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В исследование включены 67 пациенток с начавшимся самопроизвольным выкидышем (СВ) 
и неразвивающейся беременностью (НБ). Пациенткам проводилось бактериологическое, бакте-
риоскопическое исследование, рН-метрия влагалища, а также взяты анализы мочи, содержащие 
десквамированные эпителиальные клетки влагалища, которые исследовали методом флуорес-
центной гибридизации in situ. Дисбиотический процесс (ДБ) влагалища пациенток с невынаши-
ванием беременности подтвержден рН-метрией влагалища, микроскопией, ПЦР в реальном времени 
y 59,7%, 62,7%, 52,7% женщин соответственно. ДБ влагалища, ассоциированный с гарднереллез-
ной биопленкой, выявлен методом ПЦР в реальном времени и FISH в 14,9%. Энтеробактерии в моче 
имели высокую частоту встречаемости у пациенток с дисбиозом влагалища (54,8%) и воспали-
тельными заболеваниями органов брюшной полости и/или малого таза (46,2%). 
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Ежегодно на свет появляются около 15 миллионов недоношенных детей, ко-
торые становятся главной причиной перинатальной смертности по всему миру [1]. 

Учитывая широкомасштабность проблемы невынашивания беременности, особую 
актуальность приобретают исследования, направленные на выявление этиопато-
генетических аспектов данного состояния [2]. За последние несколько лет опубли-
ковано много научных статей, подтверждающих связь досрочного прерывания 
беременности с нарушением микробной экосистемы нижнего полового тракта [3—
5]. Однако проблема остается нерешенной. Так, по данным нескольких исследо-
ваний, лечение дисбиоза влагалища с помощью антимикробных средств во время 
беременности не снижает уровень преждевременных родов [6—8]. Неэффектив-
ное лечение связано прежде всего с отсутствием расширенного представления 
о микрофлоре влагалища женщин [2; 6—8], что, в свою очередь, является следст-
вием несовершенной диагностики микробной составляющей влагалища. Сего-
дня в практической гинекологии широко используются культуральные и моле-
кулярные методы исследования микрофлоры влагалища [2; 9; 10]. 

Золотым стандартом диагностики дисбиотических процессов влагалища яв-
ляется количественная полимеразная цепная реакция (ПЦР/ПЦР в реальном вре-
мени), имеющая высокую чувствительность и специфичность [11]. Помимо вла-
галищных мазков, для диагностики дисбиоза влагалища с высокой точностью 
также используют первую порцию мочи [12], что делает возможным проведение 
количественной ПЦР неинвазивно. Это достигается благодаря смыву большого 
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количества эпителиоцитов влагалища во время мочеиспускания. Еще одно досто-
инство данного метода — быстрая готовность результатов (около 3 часов). 

Тем не менее, данный метод остается дорогостоящим и малодоступным для 
большей части населения. 

Сравнительно недавно для изучения микробной составляющей влагалища был 
предложен метод флуоресцентной гибридизации in situ (FISH). 

FISH — это молекулярный метод, используемый для идентификации и оп-
ределения количества микроорганизмов в различных материалах. Данная тех-
нология совмещает простоту микроскопического наблюдения и специфичность 
гибридизации ДНК/рРНК, что позволяет определять необходимые виды бактерий 
и изучать их морфологию. Для идентификации основных бактерий, вызывающих 
дисбиоз влагалища, с помощью метода FISH требуется всего около 3 часов [13; 14]. 

Любой биологический материал может быть изучен на наличие отдельных 
бактерий и целых бактериальных биопленок методом FISH, включая вагинальные 
мазки и десквамированные эпителиальные клетки в моче [14]. Использование 
мочи, а не влагалищиного мазка в качестве материала для исследования идеально 
в обследовании беременных женщин и женщин послеродового или послеаборт-
ного периода по многим причинам. Прежде всего это снижает риск инфекции. 
Во вторых, женщины перед посещением гинеколога как правило проводят туалет 
половых органов, смывая тем самым естественную флору влагалища и приводя 
тем самым к гиподиагностике. Также моча может быть собрана самостоятельно 
пациенткой в любое время дня, независимо от доктора и главное перед туале-
том влагалища [12; 14]. 

Особое место в практической медицине заслуженно занимает рН-метрия 
влагалища в диагностике дисбиоза. Помимо возможности проведения исследова-
ния в домашних условиях самостоятельно пациенткой данный метод — самый 
дешевый и быстрый, а также способен заменить практикующему врачу критерии 
Амселя и микроскопию мазка с оценкой по шкале Ньюджента для установления 
наличия дисбиоза влагалища [15]. Однако для установления этиологии дисбиоза 
влагалища данный метод не годится. 

Цель исследования: оценить состояние микрофлоры влагалища пациенток 
с невышаниваем беременности, используя рН-метрию, микроскопию мазка, ко-
личественную ПЦР влагалищного мазка и FISH мочевого осадка. 

Материалы и методы исследования. Исследование проводилось на базе 
гинекологического отделения ГКБ № 12 с января 2015 г. по сентябрь 2015 г. Для 
проведения исследования выбраны женщины, которые находились на стационар-
ном лечении с диагнозом «Неразвивающаяся беременность» или «Начавшийся 
самопроизвольный выкидыш». У всех пациенток взято письменное согласие 
на проведение клинического исследования. 

Проспективно обследованы 67 пациенток с СВ и НБ в 1 триместре беремен-
ности до проведения прерывания беременности при необходимости. У пациенток 
взяты влагалищные мазки для проведения бактериоскопического анализа и ПЦР 
в реальном времени методом Фемофлор 17, анализ мочи методом FISH на пред-
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мет Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae и Enterobacteriaceae. Самостоятельно 
пациентками проведена рН-метрия влагалища с использованием лакмусовых бу-
мажек. 

Критерии исключения: пациентки со специфическим вагинитом, положи-
тельными результатами RW, HBS, HCV, ВИЧ; пациентки, которым проводили 
антибиотикотерапию во время беременности и после выкидыша. 

Для проведения анализа мочи методом FISH пациентки не проводили туа-
лет мочеполовых путей за сутки до сдачи анализа и до проведения прерывания 
беременности по показаниям. Кроме того, требовалась первая порция мочи, ко-
торая содержит наибольшее количество десквамированных эпителиальных кле-
ток влагалища. 

Собранную мочу подвергали центрифугированию при 7000 оборотах в мину-
ту в течение 6 минут. После слива надосадочной жидкости к полученному мочево-
му осадку добавляли 2 мл фиксатора Карнуа, состоящего из 6 частей абсолют-
ного этанола, 6 частей ледяной уксусной кислоты и 1 части чистого хлороформа. 
Фиксированный материал содержали при комнатной температуре в пробирках. 
После этого материл отправляли в лабораторию, где проводили дальнейшую об-
работку. На предметном стекле очерчивали квадраты парафиновым карандашом 
размером 5×5 мм для выделения места гибридизации. Фиксированный материал 
вортексировали и вносили по 5 мкл в квадрат с помощью пипетки. Стекла марки-
ровали соответственно номеру истории болезни пациенток и помещали в термо-
стат при 52 °С на 30 минут для высыхания. 

Далее готовили раствор для гибридизации. В эппендорф на 2 мл добавляли 
360 мкл 5 М NaCl, 40 мкл 1 М Tris-HCl (pH 7,4), 10 мкл SDS 10% (содиум додецил 
сульфат натрия), 20 мкл Formamid (Merck), 1200 мкл дистиллированной воды. Рас-
твор помещали в термостат на 15 мин при 46 °С. 

0,5 мкл мочевого осадка добавляли к 50 мкл раствора для гибридизации 
и данную смесь инкубировали в течение 1 часа при 46 °С. 

В это время начинали приготовление водного буферного раствора, состоящего 
из 2150 мкл 5 М NaCl, 46,4 мл Н2О, 1000 мкл 1 М Tris-HCl (pH 7,4), 30 мкл SDS 
10% и 500 мкл EDTA 0,5 М. 

После инкубации пробы промывали дистиллированной водой и далее инку-
бировали в водной бане при температуре 48 °С в течение 5 мин, после чего по-
вторно промывали дистиллированной водой и сушили в термостате при 50 °С в те-
чение 5 мин в темноте. 

После сушки исследуемый материал помещали на предметное стекло и по-
крывали 50 мкл раствора DAPI. Далее инкубировали в течение 5 мин при ком-
натной температуре, после чего материал промывался дистиллированной водой 
и высушивался в течение 5 мин в темноте в термостате при 50 °С. 

Для подсчета бактерий использовались зонды, окрашенные флуоресцентными 
красками Су3 (оранжевая краска), Су5 (красная краска) и DAPI (синяя краска). 
Использовались зонды GardV, Ato, и Ebac, которые присоединялись к образцам, 
отмечая Gardnerella vaginalis, Atopobium vaginae, Enterobacteriaceae соответст-
венно. 
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Подсчет эпителиальных клеток в области гибридизации 5×5 мм суммировался 
и пересчитывался в количество эпителиоцитов на 1 мл мочевого осадка. Общая 
концентрация адгезивных бактерий рассчитывалась путем сложения среднего 
значения бактерий на 1 эпителиоцит и количества эпителиоцитов на 1 мл моче-
вого осадка. 

Материал просматривался под иммульсией с помощью флуоресцентного 
микроскопа Nicon e600 и фотографировался на камеру Nikon. 

Результаты исследования и обсуждение. Всего обследовано 67 пациенток: 
40 (59,7%) повторнобеременных, из которых 27 (40,3%) — со спорадическим 
выкидышем и 13 (19,4%) — с привычным невынашиванием, и 27 (40,3%) пер-
вобеременных женщин. 

Средний возраст пациенток составил 30 лет. Из них средний возраст перво-
беременных составил 27 лет, а повторнобеременных — 31 год. 

26 (38,8%) пациенток не отметили имеющихся или перенесенных гинеколо-
гических и соматических заболеваний. При опросе остальных 41 (61,2%) паци-
енток выявлена следующая картина: у 15 пациенток (22,4%) — воспалительные 
заболевания органов малого таза (ВЗОМТ) в анамнезе; 13 (19,4%) женщин пере-
несли оперативные вмешательства в органах брюшной полости, из них 9 (13,4%) 
выполнены лапаротомическим, 2 (3%) лапароскопическим методом, а 2 (3%) па-
циентки имели как лапаротомическую, так и лапароскопическую операции в анам-
незе; 8 (12%) пациенток отметили раздельное диагностическое выскабливание 
(РДВ) в анамнезе (рис. 1). 

 
Рис. 1. Гинекологический и соматический анамнез 

пациенток с невынашиванием беременности 

Среди пациенток с привычным невынашиванием беременности (13 человек — 
19,4%) в анамнезе только 4 (6%) отметили предгравидарную подготовку, вклю-
чающую прием гормональных средств. Еще 15 (22,4%) женщин принимали про-
гестагеновые гормональные средства во время текущей беременности. 

отсутствие заболеваний

ВЗОМТ

оперативные вмешательства в органах брюшной полости

РДВ 
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При поступлении в стационар больше всего предъявлено жалоб на кровяные 
выделения из половых путей умеренного характера, сопровождающиеся схватко-
образными болями внизу живота умеренного характера (50 пациенток — 74,6%), 
1 женщина с острым пиелонефритом предъявила жалобы на повышение темпе-
ратуры тела до 38,8 °С (1,4%) и кровяные выделения из половых путей умерен-
ного характера. 12 (18%) пациенток имели жалобы при поступлении на бели 
и схваткообразные боли внизу живота умеренного характера, и 4 (6%) женщины 
с НБ не имели активных жалоб (табл. 1). 

Таблица 1 
Жалобы при поступлении пациенток с невынашиванием беременности 

Кровяные выделения из половых путей и схваткообразные боли внизу живота 74,6% 

Бели и схваткообразные боли внизу живота 18% 

Повышение температуры тела до 38,8°С, кровяные выделения из половых путей 
и схваткообразные боли внизу живота 

1,4% 

Отсутствие активных жалоб  6% 

 
Среди 67 обследованных пациенток 38 (56,7%) имели НБ. Из остальных 29 

(43,2%) пациенток с диагнозом при поступлении «Начавшийся СВ» 11 (16,4%) 
пациенткам сохранить беременность не удалось. 

рН-метрия влагалища проводилась пациентками самостоятельно с помощью 
лакмусовой бумажки. У всех пациенток с жалобами при поступлении на бели 
(12 пациенток — 18%) рН-метрия влагалища показала щелочную среду (рН > 4,5). 
У 51 пациентки (76%) при поступлении были жалобы на умеренные кровяные 
выделения из половых путей, для которых характерна щелочная рН, в связи с чем 
данная группа пациенток рН-метрию влагалища проводила после завершения 
гематостатической терапии с целью получения точных результатов. Щелочная 
среда влагалища, по данным рН-метрии, выявлена у 28 пациенток данной группы 
(рН > 4,5). Таким образом, наличие дисбиоза влагалища, по результатам рН-
метрии влагалища, подтверждена у 40 (59,7%) обследованных женщин, у 28 из ко-
торых (41,2%) дисбиоз носил бессимптомный характер. 

При ознакомлении с анамнезом 7 (10,4%) пациенток имели перенесенные 
ВЗОМТ, 3 (4,5%) — РДВ слизистой матки и 4 (6%) — оперативные вмешатель-
ства в органах брюшной полости. Таким образом, только 14 (20,6%) пациенток 
с дисбиотическим процессом, подтвержденным рН-метрией, имели воспалитель-
ные заболевания в анамнезе. 

Результаты бактериоскопии показали бактериальный вагиноз у 10 пациенток 
(14,9%), что подтвердилось наличием «ключевых» клеток и отсутствием лейко-
цитов. Кандидозный кольпит выявлен только у 1 первобеременной пациентки 
(1,5%). Помимо кандидозного кольпита ДБ во влагалище с воспалительным про-
цессом протекал еще у 32 (47,8%) пациенток. 

В общей сложности ДБ во влагалище с воспалительным процессом или без 
него, по данным бактериоскопии, выявлен у 6 (9%) женщин с ВЗОМТ в анамнезе, 
4 (6%) женщин с перенесенной лапаротомической операцией и 4 женщин с ла-
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пароскопией в анамнезе, 3 (4%) женщин с РДВ слизистой матки в анамнезе. Таким 
образом, из 42 (62,7%) пациенток с дисбиотическим процессом во влагалище, 
по данным бактериоскопии, только 13 (19,4%) пациенток имели воспаление в ор-
ганах малого таза и брюшной полости в анамнезе. 

По результатам FISH, ДБ во влагалище, вызванный гарднереллезной био-
пленкой, выявлен всего у 10 (14,9%) пациенток. У всех 10 пациенток в гардне-
реллезной биопленке обнаружены Atopobium vaginae. Однако у 3 (4%) пациенток 
обнаружены дисперсные формы Atopobium vaginae вне гарднереллезной биоплен-
ки. Кроме того, 2 (3%) пациентки имели повышенное количество как Gardnerella 
vaginalis (8—10 в эпителиоците), так и Atopobium vaginae (10—12 в эпителио-
ците), однако их количество не превышало 20 в эпителиоците влагалища, что, 
возможно, указывает на начало формирования гарднереллезной биопленки 
(рис. 2). 

 

 
Рис. 2. Гарднереллез
ассоциированная биопленка 

у пациентки с начавшимся СВ 

Среди пациенток с дисбиотическим процессом, вызванным гарднереллез-
ной биопленкой, 3 (4%) пациентки имели в анамнезе оперативные вмешательства 
в органах брюшной полости (2 лапаротомические и 1 лапароскопические), осталь-
ные 7 (10,4%) пациенток не имели заболеваний в анамнезе. 

Отмечена высокая частота встречаемости Enterobacteriaceae с гарднерел-
лезной биопленкой. Так из 10 пациенток с гарднереллезной биопленкой 8 (11,9%) 
имели Enterobacteriaceae. В общей сложности Enterobacteriaceae, по результатам 
FISH, выявлены у 31 (46,2%) женщины. Однако следует иметь в виду, что Entero-
bacteriaceae обнаружены в самом мочевом осадке, а не во влагалищном эпите-
лиоците, что указывает на имеющиеся заболевания мочевых органов. Несмотря 
на такие результаты, только 2 (3%) пациентки отметили хронический цистит 
и пиелонефрит в стадии ремиссии и 1 (1,5%) пациентка поступала в отделение 
с острым циститом. Что касается общего анализа мочи, то лейкоцитурия выяв-
лена лишь у 17 (25,4%) пациенток с обнаруженными Enterobacteriaceae по FISH 
(рис. 3). 
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Рис. 3. Энтеробактерии в мочевом осадке у пациентки 

с невынашиванием беременности 

Выявлена связь высоких значений Enterobacteriaceae с перенесенными вос-
палительными процессами в органах малого таза и брюшной полости у повторно-
берменных пациенток с СВ — 9 (13,4%) ВЗОМТ, 4 (6%) с оперативными вмеша-
тельствами в органах брюшной полости и 4 (6%) с РДВ слизистой матки. Итого, 
у 17 пациенток из 31 обнаружены энтеробактерии (54,8%). 

По результатам ПЦР в реальном времени 12 (17,9%) пациенток имели уме-
ренный дисбиоз влагалища с превышением уровня нормы факультативных ана-
эробов — энтеробактерий, 10 (14,9%) пациенток — выраженный дисбиоз вла-
галища с преобладанием облигатных анаэробов (Gardnerella vaginalis/Prevotella 
bivia/Porphyromonas spp.), 6 (9%) пациенток — умеренный дисбиоз c превышением 
уровня нормы факультативных анаэробов — энтеробактерий и присутствием 
дрожжеподобных грибов, 6 (9%) пациенток — умеренный дисбиоз с преобла-
данием облигатных анаэробов (Gardnerella vaginalis/Prevotella bivia/Porphyro-
monas spp.) и присутствием Mycoplasma hominis, и 6 (4,5%) пациенток — умерен-
ный дисбиоз с превышением нормальных значений факультативных анаэробов — 
стрептококков и энтеробактерий. Atopobium vaginae обнаружен во всех образцах 
с гарднереллезными биопленками и 3 образцах с нормальными значениями 
гарднерелл. 

Таким образом, согласно данным, полученным из ПЦР в реальном времени 
методом Фемофлор 17, ДБ подтвержден у 37 (55,2%) пациенток, из них 33 (49,3%) 
пациентки со спорадическим выкидышем и 4 (6%) пациентки с привычным не-
вынашиванием. 

Стоит отметить, что все пациентки с невынашиванием беременности имели 
оперативные вмешательства в органах брюшной полости (1 лапаротомическую 
и 3 лапароскопические). Из пациенток с СВ 10 (14,9%) пациенток имели ВЗОМТ 
в анамнезе, 3 (4,5%) пациентки — оперативные вмешательства в органах брюш-
ной полости в анамнезе и 1 (1,5%) пациентка — раздельное диагностическое 
выскабливание слизистой матки в анамнезе. 

Выводы 
1. Невынашивание беременности в 1 триместре более характерно для повтор-

нобеременных пациенток со спорадическим выкидышем (40,3%) в анамнезе с вос-
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палительными заболеваниями органов малого таза и/или органов брюшной по-
лости (22,4% и 19,4% соответственно) и дисбиотическими процессами влагалища 
во время текущей беременности (55,2%, 62,7%). 

2. Отмечена высокая частота встречаемости пациенток с энтеробактериями 
в моче и перенесенными воспалительными процессами (54,8%), а также дис-
биотическими процессами влагалища (46,2%). 

3. рН-метрия влагалища является дешевым, быстрым и удобным методом, 
позволяющим женщинам самостоятельно, без помощи врача, выявлять дисбио-
тические процессы во влагалище, что особенно важно для беременных. Однако 
для диагностики дисбиоза влагалища этот метод идеален лишь при отсутствии 
кровяных выделений из половых путей. 

4. Дисбиотические процессы влагалища, по результатам бактериоскопии 
и ПЦР в реальном времени, выявлены у большей части пациенток с невынаши-
ванием беременности (62,7% и 55,2% соответственно). 

5. Гарднереллезная биопленка, по данным FISH, выявлена в 14,9% случаев. 
Помимо Gardnerella vaginalis, составлящей гарднереллезной биопленки был Ato-
pobium vaginae. Эти же результаты подтвердились при исследовании влагалищ-
ного мазка методом ПЦР в реальном времени. 

6. Пациентки с невынашиванием беременности, имеющие гарднереллезные 
биопленки, возможно, страдают скрытыми формами заболеваний органов моче-
половой системы. 

7. Неспецифический вагинит больше характерен для пациенток с невына-
шиванием беременности (32,8%), чем бактериальный вагиноз (14,9%). 
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DIAGNOSIS OF BIOCENOSIS OF THE VAGINA 
OF WOMEN WITH RECURRENT MISCARRIAGES 

G.Ph. Totchiyev, A.E. Akhmedova, S.R. D. Konnon, 
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Miklukho-Maklay str., 6, Moscow, Russia, 117198 

We investigated the vaginal microbiome of 67 patients with threatened pregnancy using bacterio-
scopic method and qPCR of vaginal swabs, vaginal pH measurement, and FISH to evaluate desquamated 
epithelial cells of vagina in urine sediments. Vaginal dysbiosis of women with miscarriage was detected 
by evaluation of vaginal pH, vaginal swabs bacterioscopy, qPCR in 59,7%, 62,7% and 52,7% of women 
respectively. Gardnerella vaginalis associated vaginal dysbiosis was determined by qPCR and FISH in 14,9% 
of women. Enterobacteriaceae in urine sediments were highly presented in women with vaginal dysbiosis 
(54,8%) and pelvic and/or abdominal cavity inflammatory diseases (46,2%). 

Key words: vaginal dysbiosis, miscarriage, vaginal pH evaluation, qPCR, FISH, Gardnerella biofilms, 
Enterobacteriaceae 




