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ВВЕДЕНИЕ

В течение последних лет в ряде зарубежных 
работ было предложено определение экспрес-
сии нейтрофилами CD64 (nCD64) для ран-
ней диагностики бактериальной инфекции 
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Приведены результаты исследований концентраций прокальцитонина и относительного 
количества и плотности экспрессии CD64 на нейтрофилах у пациентов с сепсисом, вызван-
ным грамотрицательными, грамположительными бактериями и грибами рода Candida. Наи-
более выраженное повышение относительного количества CD64+ нейтрофилов и плотности 
экспрессии этого маркера отмечалось у пациентов с грамотрицательным и грибковым сепси-
сом. При относительном количестве CD64+ нейтрофилов более 83% вероятность грамотри-
цательного или кандидозного сепсиса определяется с чувствительностью 87%, специфично-
стью 81%. Определена прямая корреляционная зависимость между уровнем прокальцитонина 
и nCD64. Уровень прокальцитонина в сыворотке пациентов с сепсисом также отличался в за-
висимости от возбудителей: максимальные концентрации определялись при сепсисе, вызван-
ном грамотрицательными бактериями, тогда как при грамположительном и кандидозном 
сепсисе повышение прокальцитонина было менее выражено. nCD64 является высоко чув-
ствительным и специфичным маркером бактериальной и грибковой инфекции и может быть 
использован для оценки эффективности терапии. Определение уровня экспрессии nCD64 по-
зволяет диагностировать сепсис, вызванный грамотрицательными бактериями, и сепсис, вы-
званный грибами рода Candida.
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и  сепсиса [1, 2, 3]. CD64 – высокоаффинный 
рецептор к  IgG – не экспрессируется в  нор-
ме зрелыми нейтрофилами крови. Появле-
ние в кровотоке ЛПС, продуктов расщепления 
компонентов комплемента, провоспалитель-
ных цитокинов и активация эндотелия сосудов 
приводит к быстрому повышению экспрессии 
CD64 на нейтрофилах [3]. Li S. с  соавтора-
ми (2013) проанализировали 26 исследований, 
включавших около 4 тыс. человек, и определи-
ли чувствительность (76%) и  специфичность 
(85%) метода для диагностики сепсиса [4]. Ди-
намичность этого показателя позволяет ис-
пользовать его как для ранней диагностики 
сепсиса [5], так и для оценки эффективности 
терапии [6]. При эффективной антибиотико-
терапии уровень экспрессии nCD64 снижается 
в течение суток и опережает улучшение клини-
ческой симптоматики у септических больных 
в течение последующих 2–3 дней [2].

В лабораторной практике возможно опреде-
ление как относительного количества CD64+ 
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нейтрофилов, так и плотности экспрессии это-
го маркера. Наименее удобным способом оценки 
плотности экспрессии нейтрофилами CD64 яв-
ляется использование величины средней интен-
сивности флуоресценции (MFI) положительного 
пика, что связано с трудностями стандартизации 
межлабораторных результатов. Для стандартиза-
ции метода был разработан коммерческий набор 
реагентов, включающий специальные частицы 
со стандартным числом молекул флюорохро-
мов. При использовании такого набора плотность 
экспрессии оценивается по расчетному индексу, 
учитывающему среднюю интенсивность флюо-
ресценции пика клеток, связавшихся с антите-
лами к CD64, и среднюю интенсивность флюо-
ресценции частиц. Включение в состав набора 
частиц и программы расчета индекса плотности 
экспрессии CD64 привело к высокой себестои-
мости исследования, что затрудняет его исполь-
зование для мониторирования состояния паци-
ентов с тяжелыми бактериальными инфекциями 
и сепсисом. В нашем исследовании использует-
ся методика оценки плотности экспрессии CD64 
по расчетному индексу, учитывающему среднюю 
интенсивность флюоресценции пика клеток, свя-
завшихся с антителами к CD64, и среднюю ин-
тенсивность флюоресценции пика негативного 
контроля – клеток, связавшихся с изоспецифи-
ческими антителами.

Несмотря на то, что определение nCD64 ши-
роко используется для диагностики бактери-
альных инфекций и сепсиса, существуют за-
метные различия в  оценке диагностической 
значимости теста, связанные с отличиями как 
между способами оценки уровня nCD64, так 
и между выбранными исследователями поро-
говыми значениями (cut-off). Кроме того, как 

правило, не учитывается природа возбудите-
лей бактериальных инфекций.

Цель работы: оценить диагностическую зна-
чимость определения относительного количе-
ства нейтрофилов, экспрессирующих CD64, 
и плотности экспрессии этого маркера в диа-
гностике сепсиса в зависимости от природы воз-
будителя и в сравнении с прокальцитонином.

МАТЕРИАЛЫ И  МЕТОДЫ

Обследованные лица
В динамике наблюдали пациентов отделе-

ний реанимации и интенсивной терапии ФГБУ 
Всероссийский центр экстренной и радиаци-
онной медицины им. А. М. Никифорова МЧС 
России. Исследовали периферическую кровь, 
взятие которой осуществлялось от 1 до 15 раз 
в зависимости от длительности пребывания па-
циента в отделении.

Диагноз «сепсис» устанавливался в соответ-
ствии с  клиническими критериями (ACCP/ 
/SCCM Cosensus Conference commitee, 1992). Во 
всех случаях клинический диагноз был под-
твержден положительными результатами бак-
териологических посевов крови.

В зависимости от этиологии микроорганиз-
мов были выделены группы: «грамотрицатель-
ный сепсис», «грамположительный сепсис», 
«кандидозный сепсис» (табл. 1). Оценку орган-
ной дисфункции проводили в баллах по шка-
ле SOFA.

У 8 человек группы «грамотрицательный 
сепсис» (15 наблюдений) отмечалось развитие 
септического шока.

Таблица 1. Характеристика групп «грамотрицательный сепсис», «грамположительный сепсис», «кандидозный 
сепсис»

Группа Число 
пациентов

Число 
наблюдений Возраст, лет Органная дис-

функция, баллы Возбудитель

«Грамотрицательный 
сепсис» 11 50 57,9 ± 11,6 9,4 ± 2,1

P. aeruginosa
K. pneumoniaе
A. baumannii

«Грамположительный 
сепсис» 11 16 56,2 ± 12,3 9,3 ± 2,4

S. aureus,
S. epidermis,

S. haemolyticus
C. amycolatum

E. faecium

«Кандидозный
сепсис» 3 15 83,7 ± 4,4 10,0 ± 1,6

C. glabrata
C. tropicalis
C. famata
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Обследования включали: бактериологиче-
ский посев, определение концентрации про-
кальцитонина, определение относительного 
количества нейтрофилов, экспрессирующих 
CD64 и  определение плотности экспрессии 
CD64 на нейтрофилах.

Статистическая обработка результатов прово-
дилась с помощью пакета программ Statistica 5.0.  
Для расчета взаимосвязей использовали не-
параметрический корреляционный анализ по 
Спирмену. Для сравнения групп использовали 
критерий Манна-Уитни. Для определения то-
чек cut-off, чувствительности и специфичности 
метода проводили ROC-анализ.

Бактериологический посев
Сбор материала проводили стандартными 

методами: кровь засевали на две пары флако-
нов Bact/Alert 3D (БиоМерье, Франция), ин-
кубировали. Выделенные микроорганизмы 
идентифицировали с использованием бактери-
ологического анализатора VITEK2 (БиоМерье, 
Франция), определение чувствительности к ан-
тибактериальным препаратам проводили авто-
матическим методом, применяя соответствую-
щие карты.

Определение сывороточной концентрации 
прокальцитонина

Полуколичественное определение прокаль-
цитонина пациентам группы «сепсис» про-
водили методом иммунохроматографии с ис-
пользованием тест-систем BRAHMS PCT-Q 
(Thermo scentific). Значимыми уровнями кон-
центрации являлись: <0,5 нг/мл, ≥0,5 нг/мл, 
≥2 нг/мл, ≥10 нг/мл.

Определение относительного количества 
CD64+ нейтрофилов

Кровь брали из локтевой вены, в качестве ан-
тикоагулянта использовали ЭДТА. Для обсле-
дования каждого пациента готовили 2 пробир-
ки. В первую вносили 50 мкл крови и антитела 
IgG1FITC, CD14PE, CD16PC5, CD45PC7, во 
вторую – 50 мкл крови и антитела CD64FITC, 
CD14PE, CD16PC5, CD45PC7 (Beckman Coulter, 
США). Инкубировали 15 мин в темноте. Для 
лизиса эритроцитов использовали VersaLyse 
по 500 мкл в каждую пробирку, инкубирова-
ли 15 мин в  темноте. Пробы однократно от-
мывали фосфатно-солевым буфером в течение  
10 мин при 1500 об/мин. В пробирки вносили по 
250 мкл фосфатно-солевого буфера и анализи-
ровали на проточном цитофлюориметре Navios 
(Beckman Coulter, США). Для определения 

целевой популяции использовали многоэтап-
ное гейтирование. Популяцию нейтрофилов 
определяли как CD45+dimSSCbrightCD16+ клет-
ки. Накапливали до 20000 событий в регионе 
целевой популяции. Первая пробирка исполь-
зовалась для оценки неспецифического свя-
зывания с антителами (негативный контроль). 
Анализ второй пробирки позволял оценить от-
носительное количество CD64+ нейтрофилов 
от их общей популяции. В качестве внутренне-
го позитивного контроля использовали попу-
ляцию моноцитов (CD14+SSCdim клетки), кон-
ститутивно экспрессирующих CD64.

Определение плотности экспрессии CD64  
на нейтрофилах

Плотность экспрессии CD64 на нейтрофи-
лах оценивали с  использованием расчетного 
индекса РИ, который определяли как частное 
от деления средней интенсивности флюорес-
ценции (MFI) нейтрофилов после связывания 
с  моноклональными антителами к  CD64 на 
среднюю интенсивность флюоресценции нега-
тивного контроля: РИ = MFInCD64+/MFIk.

РЕЗУЛЬТАТЫ

nCD64
В табл.  2 представлены результаты иссле-

дования относительного количества CD64+ 
нейтрофилов и  плотности экспрессии это-
го маркера у пациентов с сепсисом различной 
этиологии.

У пациентов с грамположительным сепси-
сом отмечалось наименее выраженное повыше-
ние относительного количества nCD64 и плот-
ности экспрессии этого маркера (табл.  2). 
У  пациентов группы «кандидозный сепсис» 
относительное количество нейтрофилов, экс-
прессирующих CD64, и плотность экспрессии 
CD64 достоверно превышало таковые у паци-
ентов с сепсисом, вызванным грамположитель-
ными бактериями (p<0,001).

Максимальные значения относительного ко-
личества nCD64 и плотности экспрессии этого 
маркера отмечались у пациентов с грамотрица-
тельным сепсисом, они статистически досто-
верно превышали показатели группы «грам-
положительный сепсис» (p<0,001). Случаи 
развития септического шока отмечались только 
в этой группе больных, при этом относитель-
ное количество CD64+ нейтрофилов превыша-
ло 98% с плотностью экспрессии более 8,1.

На основании анализа полученных резуль-
татов были определены пороговые значения 
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(cut-off) nCD64 для диагностики сепсиса, вы-
званного грамотрицательной микрофлорой или 
грибами рода Candida. При относительном ко-
личестве CD64+ нейтрофилов более 83% веро-
ятность грамотрицательного или кандидозного 
сепсиса определяется с чувствительностью 87%, 
специфичностью 81%.

nCD64 и  прокальцитонин
У пациентов с сепсисом, вызванным грам-

отрицательными бактериями, в  60% случа-
ев отмечались максимальные концентрации 
прокальцитонина – более 2 нг/мл (рис.  1). 
У пациентов с грамположительным и канди-
дозным сепсисом в половине и более случаев 
отмечалось умеренное повышение прокальци-
тонина в диапазоне от 0,5 до 2 нг/мл. В груп-
пах «грамположительный сепсис» и «кандидоз-
ный сепсис» в 25 и 22% случаев соответственно 
концентрации прокальцитонина сохранялись 

в пределах нормальных значений. Таким обра-
зом, определение прокальцитонина наиболее 
информативно для диагностики сепсиса, вы-
званного грамотрицательными бактериями.

Определена прямая корреляционная зависи-
мость между содержанием прокальцитонина 
в сыворотке и показателями экспрессии CD64 
нейтрофилами крови (p<0,05). Вместе с тем при 
кандидозном сепсисе показатели nCD64 пре-
терпевали более выраженные изменения, чем 
прокальцитонин.

Изучение динамики изменений уровня про-
кальцитонина и nCD64 показало, что относитель-
ное количество нейтрофилов, экспрессирующих 
CD64, и плотность экспрессии CD64 являются 
более лабильными показателями, снижаясь в те-
чение суток при эффективной санации очага вос-
паления и корректной антибиотикотерапии.

ОБСУЖДЕНИЕ

При бактериальной инфекции основными 
клетками-эффекторами являются гемопоэти-
ческие клетки: популяции лейкоцитов и под-
вижные макрофаги воспалительного очага 
[7]. Взаимодействие Toll-подобных рецепторов 
(TLR) иммунокомпетентных клеток с бактери-
альными патогенассоциированными паттерна-
ми (PAMP) приводит к синтезу большого спект- 
ра цитокинов. Такие цитокины, как G-CSF 
и IFNγ способны индуцировать транскрипцию 
гена Fc gamma RI в нейтрофилах путем связы-
вания транскрипционных факторов STAT1 
и STAT3 с регуляторным элементом промотора 
этого гена GRR [8, 9]. Увеличение сывороточ-
ных концентраций других провоспалительных 
цитокинов (TNFα, IL-8, IL-12) также приводит 
к росту экспрессии CD64 на моноцитах и ней-
трофилах. Наименее выраженное повышение 

Таблица 2. Изменение относительного количества CD64+ нейтрофилов и плотности экспрессии этого маркера 
у обследованных лиц.

Группа
CD64+ нейтрофилы (%)

среднее ± среднее отклонение,
1 и 3 квартили

Плотность экспрессии CD64 (РИ)
среднее ± среднее отклонение,

1 и 3 квартили

«Грамположительный сепсис»     60,5 ± 18,6*,**
43,6–76,0

     3,1 ± 1,2*,**
2,0–3,8

«Кандидозный сепсис»    85,1 ± 14,7**
85,3–99,7

   5,6 ± 2,3**
3,5–7,5

«Грамотрицательный сепсис»   93,7 ± 5,83*
 93,4–99,5

 7,5 ± 3,6*
 4,1–8,3

Примечание: *, **, статистически достоверные отличия между группами (p<0,001).

13%

27%

60%

25%

50%

25%
22%

67%

11%

грам– грам+ кандидозный

<0,5 нг/мл >=0,5<2 нг/мл >=2 нг/мл

Рис. 1. Частота встречаемости различных концентраций 
прокальцитонина в сыворотке пациентов групп «грамотри-
цательный сепсис», «грамположительный сепсис» и «канди-
дозный сепсис».
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в периферической крови относительного коли-
чества нейтрофилов, экспрессирующих CD64, 
отмечается при вирусной инфекции [10] или ау-
тоиммунном воспалении [11] (в последнем слу-
чае в качестве лигандов TLR4 выступают эндо-
генные DAMP). Более выраженное повышение 
доли CD64+ нейтрофилов – при локальных бак-
териальных инфекциях [12, 13], максималь-
ное – при тяжелых бактериальных инфекциях 
и сепсисе [3].

«Прорыв» воспалительных медиаторов и бак-
териальных паттернов в  системный крово-
ток приводит к  системной воспалительной 
реакции с вовлечением эндотелия и макрофа-
гов-резидентов микрососудов паренхиматоз-
ных органов [7]. Экспрессия эндотелиоцитами 
TLR4 делает возможным его активацию соот-
ветствующими PAMP, главным образом, липо-
полисахаридами грамотрицательных бактерий, 
маннаном и  бета-глюканом Candida. В  рабо-
те B. Mc-Donald с соавторами (2013) показана 
важная роль TLR4-опосредованной активации 
эндотелия в привлечении нейтрофилов в сину-
соиды печени при введении ЛПС в системный 
кровоток мышей [14]. Активация TLR4 эндоте-
лия PAMP при бактериальной инфекции или 
DAMP при асептическом воспалении приво-
дит к экспрессии эндотелиоцитами TLR2 [15], 
распознающим основной мембранный антиген 
грамположительных бактерий – липотейхое-
вую кислоту. Активированному васкулярно-
му эндотелию принадлежит центральная роль 
в инициации и регуляции системного воспали-
тельного ответа при эндотоксемии и бактери-
альном сепсисе [16, 17]. Эндотелиоциты, акти-
вированные вследствие взаимодействия TLR4 
c ЛПС, становятся основными продуцента-
ми G-CSF [18] – ключевого цитокина грану-
лопоэза, индуцирующего пролиферацию и со-
зревание миелоидного ростка в костном мозге 
и экспрессию CD64 на нейтрофилах перифе-
рической крови. Среди нейтрофилов, образую-
щих монослой на активированном эндотелии 
преобладают CD64+ клетки [19]. Отмеченное 
нами более выраженное повышение экспрес-
сии CD64 нейтрофилами периферической кро-
ви при грамотрицательном и грибковом сепсисе 
по сравнению с грамположительным сепсисом, 
возможно, связано со способностью компо-
нентов клеточных стенок грамотрицательных 
бактерий и Candida активировать эндотелий, 
связываясь с TLR4. Достоверные отличия в спо-
собности грамотрицательных и грамположи-
тельных микроорганизмов стимулировать экс-
прессию nCD64 описаны в ряде исследований 

[11, 13]. Результаты работы Nguen Q. T. с соавто-
рами (2013) позволили высказать предположе-
ние о том, что при грамотрицательной инфек-
ции нейтрофилы активируются сильнее, чем 
при грамположительной [20].

Выявленные нами различия в сывороточных 
концентрациях прокальцитонина при сепсисе 
различной этиологии согласуются с результата-
ми ряда исследователей [21, 22]. Менее выражен-
ное повышение прокальцитонина у пациентов 
с  кандидемией по сравнению с  бактериеми-
ей отмечено в работе Charles P. E. и соавторов 
(2006) [23]. Leli C. с  соавторами (2015) были 
предложены пороговые значения концентра-
ции прокальцитонина для дифференциальной 
диагностики сепсиса, вызванного грамотрица-
тельными бактериями, от грамположительно-
го сепсиса (cut-off 10,8 нг/мл) и кандидозного 
сепсиса (cut-off 1,6 нг/мл) [22]. В нашем иссле-
довании получены сходные результаты.

В литературе имеются сообщения о том, что, 
помимо nCD64 и прокальцитонина, при грам- 
отрицательном сепсисе отмечаются более высо-
кие сывороточные концентрации С-реактивно-
го белка и IL-6 [24]. По-видимому, особенности 
строения клеточных стенок микроорганизмов 
и спектра бактериальных токсинов приводят 
к различиям в преобладающем иммунном отве-
те на грамотрицательную, грамположительную 
и грибковую микрофлору, а именно LPS грам- 
отрицательных бактерий является наиболее силь-
ным активатором клеток врожденного иммуни-
тета и индуктором синтеза медиаторов воспале-
ния – цитокинов и острофазных белков.

Особенность грамположительных бактерий 
в меньшей степени активировать иммуноком-
петентные клетки макроорганизма приводит 
к  затруднениям в  диагностике грамположи-
тельного сепсиса с использованием тестов на 
СРБ, прокальцитонин, IL-6, nCD64 и, вероят-
но, других не связанных с прямым выявлением 
возбудителя, методов и определяет необходи-
мость дальнейшего изучения иммунопатоге-
неза грамположительного сепсиса для поиска 
новых быстрых и специфичных лабораторных 
маркеров.
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The article presents the results of investigations of procalcitonin concentrations and the relative 
amount and density of expression of CD64 on neutrophils in patients with sepsis caused by gram-
negative, gram-positive bacteria and Candida. The most pronounced increase in the relative amount of 
CD64+ neutrophils and expression density of this marker was observed in patients with gram-negative 
and fungal sepsis. When the relative amount of CD64+ neutrophils more than 83% probability of gram-
negative or candidal sepsis is defi ned with a sensitivity of 87%, a specifi city of 81%. Determined a direct 
correlation between procalcitonin level and nCD64. The level of procalcitonin in the serum of patients 
with sepsis is also diff erent depending on causative agents: the maximum concentration determined 
in sepsis caused by gram-negative bacteria, whereas gram-positive and Candida sepsis procalcitonin 
increase was less pronounced. nCD64 is a highly sensitive and specifi c marker for bacterial and fungal 
infections and can be used to assess the eff ectiveness of therapy. Determination of the expression level 
nCD64 to diagnose sepsis caused by gram-negative bacteria, and sepsis caused by fungi of the genus 
Candida.
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