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Пациенты, имеющие аномально малое под-
связочное пространство и, как следствие, огра-
ниченную смещаемость, расположенных под 
средней третью ЗДКПС нервов и сосудов, 
имеют основания быть отнесенными к группе 
риска по синдрому БНЧС. 

Заключение 
Риск возникновения синдрома БНЧС будет 

наиболе высоким при значениях площади под-
связочного пространства менее 0,6 см2. 

Причиной возникновения болевого синдрома 
у пациентов с аномально малым подсвязочным 
простанством может быть не только уменьшение 
подсвязочного пространства, вызванное лигамен-
тозом, но и перенапряжение ЗДКПС. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИДЕНТИФИКАЦИИ МИКРООРГАНИЗМОВ В ПОЛОСТИ МАТКИ 

С ПОМОЩЬЮ МЕТОДА СЕКВЕНИРОВАНИЯ ФРАГМЕНТА ГЕНА 16S РРНК 
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Цель: с использованием метода секвенирования фрагмента гена 16s рРНК идентифицировать микроор-

ганизмы, присутствующие в биоптатах эндометрия. 
Материалы и методы. С помощью метода секвенирования фрагмента гена 16s рРНК выполнена иден-

тификация микроорганизмов, присутствующих в биоптате эндометрия у 56 пациенток. Дополнительно про-
ведена идентификация смешанных бактериальных культур, полученных при субкультивировании биоптатов 
эндометрия. 

Результаты. Методом секвестирования определен вид микроорганизмов в смешанной бактериальной 
культуре у 18 (32,1 %) пациенток, в ткани эндометрия — у 30 (53,6 %) пациенток. Преобладающими родами 
микроорганизмов в биоптате эндометрия являются Lactobacillus spp., выявленные у 10 (33,3 %) пациенток, и 
Staphylococcus spp., определенные у 9 (30 %) пациенток. С помощью иммуногистохимического исследова-
ния хронический эндометрит диагностирован у 26 (86,7 %) пациенток с положительными результатами се-
квенирования в ткани эндометрия. У пациенток с хроническим эндометритом в ткани эндометрия преобла-
дает Гр(+) кокковая флора (2 = 3,98; p = 0,05), у пациенток без хронического эндометрита — лактобактерии 
(2 = 6,35; p = 0,01). Видовой состав микроорганизмов в цервикальном канале и эндометрии в17 (56,7 %) 
случаях не совпадает. 

Заключение. Определение вида микроорганизма с помощью метода секвенирования фрагмента гена 16s 
рРНК в ткани эндометрия является высокоинформативным методом диагностики и его целесообразно исполь-
зовать для выявления воспалительных заболеваний эндометрия при нарушениях репродуктивной функции. 

Ключевые слова: секвенирование, хронический эндометрит. 
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Objective: to identify microorganisms present in the biopsy material of the endometrium using the method of 
16s rRNA gene fragment sequencing.  

Material and methods. Using the method of 16s rRNA gene fragment sequencing, we identified the microor-
ganisms present in the endometrial biopsy material in 56 patients. Additionally, identification of mixed bacterial cul-
tures obtained during subculturing of the endometrial biopsy material was carried out. 

Results. The sequencing method was used to determine the type of microorganisms in mixed cell culture in 18 
(32.1 %) patients and in the endometrial tissue in 30 (53.6 %) patients. The predominant microorganisms in the biopsy 
material of the endometrium are Lactobacillus spp., detected in 10 (33.3 %) patients and Staphylococcus spp., revealed 
in 9 (30 %) patients.  Based on the immunohistochemical examination, chronic endometritis was diagnosed in 26 
(86.7 %) patients with positive sequencing results in the endometrial tissue. Gr+cocci dominate in patients with chronic 
endometritis (2 = 3.98; p = 0.05), Lactobacilli — in patients without chronic endometritis (2 = 6.35; p =0.01). The 
species composition of microorganisms in the cervical canal and endometrium were not identical in 17 (56.7%) cases. 

Conclusion. Determination of the type of microorganisms by means of the method of 16s rRNA gene fragment 
sequencing in the endometrial tissue is a highly informative diagnostic method and it is expedient to use it to detect 
inflammatory diseases of the endometrium in cases of reproductive malfunction. 

Key words: sequencing, chronic endometritis. 
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Введение 
Одной из важнейших задач современной 

медицины является изучение микробиома че-
ловека. Нормальная микрофлора половых ор-
ганов разнообразна и представлена аэробами, 
факультативными и строгими анаэробами. 
Любое изменение в составе микробиома поло-
вых путей приводит к развитию воспалитель-
ных заболеваний [1, 2, 3]. 

Хроническое воспаление эндометрия в 
большинстве случаев протекает бессимптомно, 
клинически проявляясь бесплодием и невына-
шиванием беременности. Так, хронический 
эндометрит считают причиной неудач ЭКО в 
30 % случаев, идиопатического первичного 
бесплодия и повторных выкидышей — в 28 % 
[4, 5]. Учитывая высокую частоту хроническо-
го воспалительного процесса в полости матки, 
остаются актуальными вопросы диагностики 
возбудителя. Как правило, определение возбу-
дителя производится в материале, полученном 
из цервикального канала [6, 7]. В то же время 
результаты оценки персистирующих в слизи-
стой оболочке матки и во влагалище микроорга-
низмов противоречивы. Так, при оценке бакте-
риальных сообществ из эндометрия и влага-
лищного содержимого у одних и тех же пациен-
ток состав микрофлоры был различным [8]. По-
этому представляет интерес определение возбу-
дителя непосредственно в очаге поражения. 

Достижения в области исследования мета-
генома позволили создать новый метод диа-
гностики, при котором с помощью секвениро-
вания фрагмента гена 16s рРНК возможно 
определить набор генов всех микроорганиз-
мов, находящихся в образце, и установить их 
видовую принадлежность [8]. Появление но-
вых методов диагностики позволяет оценить 

видовой состав возбудителей непосредственно 
в эндометрии, что позволит улучшить эффек-
тивность лечебных мероприятий. 

Цель исследования 
С использованием метода секвенирования 

фрагмента гена 16s рРНК идентифицировать 
микроорганизмы, присутствующие в биопта-
тах эндометрия. 

Материалы и методы 
В исследование включено 56 пациенток 

репродуктивного возраста, у которых прово-
дилась аспирационная биопсия эндометрия. 
Критерии включения в исследование: репро-
дуктивный возраст, патология репродуктивной 
функции, прегравидарная подготовка, инфор-
мированное согласие на аспирационную биоп-
сию. Биопсию эндометрия у пациенток прово-
дили в зависимости от длительности менстру-
ального цикла на 7–9-й день после овуляции с 
помощью аспирационной кюретки ProfiCombi 
(«Симург», Беларусь). Для определения NK-
лимфоцитов в эндометрии применяли антитела 
CD56. Исследование экспрессии изучаемых 
иммуногистохимических маркеров проводи-
лось в 3 неперекрывающихся полях зрения, 
при увеличении ×400. Поля зрения выбирались 
в участках максимальной экспрессии изучае-
мых антител. 

Молекулярно-генетический анализ мате-
риала из цервикального канала проводили ме-
тодом полимеразной цепной реакции (ПЦР). 
Для выделения ДНК, проведения ПЦР исполь-
зовали наборы торговой марки «АмплиСенс» 
производства ФБУН ЦНИИ эпидемиологии 
Роспотребнадзора (Россия). Амплификацию и 
анализ данных проводили согласно инструк-
ции производителя, используя амплификатор 
Rotor-Gene 3000 «CorbettResearch» (Австралия). 
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Использованы наборы для молекулярно-гене-
тического тестирования: «АмплиПрайм ДНК-
сорб-АМ», «АмплиПрайм Флороценоз-Аэробы», 
«АмплиСенс Chlamydia trachomatis», «Ампли-
сенс Mycoplasma genitalium», «Амплисенс 
Trichomonas vaginalis», «Амплисенс Neisseria 
gonorrhoeae». 

Выделение ДНК из биоптатов эндометрия 
проводили с применением готовых коммерче-
ских наборов согласно инструкции производи-
теля. В качестве положительного контроля ис-
пользовали паспортизованные чистые бактери-
альные культуры (Staphylococcus aureus ATCC 
25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853). 
Параллельно выполняли субкультивирование 
биоптатов эндометрия с последующей иден-
тификацией полученных смешанных культур. 

Биоптат эндометрия помещали в стериль-
ную транспортную пробирку, содержащую 1 мл 
бульона с сердечно-мозговой вытяжкой (BD, 
США) и стеклошарики, и транспортировали в 
микробиологическую лабораторию в термо-
контейнере с поддержанием температуры 28–
35 °С. Выполняли гомогенизацию образцов пу-
тем 2-минутного вортексирования транспортных 
пробирок (вортекс V-1 plus, «Biosan», Латвия). 

Предварительную инкубацию выполняли в 
течение 18–24 часов при температуре 35 °С. 
После инкубации из пробирки отбирали 200–
300 мкл бульонной культуры, переносили в 
криопробирку и замораживали при температу-
ре –20 °С для проведения дальнейших молеку-
лярных исследований. Кроме того, сразу после 
инкубации проводили посев 100 мкл содержи-
мого транспортной пробирки на чашку (90 мм) 
с шоколадным агаром, содержащим ростовые 
добавки (Chocolate agar + PolyViteX, bi-
oMerieux, Франция). Посевы инкубировали 18-
24 часа при 35 °С. 

При наличии видимого роста на поверхно-
сти питательной среды с помощью пластико-

вой петли (1 мкл) проводили отбор совокупно-
сти колоний различных морфотипов, и перено-
сили их для отмывки от внеклеточных экзопо-
лисахаридов в пробирку с 1 мл деионизиро-
ванной воды (общий объем бактериальных 
культур 0,5–2,0 мкл на пробирку). Выполняли 
суспендирование бульонной культуры с по-
мощью вортексирования, микробные клетки 
осаждали центрифугированием 10 000 оборо-
тов в минуту в течение 5 минут, тщательно 
удаляли супернатант. Осадок, содержащий от-
мытые микробные клетки, ресуспендировали в 
200 мкл ТЕ-буфера («Амплисенс», РФ) и замо-
раживали при температуре –20 °С до проведе-
ния дальнейших молекулярных исследований. 

Выделение ДНК проводили с применени-
ем готовых коммерческих наборов согласно 
инструкции производителя. В качестве положи-
тельного контроля использовали паспортизован-
ные чистые бактериальные культуры (Staphylo-
coccus aureus ATCC 25923, Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 27853). 

Для проведения ПЦР, электрофоретиче-
ской детекции и рестрикционного анализа ис-
пользовали реагенты фирмы «ThermoScientific» 
(США). Амплификацию проводили с помощью 
амплификатора «PalmCycler» фирмы «Corbett 
Research» (Австралия). Детекцию продуктов 
ПЦР проводили с помощью горизонтального 
гель-электрофореза. Для окрашивания применя-
ли раствор бромистого этидия. Для визуализации 
полученных результатов использовали видеоси-
стему фирмы «Bio-Rad» (США) GelDocXR, для 
переноса изображения на компьютер и реги-
страции протоколов использовали программу 
«QuanitiOne». Структура праймеров (синтези-
рованы «Праймтех», Беларусь) приведена в 
таблице 1. Программа амплификации: началь-
ная денатурация 95 °С — 3 мин, денатурация 
95 °С — 30 с, отжиг 55 °С — 25 с, элонгация 
72 °С — 50 с (в течение 35 циклов). 

Таблица 1 — Структура праймеров, используемых для выявления фрагмента гена 16S рРНК бак-
терий, и ориентировочный размер ампликона 

Название праймера, пробы Нуклеотидная последовательность Размер фрагмента, п.н. 
MET-прямой AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

~ 900 
MET-обратный CCGTCAATTCCTTTRAGTTT 

 
 
По результатам ПЦР-анализа, направлен-

ного на выявление бактериальной ДНК, для 
каждого исследованного образца был получен 
электрофоретический спектр ампликонов, ха-
рактеризующийся наличием нескольких фрак-
ций в диапазоне около 900 пар нуклеотидов, 
что свидетельствовало о содержании генетиче-
ского материала более чем одного вида микро-
организмов. 

Для идентификации микроорганизмов ис-
пользовали метод секвенирования по Сэнгеру. 
Очистку ампликонов и продуктов секвениру-
ющей реакции проводили с применением ком-
мерческих наборов согласно инструкции про-
изводителя. Электрофоретическое разделение 
флюоресцентно-меченых продуктов секвени-
рующей реакции проводили с помощью гене-
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В большинстве случаев (33,3 %) в ткани 
эндометрия определены лактобактерии [9]. 
Лактобактерии являются представителями нор-
мальной микрофлоры влагалища. В биотопе 
здоровых женщин преобладают Lactobacillus 
crispatus, в то время как Lactobacillus iners и 
Lactobacillus crispatus ассоциированы с разви-
тием дисбиотических нарушений [10, 11]. Сре-
ди многообразия лактобактерий особенное ме-
сто отводится Lactobacillus iners, которая спо-
собствует гибели других лактобактерий и раз-
множению анаэробных микроорганизмов. 
Данный вид лактобактерий не препятствует, а 
предрасполагает к заселению половых путей 
патогенной флорой, кроме этого Lactobacillus 

iners способна катализировать процессы, при-
водящие к преждевременной родовой деятель-
ности [5]. Вид Lactobacillus iners является 
труднокультивируемым микроорганизмом, по-
скольку очень изменчив по морфологическим 
свойствам. Lactobacillus iners определена у 1 
(3,3 %) пациентки с положительным результа-
том секвенирования в ткани эндометрия, 
Lactobacillus crispatus — у 5 (16,7 %). 

У пациенток с иммуногистохимическими 
признаками хронического эндометрита в ткани 
эндометрия преобладает кокковая флора — 
44,4 %, у пациенток без признаков хрониче-
ского эндометрита в 42,8 % случаях выявлены 
лактобактерии (2 = 6,35; p = 0,01) (таблица 2). 

Таблица 2 — Сводные результаты амплификации и секвенирования фрагмента гена 16s рРНК в 
биоптатах эндометрия пациенток  

Идентифицированный 
микроорганизм 

Пациентки с хроническим
эндометритом (n = 36) 

Пациентки без хронического
эндометрита (n = 14) 

Статистическая значимость
различий между группами

Lactobacillus spp. 4 (16,7 %) 6 (42,8 %) 2 = 6,35; p = 0,01 
Гр(+) кокки 16 (44,4 %) 2 (14,3 %) 2 = 3,98; p = 0,05 
Бактериальный 
патоген 

6 (16,7 %) — 2 = 2,65; p = 0,10 

Отрицательный 
результат 

10 (27,8 %) 6 (42,9 %) 2 = 1,05; p = 0,30 

 
 
Слизистая влагалища является входными во-

ротами для возбудителей урогенитальной инфек-
ции, видовой состав микрофлоры которой способ-
ствует или препятствует распространению инфек-
ции. Учитывая преимущественно восходящий путь 

распространения микроорганизмов в полость мат-
ки, оценены результаты молекулярно-генетиче-
ского анализа материала из цервикального канала 
у пациенток с положительными результатами, по-
лученными при секвенировании (таблица 3). 

Таблица 3 — Результат идентификации микроорганизмов с помощью метода секвенирования фраг-
мента гена 16S рРНК в биоптатах эндометрия и материале из цервикального канала методом ПЦР 

№ 
п/п 

Микроорганизм, определенный методом 
секвенирования в биоптате эндометрия 

Микроорганизм, определенный методом ПЦР 
в цервикальном канале 

1. Streptococcus agalactiae Не обнаружен 

2. Enterococcus faecalis Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Enterococcus spp. 

3. Lactobacillus gasseri Staphylococcus spp., Streptococcus spp. 

4. Staphylococcus epidermidis Staphylococcus spp. 

5. Prevotella timonensis Не обнаружен 

6. Streptococcus anginosus Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Enterococcus spp. 

7. Staphylococcus epidermidis Staphylococcus spp. 

8. Staphylococcus epidermidis Neisseria gonorrhoeae 

9. Гетерогенная матрица, сложность дифференцировки Staphylococcus spp., Streptococcus spp. 

10. Streptococcus agalactiae Gardnerella vaginalis  

11. Lactobacillus jensenii Gardnerella vaginalis, Ureaplasma spp. 

12. Staphylococcus epidermidis Staphylococcus spp. 

13. Staphylococcus epidermidis Staphylococcus spp.   

14. Staphylococcus epidermidis Staphylococcus spp., Streptococcus spp. 

15. Staphylococcus epidermidis Не обнаружен 

16. Staphylococcus aureus Не обнаружен 

17. Lactobacillus jensenii Не обнаружен 

18. Гетерогенная матрица, сложность дифференцировки Не обнаружен 

19. Lactobacillus crispatus Staphylococcus spp. 



Проблемы здоровья и экологии 29

Окончание таблицы 3 

№ 
п/п 

Микроорганизм, определенный методом 
секвенирования в биоптате эндометрия 

Микроорганизм, определенный методом ПЦР 
в цервикальном канале 

20. Morganella morganii Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Enterococcus spp. 

21. Corynebacterium sp. Не обнаружен 

22. Lactobacillus gasseri Не обнаружен 

23. Lactobacillus crispatus (Lactobacillus casei) Не обнаружен 

24. 
Streptococcus cristatus, Streptococcus oralis, 
Streptococcus tigurinus 

Streptococcus spp. 

25. Lactobacillus crispatus Не обнаружен 

26. Staphylococcus epidermidis Не обнаружен 

27. Lactobacillus crispatus Не обнаружен 

28. Lactobacillus iners Не обнаружен 

29. Lactobacillus jensenii Streptococcus spp. 

30. Atopobium vaginae Не обнаружен 

 
 
У 13 (43,3 %) пациенток с положительны-

ми результатами секвенирования в ткани эндо-
метрия в цервикальном канале ДНК патогенных 
микроорганизмов не выявлено, у 4 (13,3 %) па-
циенток отмечено совпадение вида микроорга-
низма в цервикальном канале и в полости матки. 
Таким образом, исследование материала из цер-
викального канала в 17 (56,7 %) случаях не позво-
ляет определить микроорганизм в полости матки. 

Выводы 
1. Преобладающими видами микроорга-

низмов в ткани эндометрия, опреленными мето-
дом секвенирования фрагмента гена 16s рРНК, 
являются Lactobacillus spp., выявленные у 10 
(33,3 %) пациенток, и Staphylococcus spp., опреде-
ленные у 9 (30,0 %) пациенток. Видовой состав 
микроорганизмов в цервикальном канале и эндо-
метрии в17 (56,7 %) случаях не совпадает. 

2. Иммуногистохимические признаки хрони-
ческого эндометрита выявлены у 72,2 % пациен-
ток с положительным результатом секвенирова-
ния в ткани эндометрия (χ² = 12,08, p = 0,0002). 

3. У пациенток с хроническим эндометри-
том в ткани эндометрия преобладает Гр(+) 
кокковая флора (2 = 3,98; p = 0,05), у пациен-
ток без хронического эндометрита — лакто-
бактерии (2 = 6,35; p = 0,01). 

Заключение 
Определение вида микроорганизма мето-

дом секвенирования фрагмента гена 16s рРНК 
в ткани эндометрия является высокоинформа-
тивным методом диагностики и его целесооб-
разно использовать для выявления воспали-
тельных заболеваний эндометрия, при беспло-
дии, невынашивании беременности. 
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РОЛЬ СИНДРОМА ОБСТРУКТИВНОГО АПНОЭ/ГИПОПНОЭ СНА 

В СТРАТИФИКАЦИИ КАРДИОВАСКУЛЯРНОГО РИСКА У ПАЦИЕНТОВ 
С НЕКЛАПАННОЙ ФИБРИЛЛЯЦИЕЙ ПРЕДСЕРДИЙ НА ФОНЕ ИШЕМИЧЕСКОЙ 

БОЛЕЗНИ СЕРДЦА И/ИЛИ АРТЕРИАЛЬНОЙ ГИПЕРТЕНЗИИ 

Т. И. Балабанович, В. И. Шишко 

Учреждение образования 
«Гродненский государственный медицинский университет» 

г. Гродно, Республика Беларусь 
 
Цель. Оценить роль синдрома обструктивного апноэ/гипопноэ сна (СОАГС) в стратификации кардио-

васкулярного риска (КВР) по шкале PROCAM у пациентов с неклапанной фибрилляцией предсердий (ФП) 
на фоне ишемической болезни сердца (ИБС) и/или артериальной гипертензии (АГ). 

Материал и методы. В исследование включены 158 пациентов с неклапанной ФП на фоне ИБС и/или 
АГ в возрасте 55,8 ± 8,01 года (69,62 % мужчин). На основании клинико-инструментальных данных все об-
следованные были разделены на 4 клинические группы в зависимости от наличия СОАГС и его степени тя-
жести. У всех пациентов рассчитывался суммарный КВР по шкале PROCAM. 

Результаты. В изучаемой субпопуляции пациентов с неклапанной ФП на фоне ИБС и/или АГ частота 
выявления случаев СОАГС составила 72,78 %. Пациенты группы 2 характеризовались более высоким сум-
марным баллом по рискометру PROCAM в сравнении с группой 1 (47 (39; 53) против 39 (33; 50) соответ-
ственно; p<0,01). Встречаемость АГ, ИБС, хронической сердечной недостаточности (ХСН), сахарного диа-
бета (СД) и дислипопротеидемии была выше в группе пациентов с наличием СОАГС средней и тяжелой 
степени в сравнении с группой пациентов без такового синдрома (p < 0,01). Наиболее сильные положитель-
ные корреляционные связи были выявлены между значениями риска по шкале PROCAM и показателями 
индекса апноэ/гипопноэ (ИАГ) и индекса гипоксемии (ИГ) у пациентов исследуемой выборки (r = 0,341 и r = 
0,289 соответственно; р < 0,01). 

Заключение. Выявлена высокая распространенность СОАГС среди пациентов с неклапанной ФП на 
фоне ИБС и/или АГ. Сам факт наличия СОАГС и нарастание тяжести течения данного синдрома увеличива-
ет риск сердечно-сосудистых событий (ССС) по оценочной шкале PROCAM у пациентов с неклапанной ФП 
на фоне ИБС и/или АГ. Проведенное исследование подтверждает необходимость введения в практику мето-
дик верификации СОАГС у «аритмических» пациентов с целью более точного определения данного риска и 
прогноза у обследуемых лиц. 

Ключевые слова: фибрилляция предсердий, синдром обструктивного апноэ/гипопноэ сна, кардиореспи-
раторный мониторинг, оценка кардиоваскулярного риска, шкала PROCAM. 

 
Objective. To evaluate the role of obstructive sleep apnea-hypopnea syndrome (OSAHS) in stratification of the 

cardiovascular risk (CVR) by the PROCAM scale in patients with non-valvular atrial fibrillation (AF) associated 
with ischemic heart disease (IHD) and/or arterial hypertension (AH). 

Material and methods. 158 patients aged 55.8 ± 8.01 (69.62 % males) with non-valvular AF associated with 
IHD and/or AH were included into the study. Based on the results of clinical and instrumental data, the study sub-
jects were divided into 4 groups according to presence of OSAHS and the degree of its severity. The total CVR 
score was calculated by the PROCAM scale in all the patients. 

Results. In the study subpopulation of the patients with non-valvular AF associated with IHD and/or AH, the 
frequency rate of OSAHS was 72.78 %. The higher total PROCAM number was more characteristic for the second 
group of the patients compared to those of the first group (47 (39; 53) vs. 39 (33; 50) respectively; p < 0.01). Occur-
rence of AH, IHD, chronic heart failure (CHF), diabetes mellitus (DM) and dyslipidemia was higher in moderate 
and severe OSAHS patients than in non-OSAHS patients (p < 0.01). The strongest positive correlation links were 
found between the risk values by the PROCAM scale and indices of the apnea/hypopnea and hypoxemia parameters 
in the patients of the sample group (r = 0.341 and r = 0.289 respectively; р < 0.01). 

Conclusion. High prevalence of OSAHS in patients with non-valvular AF associated with IHD and/or AH has 
been revealed. The presence of OSAHS itself and growing severity of the course of this syndrome lead to higher 
CVR by the evaluation PROCAM scale in patients with non-valvular AF associated with IHD and/or AH. The per-


