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Clinical case of primary ciliary dyskinesia in the patient
with cystic fi brosis 
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Rare diseases cannot be included in randomized placebo-controlled trials due to the difficulty of recruit-
ing participants. Their analysis is based on other methodologies, including case series and isolated clinical 
cases.

The clinical case of rare primary ciliary dyskinesia in patients with a cystic fibrosis is descrybed in this 
research. The complex research of the patient using various diagnostic methods made it possible to make the 
correct diagnosis and to start adequate and timely treatment.
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Клиническое применение метода транскрипционной 
амплификации для оценки жизнеспособности Chlamydia 

trachomatis, Chlamydia pneumoniae и Mycoplasma pneumoniae 
в синовиальной жидкости и синовиальной ткани
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Реферат. Применение высокотехнологичного молекулярно-генетического метода транс-
крипционной амплификации с использованием специально подобранных пар праймеров и 
олигонуклеотидных зондов, оптимизированного состава реакционной смеси и температурного 
профиля реакции амплификации позволяет проводить оценку наличия жизнеспособных форм 
артритогенных возбудителей для контроля эффективности элиминации через 10 дней после 
окончания антибактериальной фармакотерапии. 

Ключевые слова: артритогенные возбудители, РНК, жизнеспособность, NASBA-ПЦР, эли-
минация.

Введение. Согласно официальной рубрикации Международной классификации болезней 10-го 
пересмотра (МКБ-10) артропатии (М00 — М25) входят в ХIII класс «Болезни костно-мышечной си-
стемы и соединительной ткани» и включают в себя:

М00 — М03 Инфекционные артропатии (в том числе реактивные артропатии),
М05 — М14 Воспалительные полиартропатии,
М15 — М19 Артрозы,
М20 — М25 Другие поражения суставов.
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Артропатии находятся среди наиболее социально значимых классов заболеваний [1], оказываю-
щих негативное влияние не только на самого пациента и его семью, но и на популяцию в целом, что 
обусловлено рядом характеристик ревматических заболеваний [2]:

1) значительная распространенность в популяции и первичная заболеваемость, причем послед-
няя складывается как из действительно впервые заболевших в данном году, так и из впервые обратив-
шихся за медицинской помощью пациентов с данной патологией [1, 2, 3];

2) клинико-патогенетические свойства (хроническое, системное, склонное к прогрессирова-
нию) [1, 3, 4];

3) снижение трудоспособности пациента; ухудшение качества жизни [5];
4) высокая стоимость лечения заболевания (прямые и непрямые затраты) [2].
Все артропатии можно разделить на две группы: воспалительные и невоспалительные 

(дегенеративно-дистрофические). В первом случае могут затрагиваться мягкие ткани, окружающие 
сам сустав, что провоцируется деятельностью патогенных микроорганизмов. Во втором случае раз-
рушение происходит в костных и хрящевых структурах без постороннего вмешательства. 

Вне зависимости от вида клинико-анатомических признаков (воспалительные или не воспали-
тельные заболевания суставов) патологический процесс, происходящий в пораженном суставе, ха-
рактеризуется генерализованным, иммунологически обусловленным воспалением с обязательным 
развитием синовита, разрушением костной и хрящевой ткани, деформацией поверхностей, наруше-
нием подвижности, что является показанием для проведения эндопротезирования пораженного су-
става [1].

В настоящее время проблема инфекционной патологии при артропатиях коленных суставов 
стоит достаточно остро. Это обусловлено в первую очередь участием различных инфекционных аген-
тов в развитии данных заболеваний суставов, при которых микроорганизмы играют триггерную роль, 
запуская иммунопатологические механизмы воспаления. Этиологические агенты, вызывающие вос-
палительные артропатии, относятся к возбудителям преимущественно урогенитальных, кишечных 
или респираторных инфекций [3, 4]. Общими их свойствами являются тропность к слизистым обо-
лочкам, высокая контагиозность, наличие липополисахаридов в наружной мембране, обладающих 
перекрестной реактивностью, а также присутствие полностью не идентифицированных специфиче-
ских факторов вирулентности, способствующих выживанию и диссеминации возбудителя в организ-
ме [6].

Патогенез хламидия- и микоплазма-индуцированных артритов связан со способностью данных 
микроорганизмов запускать аутоиммунные процессы, приводящие к диссеминации и персистенции 
возбудителей из эпитопа первичного инфицирования (урогенитальный тракт, верхние дыхательные 
пути) с последующим инфицированием полости сустава, в так называемом своеобразном депо, яв-
ляющимся постоянным источником реинфекции [3, 4].

Этиологическая диагностика заболеваний суставов в настоящее время основана на использо-
вании технологии полимеразной цепной реакции (ПЦР) в режиме реального времени для выявле-
ния в синовиальной жидкости ДНК исследуемых артритогенных возбудителей. Данный метод ак-
тивно применяется и для мониторинга течения заболевания, эффективности проводимой анти-
бактериальной терапии и т. д. Тем не менее существует ряд временных ограничений более 
масштабного применения данного метода, что связано с жизненным циклом самих микроорганиз-
мов. Так, например, контроль излеченности артритов, обусловленных Chlamydia  trachomatis, 
Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, следует проводить не менее, чем через 30–45 дней 
после последнего дня приема антибактериальных лекарственных средств. Такой длительный ин-
тервал является весьма критичным в современной ортопедии и не всегда приемлем для своевремен-
ного дальнейшего лечения.

В настоящее время для диагностики инфекционных артритов используют метод ПЦР в режиме 
реального времени, мишенью которого является молекула ДНК. Реакция транскрипционной ампли-
фикации, или изотермальная реакция транскрипционно-опосредованной амплификации последо-
вательностей нуклеиновой кислоты (Nucleic  Acids  Sequence-Based  Amplification, NASBA), является 
молекулярно-генетическим методом, который используется для амплификации последовательностей 
молекул РНК в изотермических условиях[7].

В отличие от обычной ПЦР, мишенью для РНК-NASBA служат молекулы рибосомальных РНК 
микроорганизмов, что дает целый ряд преимуществ перед ПЦР:

1. Более высокая чувствительность анализа. Количество рибосом в одной клетке возбудителя 
содержится от нескольких тысяч до нескольких десятков тысяч. Для сравнения: даже многокопийные 
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участки ДНК, используемые в качестве мишени для ПЦР, не превышают двух десятков на бактери-
альную клетку. Тем самым с помощью NASBA можно выявлять возбудителей и в тех случаях, когда их 
количество слишком мало и недостаточно для выявления методом ПЦР.

2. Выявление только живых микроорганизмов. В то время как молекула ДНК — достаточно 
стабильный материал и обнаружение ДНК еще не означает наличие жизнеспособных микроорга-
низмов, молекула РНК — наоборот крайне нестабильный материал и достаточно быстро дегради-
рует при гибели и разрушении клеток микроорганизмов. Это дает возможность не только более 
правильно судить о наличии текущей инфекции, но и более точно и надежно оценивать результа-
ты проведенного этиотропного лечения. Вследствие этого факта метод NASBA следует использо-
вать в качестве стандартного метода выполнения контрольных исследований после лечения в пе-
риод через 10 дней после окончания антибактериальной терапии, поскольку нередки случаи лож-
ноположительных результатов ПЦР, выполненных в срок до 30 дней после окончания лечения при 
использовании молекулярно-генетических методов, мишенью которых является ДНК возбудите-
лей [7].

Цель работы — определение критериев клинического применения разработанного молекулярно-
генетического метода выявления РНК Chlamydia  trachomatis,  Chlamydia  pneumoniae,  Mycoplasma 
pneumoniae в синовиальной жидкости и синовиальной ткани у пациентов с гонартрозом для оценки 
эффективности элиминации артритогенных возбудителей.

Материалы и методы. В данное исследование было включено 68 пациентов с артропатией колен-
ного сустава воспалительной этиологии, находившихся на стационарном лечении в УЗ «Минская 
областная клиническая больница». Возраст пациентов на момент обследования составил Ме (Q25/75) 
36 (28/41) лет; распределение по полу: мужчины 45,59 ± 5,61 % (n = 31), женщины 54,54 ± 5,85 % 
(n = 37).

В качестве биологического материала использовали синовиальную жидкость и синовиальную 
ткань коленного сустава.

Выявление ДНК Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae в образцах 
биологического материала проводили с использованием коммерческих тест-систем «АмплиСенс» 
(ООО «Интер Лаб Сервис»).

Выявление РНК Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae в образцах 
биологического материала проводили с использованием разработанных in-house NASBA-ПЦР-тест-
систем.

Выделение РНК из биоптатов тканей коленного сустава и синовиальной жидкости осуществля-
лось в несколько этапов:

1. Удаление раствора RNAlater (Sigma) перед экстракцией (данный этап был использован для 
образцов биоптатов тканей коленного сустава):

Образцы биологического материала в RNAlater центрифугировали при 5000 об/мин в течение • 
10 мин. 

Удаляли супернатант. • 
Отмывка образцов с использованием физиологического раствора.• 

2. Гомогенизация образцов биологического материала (данный этап был использован для об-
разцов биоптатов тканей коленного сустава):

Вносили в образцы по 1 мл TRIzol реагента (Invitrogen).• 
Гомогенизировали образцы с использованием гомогенизатора TissueLyser II (Qiagen) в течение • 

3 мин (частота 10/с).
3. Экстракция РНК с использованием TRIzol реагента:

К 250 мклгомогената добавляли 750 мкл реагента TRIzol.• 
Образцы ресуспендировали пипетированием.• 
Инкубировали подготовленные образцы в течение 5 мин при комнатной температуре.• 
Добавляли 150 мкл хлороформа (из расчета на 750 мклTRIzol).• 
Пробы инкубировали 3 мин при комнатной температуре.• 
Центрифугировали образцы при 12000 об/мин в течение 15 мин при 4 °С. При центрифуги-• 

ровании содержимое пробирки разделялось на нижнюю красную фенол-хлороформную фазу, интер-
фазу и бесцветную верхнюю водную фазу.

Отбирали водную фазу в заранее подготовленные пробирки, избегая попадания интерфазы • 
или органического слоя в дозатор.
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К полученной водной фазе добавляли 375 мкл 100%-го изопропанола (из расчета на• 
750 мкл TRIzol).

Инкубировали при комнатной температуре 10 мин.• 
Центрифугировали при 12000 об/мин в течение 10 мин при 4 °С. РНК образовывало гелепо-• 

добную «пуговку» на стенке или дне пробирки.
Удаляли супернатант, оставляя в пробирке только «пуговку» РНК.• 
Добавляли 750 мкл 75%-го этанола (из расчета на 750 мкл TRIzol).• 
Перемешивали на вортексе, центрифугировали при 7500 об/мин в течение 5 мин при 4 °С. • 

Удаляли супернатант.
Высушивали пробирки при комнатной температуре в течение 10 мин. • 
Полученную РНК растворяли в 100 мкл RNase-free воды пипетированием.• 
Инкубировали при 55–60 °С 10 мин.• 
Выделенную РНК использовали для определения количества и степени чистоты выделения • 

полученной нуклеиновой кислоты, а затем незамедлительно замораживали при –70 °С.
Определение концентрации выделенной РНК и степени чистоты выделенной нуклеиновой кис-

лоты проводили спектрофотометрически (NanoDrop 1000, Thermoscientific, США) на длине волны 
λ = 230 нм. Степень чистоты выделенной РНК оценивали по соотношениям 260/280 и 260/230. 

Для выявления РНК Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae исполь-
зовали специально подобранные праймеры и зонды.

Детекцию полученных результатов осуществляли в режиме реального времени с использо-
ванием программного обеспечения амплификатора «RotorGene 6000» («Corbettresearch», Ав-
стралия).

Статистическая обработка данных проводилась с помощью пакета прикладных программ «SPSS 
версия 16» (SPSS Inc.). Все количественные данные имели непараметрическое распределение и пред-
ставлены в виде значений медиан (Ме) с указанием 25/75 процентилей: Ме (Q25/75). Для относитель-
ных показателей определяли 95% доверительный интервал (ДИ). Критическим принят уровень зна-
чимости p < 0,05.

Результаты и их обсуждение. На первом этапе нами были проведены молекулярно-генетические 
исследования по выявлению ДНК Chlamydia  trachomatis,  Chlamydia  pneumoniae,  Mycoplasma 
pneumoniaeв синовиальной жидкости и биоптатах синовиальной ткани коленного сустава пациентов 
с гонартрозом.

На основании проведенных исследований все пациенты были разделены на 4 группы: груп-
па 1 — пациенты с гонартрозом (n = 19), у которых в исследуемом биологическом материале (сино-
виальная жидкость, биоптаты синовиальной ткани) была выявлена ДНК Chlamydia  trachomatis; 
группа 2 — пациенты с гонартрозом (n = 17), у которых в исследуемом биологическом материале 
(синовиальная жидкость, биоптаты синовиальной ткани) была выявлена ДНК Chlamydia pneumoniae; 
группа 3 — пациенты с гонартрозом (n = 15), у которых в исследуемом биологическом материале 
(синовиальная жидкость, биоптаты синовиальной ткани) была выявлена ДНК Mycoplasma pneumoniae; 
группу 4 (группа сравнения 4) составили пациенты с гонартрозом (n = 17), у которых в исследуемом 
биологическом материале (синовиальная жидкость, биоптаты синовиальной ткани) ДНК указан-
ных патогенов выявлена не была.

Затем в указанном биологическом материале нами были проведены молекулярно-генетические 
исследования по выявлению РНК Chlamydia  trachomatis,  Chlamydia  pneumoniae,  Mycoplasma 
pneumoniaeс использованием разработанных in-house тест-систем.

Для выявления РНК Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae с ис-
пользованием NASBA-ПЦР были выбраны следующие варианты олигонуклеотид-зонд-
олигонуклеотид (таблица).

Таблица — Выбранные последовательности олигонуклеотидных праймеров и зондов для выявления 
РНК Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae

№ Олигонуклеотид Последовательность олигонуклеотида, 5′ → 3′ Метка, 
5′

Метка, 
3′

1 C.tr.-F AATTCTAATACGACTCACTATAGGGCTCGGATGCCCA-
AATATCGCCACA

– –
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№ Олигонуклеотид Последовательность олигонуклеотида, 5′ → 3′ Метка, 
5′

Метка, 
3′

2 C.tr.-R GATCTTGGTTCAGATTGAACGCTG – –
3 C.tr.-P GGCGATATTTGGGCATCCGAGTAACG FAM BHQ1
4 C.pn.-F AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAAAGGTCCGAA-

GATCCCCTTCTTTA
– –

5 C.pn.-R GATGCAAGGTCGCATATGAGGATCTTAGTTCAGATT-
GAACGCT

– –

6 C.pn.-P CCGATCGTGTAGTGTAATTAGGCATCTAATATCGATCGG FAM BHQ1
7 M.pn.-F GATCCTGGCTCAGGATTAA – –
8 M.pn.-R AATTCTAATACGACTCACTATAGGGAGGTC-

CTTTCAACTTTGATTCA
– –

9 M.pn.-P CGGGTGAGTAACACGTATCC FAM BHQ1

Состав реакционной смеси был универсален и различался только вносимыми парой праймеров 
и зондом: 5 мкл выделенной РНК, 10 мкл реакционной смеси (80 mM Tris-HCl [pH 8,5], 24 mM MgCl2, 
140 mM KCl, 1,0 mM Dithiothreitol, по 2,0 mM каждого из дезоксидуклеотидтрифосфатов), по
7 мкл праймеров и зонда. Общий объем реакционной смеси составил 36 мкл.

Пробирки инкубировали при 65 °С 5 мин, затем при 41 °С 5 мин. После чего в пробирки вно-
сили раствор ферментов (375 mM сорбитола, 2,1 мкг бычьего сывороточного альбумина, 0,08 Ед 
РНКазы H, 32 Ед РНК-полимеразы и 6,4 Ед обратной транскриптазы). 

Программа амплификации: 41 °С — 2 мин, 95 циклов 41 °С — 45 с. Детекцию флуоресценции 
проводили по каналу FAM; наличие РНК возбудителя устанавливали при наличии пересечения кри-
вой амплификации и пороговой линии флуоресценции.

При проведении молекулярно-генетических исследований для групп 1–3 было установлено
100 % совпадение результатов наличия в исследуемом биологическом материале (синовиальная жид-
кость, биоптаты синовиальной ткани) артритогенных возбудителей: во всех образцах, в которых была 
выявлена ДНК указанных патогенов, микроорганизмы находились в жизнеспособном состоянии, что 
подтверждалось детекцией РНК.

В биологическом материале (синовиальная жидкость, биоптаты синовиальной ткани) у четырех 
пациентов (23,53 ± 4,75 %) группы 4, отрицательных по выявлению ДНК исследуемых инфекционных 
агентов, были выявлены жизнеспособные артритогенные возбудители: РНК Chlamydia  trachomatis 
была выявлена у двух пациентов (11,76 ± 3,39 %), РНК Chlamydia pneumoniae — у одного пациента 
(5,88 ± 2,41 %), РНК Mycoplasma pneumoniae — у одного пациента (5,88 ± 2,41 %).

Таким образом, разработанный метод выявления РНК Chlamydia  trachomatis,  Chlamydia 
pneumoniae, Mycoplasma pneumoniaeв синовиальной жидкости и биоптатах синовиальной ткани, об-
ладающий высокими показателями диагностической эффективности, может быть использован в ка-
честве дополнительного диагностического (а в случае необходимости — подтверждающего) теста при 
воспалительных артропатиях коленного сустава неуточненной этиологии.

На основании полученных результатов молекулярно-генетических исследований синовиаль-
ной жидкости и биоптатов синовиальной ткани, всем пациентам групп 1–3, положительным в от-
ношение ДНК и РНК искомых патогенных микроорганизмов, а также пациентам группы 4, поло-
жительным в отношение РНК выявленных бактерий, была проведена антибактериальная те-
рапия. 

Контроль эффективности проведенной фармакотерапии проводили через 10 дней после по-
следнего приема антибактериальных лекарственных средств; а также через один и три месяца по-
сле первого контрольного исследования. Отсутствие в исследуемом биологическом материале РНК 
исследуемых возбудителей, свидетельствующей о присутствии микроорганизмов в жизнеспособ-
ной форме, следует рассматривать как свидетельство полной элиминации данных патогенов вслед-
ствие адекватно проведенной эффективной фармакотерапии антибактериальными лекарственны-
ми средствами.

Вследствие отсутствия индивидуальных различий в выявляемости ДНК/РНК артритогенных 
возбудителей Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae в образцах си-
новиальной жидкости и биоптатах синовиальной ткани у каждого конкретного пациента, даль-

Окончание таблицы
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нейшие молекулярно-генетические исследования по контролю излеченности и эффективности 
элиминации микроорганизмов после проведенной антибактериальной терапии проводили толь-
ко в синовиальной жидкости, как наименее травматичном для получения биологическом мате-
риале.

В образцах синовиальной жидкости пациентов с гонартрозом, полученных через 10 дней 
после окончания антибактериальной терапии, РНК Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae, 
Mycoplasma  pneumoniae  не была выявлена ни в одной из проб. При этом ДНК Chlamydia 
trachomatis была выявлена в 15 (78,95 ± 8,19 %) образцах синовиальной жидкости пациентов груп-
пы 1. ДНК Chlamydia pneumoniae в период 10 дней после окончания антибактериальной терапии 
детектировалась в синовиальной жидкости у 14 (82,35 ± 8,41 %) пациентов группы 2. В синови-
альной жидкости у 12 (80,00 ± 8,39 %) пациентов группы 3 ДНК Mycoplasma pneumoniae присут-
ствовала через 10 дней после последнего дня приема антибактериальных лекарственных 
средств.

При проведении аналогичных исследований через месяц после первичного контроля (через
10 дней после последнего дня приема антибактериальных лекарственных средств), РНК Chlamydia 
trachomatis, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae не была выявлена ни в одном из образцов 
синовиальной жидкости пациентов с гонартрозом. При этом ДНК Chlamydia trachomatis продолжа-
ла детектироваться в 7 (36,84 ± 5,85 %) образцах синовиальной жидкости пациентов группы 1; ДНК 
Chlamydia  pneumoniaeи ДНК Mycoplasma  pneumoniae  была выявлена в 6 (35,29 ± 5,76 %) и
5 (33,33 ± 4,40 %) образцах синовиальной жидкости пациентов групп 2 и 3 соответственно.

Молекулярно-генетические исследования, проведенные через три месяца после первичного 
контрольного взятия биологического материала, показали полную идентичность выявления РНК и 
ДНК Chlamydia trachomatis, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae — ни в одном из образцов 
синовиальной жидкости нуклеиновые кислоты указанных артритогенных возбудителей не детекти-
ровались.

Заключение. Разработанный молекулярно-генетический метод транскрипционной амплифика-
ции (NASBA-ПЦР) для определения наличия жизнеспособных форм Chlamydia trachomatis, Chlamydia 
pneumoniae,  Mycoplasma  pneumoniae, подтвержденный выявлением РНК указанных артритогенных 
возбудителей в синовиальной жидкости и биоптатах синовиальной ткани пациентов с артропатией 
коленного сустава, может быть использован как в комплексной диагностике воспалительных гонар-
трозов неуточненной этиологии, так и для контроля эффективности проводимой антибактериальной 
фармакотерапии в максимально короткие (через 10 дней после последнего дня приема лекарственных 
средств) сроки. 
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Clinical application of the sequence-based amplifi cation method 
for the chlamydia trachomatis, chlamydia pneumoniae

and mycoplasma pneumoniae viability assessing 
in synovial fl uidand synovial tissue
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The application of hi-tech sequence-based amplification molecular genetic method with the use of 
specially selected pairs of primers and oligonucleotide probes, the optimized reaction mixture composition 
and the amplification reaction temperature profile, makes it possible to assess the presence of arthritogenic 
pathogens viable forms to control the elimination efficiency 10 days after the end of antibacterial 
pharmacotherapy.
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Комплексный подход к диагностике
хронического эндометрита

Лызикова Ю. А.

Учреждение образования «Гомельский государственный медицинский университет»,
г. Гомель, Республика Беларусь

Реферат. Хронический эндометрит ассоциирован с нарушением репродуктивной функ-
ции, а частота его выявления зависит от использованного метода диагностики, что обуславли-
вает необходимость усовершенствования мероприятий по выявлению заболевания. Публика-
ция посвящена комплексному подходу к диагностике хронического эндометрита. Использова-
ние иммуногистохимического метода в диагностике заболевания позволяет не только выявить 
патологию, но и определить локальные иммунные и гормональные нарушения. Диагностика 
этиологического фактора с использованием трех методов может быть применена в лаборатори-
ях различной оснащенности. Определение уровней альфа-2 микроглобулина фертильности в 
ткани эндометрия и сыворотке крови позволяет определить степень функциональных наруше-
ний, вызванных воспалением. 

Ключевые слова: хронический эндометрит, иммуногистохимическое исследование, 
альфа-2 микроглобулин фертильности, микробиологическое исследование, секвенирование 
16sрРНК.

Введение. Частота хронического эндометрита колеблется от 2 до 70 %, она выше в группе паци-
енток с нарушением репродуктивной функции и зависит от использованного метода диагностики. В 
некоторых случаях частота заболевания отличается у одних и тех же авторов. Так, согласно данным 
E. Cicinelli и соавт., полученных в 2015 г., частота хронического эндометрита у пациенток с привычным 


