плотной мембраны на по-
верхности сетчатки, общее сморщивание макулы по всей 
толщине, которое может сопровождаться макулярным 
отеком, небольшими кровоизлияниями, появлением вато-
образного экссудата («макулярное сморщивание»).
Эта классификация до сих пор используется при диаг-

ностике эпиретинального фиброза.
В повседневной практике офтальмологических клиник 

для выявления патологии глазного дна, в том числе иЭРМ, 
широко применяют офтальмобиомикроскопию, ультра-
звуковое исследование (УЗИ) в В-режиме и спектральную 
оптическую когерентную томографию (СОКТ) [4]. УЗИ в 
В-режиме является наиболее распространенным неинва-
зивным методом диагностики заболеваний глазного дна, 
но его использование при данной патологии нецелесо-
образно ввиду малой информативности. Наиболее же эф-
фективным подходом является СОКТ, при котором ЭРМ 
определяется как полоса гиперрефлективности, прилежа-
щая и/или спаянная с внутренней поверхностью сетчатки. 
В отдельных случаях могут наблюдаться отдельные точеч-
ные спайки ЭРМ с поверхностью сетчатки [2]. Помимо это-
го, важным диагностическим признаком, выявляемым при 
СОКТ, является фовеолярный профиль. В начале развития 
патологии профиль обычно не изменен, но в дальнейшем 
он может деформироваться (сглаживаться) либо вовсе от-
сутствовать [8]. Неинвазивность, безболезненность и быс-
трота исследования делают этот метод комфортным для 
пациента, а простота исследования и высокие техничес-
кие характеристики — пригодным для скрининга [9]. Тем 
не менее использование методов «золотого стандарта» не 
дает полного представления о структурных изменениях 
витреоретинального интерфейса, динамике патологиче-
ского процесса — его распространении и локализации, а 
также о сопутствующих нарушениях зрительных функций. 
Появление конфокальных сканирующих систем обе-

спечило возможность более детального анализа всех 
слоев сетчатки и витреоретинального интерфейса. Ос-
новы офтальмохромоскопии [10] стали базой для возник-
новения мультиспектрального лазерного сканирования 
сетчатки (MultiColor), позволяющего прижизненно оце-
нить распространенность пролиферативного процесса 
на поверхности ретинального интерфейса. Метод подра-
зумевает суммирование 3 изображений с использованием 
монохроматических фильтров: синего (BR; 488 нм), зеле-
ного (GR; 515 нм) и инфракрасного (IR; 820 нм). При ис-
следовании в режиме MultiColor поверхность исследуемой 
мембраны и ее складчатость выявляются в желто-зеленом 
цвете, интенсивность которого зависит от приподнятости 
ЭРМ по отношению к сетчатке. Детализировать внутрен-
нюю поверхность сетчатки и витреоретинальный интер-
фейс позволяют синий и зеленый фильтры. Так удается 
выявить границы мембраны, площадь распространения 
складчатости и наличие тракционного компонента [11]. 

Мультиспектральное исследование хорошо дополняет 
СОКТ. Для повышения эффективности скрининга эти ме-
тоды могут быть скомбинированы [8].
Еще одна перспективная технология — ОКТ-ангио-

графия (ОКТА) [12], которая позволяет без внутривенного 
введения контрастных препаратов оценивать состояние 
ретинальной сосудистой сети и фронтальной поверхности 
витреомакулярного интерфейса (режим En Face) [13, 14]. 
Режим En Face ОКТА обеспечивает точную локализацию 
повреждений в определенных ретинальных слоях за счет 
их осевого расположения на сканах поперечного сечения 
СОКТ, а позволяет конвертировать изображения ОКТ в 
другие модели визуализации глазного дна, при этом сосу-
ды сетчатки служат ориентирами [12].
Технические возможности новых методов позволили 

усовершенствовать классификацию Gass для режима En 
Face [8]:

– стадия 0: на поперечном срезе при ОКТ фовеоляр-
ный профиль не изменен, центральная толщина сетчатки в 
норме, в режиме En Face на поверхности сетчатки отмеча-
ются единичные диффузные очаги фиброза;

– стадия 1: на поперечном срезе при ОКТ визуализи-
руется увеличение центральной толщины сетчатки, незна-
чительно изменяется фовеолярный профиль, в режиме En 
Face заметна «бляшка» с небольшим количеством ради-
альных складок;

– стадия 2: на поперечном срезе при ОКТ наблюдается 
увеличение центральной толщины сетчатки, фовеолярный 
профиль отсутствует, в режиме En Face визуализируется 
плотная «бляшка» с выделяющимися складками.
Особое внимание при исследовании витреоретиналь-

ного интерфейса в режиме En Face OKTA стоит обращать 
на изменения задней гиалоидной мембраны (ЗГМ) и ЭРМ 
в динамике патологического процесса. При установке фо-
куса на ЗГМ возникает «облачный», или «туманный», вид 
поверхности сетчатки. В случаях отслоения ЗГМ или ЭРМ 
локальные отслоившиеся участки отображаются как «ре-
тинальные окна», что является диагностически важным 
критерием для витреоретинального хирурга при удалении 
ЭРМ. В некоторых случаях происходят локальные отрывы 
внутренней пограничной мембраны, и тогда в режиме En 
Face визуализируются обнаженные зоны нервного слоя 
сетчатки по типу «кратеров» [8].
Для более качественной в сравнении с визометрией 

оценки изменений зрительных функций при различных 
патологиях глазного дна используется компьютерная мик-
ропериметрия — неинвазивный метод исследования, поз-
воляющий оценить световую чувствительность макуляр-
ной области, а также локализацию и устойчивость точки 
фиксации взора [15].
Анализ достоинств и недостатков существующих ме-

тодов диагностики иЭРМ указывает на то, что для полу-
чения полной картины морфофункциональных изменений 
при этой патологии следует применять мультимодальный 
подход. Целью исследования являлась оценка мульти-
модального подхода, включавшего офтальмобиомик-
роскопию, мультиспектральное исследование, микропе-
риметрию, СОКТ и En Face ОКТА,  для диагностики иЭРМ 
различных стадий.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ
       
В исследовании приняли участие 46 пациентов (46 глаз) 
с иЭРМ различных стадий. Критериями включения явля-
лись артифакия и начальная катаракта. Средний возраст 
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участников составил 65,3 ± 11,2 года (18 женщин и 27 муж-
чин). Критериями исключения являлись: зрелая катаракта, 
глаукома, диабетическая ретинопатия, дистрофические 
заболевания глазного дна различного генеза, окклюзии 
сосудов сетчатки, травмы глаза в анамнезе, хронические 
и острые воспалительные заболевания глазного яблока.
Помимо стандартного офтальмологического иссле-

дования всем пациентам выполняли СОКТ, мультиспек-
тральное исследование с использованием различных 
фильтров (режим MultiColor), микропериметрию и ОКТА 
в режиме En Face. Использовали следующую приборную 
базу: Spectralis HRА-ОСТ, модуль Spectralis OCT-2, частота 
85 000 Гц с TruTrack Active Eye Tracking (Heidelberg 
Engineering, Германия); MAIA версии 2.4.0 (CenterVue, Ита-
лия). ОКТА выполняли с применением алгоритма SSDA в 
режиме Angio Retina. Сканирование выполняли в макуляр-
ной зоне с центральной фиксацией взгляда, размер ма-
кулярного куба составил 10 х 10°, число сканов — 512, с 
дистанцией в 6 мкм (режим Macular Map). При нарушениях 
фиксации взгляда осуществляли повторное сканирование 
до получения корректных изображений без артефактов, 
вызванных движением глаз.
По данным СОКТ оценивали степень структурных нару-

шений витреоретинального интерфейса, общую толщину 
сетчатки в центральной зоне и фовеолярный профиль. На 
снимках ОКТА в режиме En Face оценивали фронтальный 
профиль витреоретинального интерфейса, включающего 
внутреннюю пограничную мембрану и ЭРМ в пределах ма-
кулярной зоны. 
Микропериметрию использовали для оценки светочув-

ствительности сетчатки центральной зоны. Исследование 
выполняли в макулярной зоне с центральной фиксацией 
взгляда в режиме Expert exam [метод 4–2] с сеткой 10° 
(37 точек). Результаты исследования накладывали на фо-
тографию глазного дна, полученную с помощью встроен-
ной фундус-камеры. В том случае, если доля контрольных 
точек, замеченных пациентом в области слепого пятна, 
превышала 30 %, тест считали недостоверным и прово-
дили повторное исследование до получения достоверных 
данных.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

По результатам мультимодального исследования, опира-
ясь на классификацию Gass и ее модифицированную вер-
сию, мы разделили пациентов на 3 группы: первую группу 
составили 15 пациентов (15 глаз) с начальными прояв-
лениями эпиретинального фиброза (стадия 0), вторую — 
19 пациентов (19 глаз) с более выраженными изменения-
ми витреомакулярного интерфейса (стадия 1), третью — 
12 пациентов (12 глаз)  с выраженными изменениями в ма-
кулярной зоне (стадия 2).
В первой группе при мультиспектральном исследо-

вании в режиме MultiColor в центральной зоне выделя-
лись очаговые слабовыраженные желто-зеленые фокусы 
от поверхности ЭРМ, ее полная  площадь и границы не 
дифференцировались, отсутствовала складчатость сет-
чатки и тракционный компонент (рис. 1). СОКТ показала, 
что фовеолярный профиль не изменен, толщина сетчатки 
центральной зоны находится в пределах нормы, в сред-
нем — 276,8 ± 24,4 нм. По результатами ОКТА в режиме 
En Face у всех пациентов отмечали единичные диффузные 
очаги фиброза на поверхности сетчатки. Средняя вели-
чина светочувствительности сетчатки в макулярной зоне 
составила 26,2 ± 1,4 дБ.

Во второй группе при мультиспектральном исследова-
нии в режиме MultiColor в центральной зоне отмечался вы-
раженный желто-зеленый рефлекс от поверхности ЭРМ, 
выявляющий ее площадь и границы, также наблюдались 
единичные складки сетчатки с невыраженной тракцией 
(рис. 2). По данным СОКТ были выявлены незначительные 
изменения фовеолярного профиля (сглаженность), увели-
чение толщины сетчатки в среднем  до 303,1 ± 42,2 нм. У 
всех пациентов при ОКТА в режиме En Face визуализиро-
вались «ретинальная звездчатость» и «бляшки» с единич-
ными радиальными складками. Средняя величина свето-
чувствительности сетчатки в макулярной зоне составила 
25,1 ± 2,4 дБ.
В третьей группе при мультиспектральном исследова-

нии в режиме MultiColor желто-зеленый рефлекс был ярко 
выражен, прослеживались четкие границы и площадь 
ЭРМ с диффузной складчатостью и выраженной тракци-
ей (рис. 3). СОКТ выявила грубые структурные изменения 
сетчатки, фовеолярный профиль отсутствовал, централь-
ная толщина сетчатки была увеличена и составила в сред-
нем 427,0 ± 85,4 нм. При ОКТА в режиме En Face у всех 
пациентов визуализировалась «диффузная ретинальная 
складчатость» в центральной зоне. Средняя величина све-
точувствительности сетчатки в макулярной зоне составила 
22,2 ± 2,2 дБ. В 2 случаях из 12 наблюдалась частичная от-
слойка ЭРМ: при ОКТА в режиме En Face визуализирова-
лись «ретинальные окна». Это позволило составить схему 
топографии витреоретинального интерфейса с учетом зон 
наибольшего отстояния ЭРМ от сетчатки. В дальнейшем 
была разработана карта витреоретинального интерфейса, 
позволяющая запланировать тактику лечения и успешно 
провести малотравматичное для сетчатчки хирургическое 
удаление ЭРМ.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В течение многих лет «золотым стандартом» диагностики 
эпиретинального фиброза являлись офтальмобиомикро-
скопия и СОКТ. Однако появление новых неинвазивных 
методов диагностики на основе конфокальной микроско-
пии предоставило офтальмологам возможность получать 
более детализированную информацию о развитии проли-
феративного процесса на различных стадиях заболевания. 
Мультиспектральное исследование в комбинации с 

СОКТ и ОКТА в режиме En Face позволяет диагностиро-
вать и оценивать изменения иЭРМ на различных стадиях 
не только в поперечном срезе, но и по площади распро-
странения. Использование режима En Face при ОКТА дает 
более глубокое представление о морфофункциональных 
изменениях витреоретинального интерфейса. Этот метод 
пока не распротранен в клинической практике, но обла-
дает значительным потенциалом для широкого внедрения 
в качестве рутинного инструмента диагностики патологий 
глазного дна. 
Вид и степень развития симптомов, которые прояв-

ляются у пациента, в большой степени зависят от толщи-
ны патологической мембраны, от степени деформации 
сетчатки, которую она вызывает, от ее локализации и от 
наличия/отсутствия макулярного отека или макулярного 
разрыва.  При отсутствии развитых осложнений острота зре-
ния может оставаться на достаточно высоком уровне, 
поэтому визометрия не позволяет полностью оценить 
динамику пролиферативного процесса. В помощь офта-
льмологу выступает микропериметрия, обеспечиваю-
щая контроль порога светочувствительности сетчатки 
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Рис. 2. Пример результатов обследования пациента с идиопатической эпиретинальной мембраной стадии 1 с применением мультимодального подхода 
к диагностике. Площадь и границы мембраны хорошо заметны, на сетчатке наблюдаются единичные складки, невыраженная тракция, визуализируются 
«ретинальная звездчатость» и «бляшки»

Рис. 3. Пример результатов обследования пациента с идиопатической эпиретинальной мембраной стадии 2 с применением мультимодального подхода к 
диагностике. Площадь и границы мембраны четкие, сетчатка с диффузной складчатостью и выраженной тракцией, фовеолярный профиль отсутствует, 
толщина сетчатки увеличена

Рис. 1. Пример результатов обследования пациента с идиопатической эпиретинальной мембраной стадии 0 с применением мультимодального подхода к 
диагностике. Площадь и границы мембраны заметны слабо, сетчатка нескладчатая, без тракционного компонента, заметны единичные диффузные очаги 
фиброза
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центральной зоны, а также локализацию и стабильность 
точки фиксации взора.
Комбинация методов «золотого стандарта» и совре-

менных неизвазивных технологий является перспектив-
ным подходом для диагностики иЭРМ, выбора тактики 
лечения и динамического наблюдения пациентов.

ВЫВОДЫ

Основываясь на собственном практическом опыте и полу-
ченных в исследовании данных, мы можем отметить, что 
каждая из технологий диагностики, используемая по от-
дельности, не позволяет получить полное представление 
о морфофункциональных изменениях, характерных для 

эпиретинального фиброза. Применение мультимодального 
подхода открывает перед врачом новые возможности: он 
получает более подробные данные о структуре витреоре-
тинального интерфейса при идиопатической эпиретиналь-
ной мембране различных стадий; может оценить динамику 
патологии не только в поперечном срезе по результатам 
спектральной оптической когерентной томографии, но и 
по площаи распространения мембраны при мультиспект-
ральном исследовании в режиме MultiColor или ОКТА в 
режиме En Face; может определить влияние пролифера-
тивного процесса на качество зрения, опираясь на дан-
ные компьютерной микропериметрии. Такая информация 
позволит лучше планировать тактику лечения, в том числе 
объем и характер хирургического вмешательства.
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