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Staphylococcus epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, 
S. simulans с одной стороны, могут являться контаминан-
тами при нарушении качества сбора материала у больных 
без факторов риска развития бактериемии и сепсиса. С 
другой стороны они могут иметь этиологическое значе-
ние, особенно у недоношенных и иммунокомпромитиро-
ванных детей. Для доказательства их этиологической ро-
ли требуется проведение неоднократных посевов крови 
(не менее двух). КОС могут иметь значение при катетер-
ассоциированных инфекциях (КАИК), в этом случае 
параллельно забирается кровь вначале из интактной (не 
катетеризированной) вены, затем из катетера, при необ-
ходимости можно исследовать сам катетер.

Микомицеты обнаружены в крови трижды: два штам-
ма Candida albicans и один штамм Candida parapsilosis. 
При возникновении кандидемии вероятность развития 
кандидозного сепсиса во время госпитализации увели-
чивается в два раза, продолжительность лечения — на 
13-30 дней, стоимость лечения — в 1,5-5 раз [1], поэто-
му раннее выявление этиологии инвазивной инфекции 
имеет решающее значение.

При выделении типичных патогенов, таких как 
Staphylococcus aureus, представителей порядка Enter-
obacterales, Pseudomonas aeruginosa, грибов имеет диа-
гностическую значимость даже одна положительная 
гемокультура. Выделение микроорганизмов, которые 
являются кожными сапрофитами, и могут контаминиро-
вать пробу (КОС, Corynebacterium sp.) для подтвержде-
ния истинной бактериемии требуется минимум две по-
ложительные гемокультуры [1].

Одними из наиболее информативных с клинической 
точки зрения критериев сепсиса является обнаруже-
ние белков, выявляемых в острую фазу инфекционно-
го воспаления, таких как прокальцитонин (ПКТ, PCT), 

С-реактивный белок. Определение их концентрации 
в сыворотке используется для экспресс-диагностики 
сепсиса. Повышение концентрации PCT≥2 нг/мл, 
С-реактивного белка >5 мг/л происходит только при 
системном ответе организма на бактериальную инфек-
цию.

У пациентов, выделяющих из крови штаммы S. epi-
dermidis № 16-19 и S. haemolyticus № 23-24 прокальци-
тонин и С-реактивный белок не определяли в связи с до-
казанным случаем вызванным вирусом, отсутствия яв-
ных признаков сепсиса, в данном варианте выделенные 
микроорганизмы явились контаминантами (табл. 2).

В 13 положительных проб (9,5%) наблюдалась ассо-
циация микроорганизмов, состоящая преимущественно 
из двух культур (табл. 3). Большинство из них свиде-
тельствуют о контаминации при сборе крови. Выделе-
ние в составе ассоциаций таких микроорганизмов как  
S. aureus, Serratia marcescens, Streptococcus agalactiae, 
Enterococcus faecalis, Enterococcus sp., свидетельству-
ет об их этиологической роли, второй микроорганизм 
явился контаминантом. При сборе крови через катетер 
выделенные ассоцианты свидетельствуют о его колони-
зации, а не истинной бактериемии.

Обоснование этиологической роли ассоциаций ми-
кроорганизмов выделенных из крови затруднено. Это 
связано в первую очередь с трудностями сбора крови у 
глубоконедоношенных детей и с экстремально низкой 
массой тела, во-вторых, если кровь забрана через кате-
тер, нельзя исключить КАИК или колонизацию катете-
ра. В ассоциации № 11, Serratia marcescens, несомненно, 
является этиологически значимым патогеном, и свиде-
тельствует о внутрибольничном инфицировании. Из 
крови, забранной через в первые сутки после рождения 
до назначения антибиотиков, выделен в ассоциации № 9 

Этиология бактериемии и фунгемии у детей многопрофильного стационара (%), n=153.
*КОС – коагулазоотрицательные стафилококки (Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus hominis, Staphylococcus simu-
lans).
**НГОБ – неферментирующие грамотрицательные бактерии (Pseudomonas aeruginosa, Ralstonia pickettii).
***Представители порядка Enterobacterales включали следующие виды: Esherichia coli, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Rahnella aquati-
lis, Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae.
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Т а б л и ц а  2
Бактериемия, фунгемия, маркёры системного воспаления (прокальцитонин, С-реактивный белок) у недоношенных детей, с низкой 

массой тела

№ п/п Гемокультура Результат РСТ, нг/мл СРБ, мг/л Установленный диагноз
1. Escherichia coli - 41,55 сепсис
2. Escherichia coli - 19,0 ранний неонатальный сепсис
3. Escherichia coli - - ранний неонатальный сепсис
4. Escherichia coli 6,61 13,57 сепсис
5. Escherichia coli - 11,0 ранний неонатальный сепсис
6. Haemophilus influenzae - 88,03 ранний неонатальный сепсис
7. Streptococcus agalactiae - 0,34 ранний неонатальный сепсис
8. Staphylococcus aureus - 12,35 внутриутробная пневмония, сепсис
9. Candida albicans - 15,03 ранний неонатальный сепсис
10. Staphylococcus epidermidis - 3,55 сепсис
11. Staphylococcus epidermidis 0,33 - внутриутробная пневмония
12. Staphylococcus epidermidis 0,37 0,84 ранний неонатальный сепсис
13. Staphylococcus epidermidis 0,85 64,80 сепсис
14. Staphylococcus epidermidis - 0,76 внутриутробная пневмония
15. Staphylococcus epidermidis - 28,03 внутриутробная пневмония
16. Staphylococcus epidermidis - - внутриутробная пневмония
17. Staphylococcus epidermidis - - внутриутробная пневмония
18. Staphylococcus epidermidis - - внутриутробная пневмония
19. Staphylococcus epidermidis - - внутриутробная пневмония
20. Staphylococcus haemolyticus - 0,49 ранний неонатальный сепсис
21. Staphylococcus haemolyticus - 2,32 ранний неонатальный сепсис
22. Staphylococcus haemolyticus - 11,28 ранний неонатальный сепсис
23. Staphylococcus haemolyticus - - ранний неонатальный сепсис
24. Staphylococcus haemolyticus - - внутриутробная пневмония
25. Staphylococcus simulans - 15,44 внутриутробный сепсис
26. Corynebacterium sp. 1,24 13,81 внутриутробный сепсис

Т а б л и ц а  3
Ассоциации микроорганизмов в гемокультуре, выделенные из крови, забранной из вены или центрального 

венозного катетера (n=13)
№ п/п Состав ассоциаций Количество Интерпретация

1. Staphylococcus epidermidis + Staphylococcus hominis 2 Ассоцианты являются 
контаминантами или коло-

низировали катетер
2. Staphylococcus epidermidis + Staphylococcus haemolyticus 2
3. Staphylococcus epidermidis + Staphylococcus haemolyticus + Streptococcus viridans 1
4. Staphylococcus epidermidis + Corynebacterium sp. 1
5. Staphylococcus epidermidis + Streptococcus viridans 1
6. Streptococcus oralis/mitis + Staphylococcus hominis 1
7. Staphylococcus epidermidis + Enterococcus faecalis 1 КОС явился контаминан-

том, второй микроорга-
низм является этиологиче-

ски значимым

8. Staphylococcus epidermidis + Enterococcus sp. 1
9. Staphylococcus epidermidis + Streptococcus agalactiae 1
10. Staphylococcus epidermidis + Staphylococcus aureus 1
11. Staphylococcus haemolyticus + Serratia marcescens 1

Streptococcus agalactiae, который имеет этиопатогенети-
ческое значение, имело место внутриутробное инфици-
рование плода.

Современные специальные готовые коммерческие 
флаконы [9], позволяют обнаружить рост большинства 
микроорганизмов в течение 6-8 ч инкубации (до 24 ч), 
что позволяет уже через 24-48 ч получить результаты 
точной идентификации возбудителя и его антибиотико-
грамму. В зависимости от возможностей лаборатории 
оптимально иметь в работе минимум два вида флаконов 
для посева крови: один для визуального учёта роста ми-

кроорганизмов, другой для автоматического анализатора 
гемокультур. При большом количестве проб крови удоб-
нее применять автоматический анализатор гемокультур, 
так как бактериолог не тратит время на их просмотр, и 
устраняются возможные ошибки визуального учёта – 
анализатор тестирует химический сенсор, чувствитель-
ный к уровню СО2, продуцируемому микроорганизмами 
в процессе роста, флакона каждые 10 мин и не зависит от 
освещения, и более надежен, чем глаз человека. С дру-
гой стороны в автоматический анализатор BACTEC не 
рекомендуется ставить флаконы с кровью, которые уже 
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инкубировали в термостате и поставили в анализатор 
через 6-12 ч, так как в них при росте микроорганизмов 
может уже накопиться определённый уровень СО2, кото-
рый прибор при постановке в него считает за начальный, 
а в процессе последующей инкубации этот уровень СО2 
не увеличится. Системы для гемокультур «Signal» - это 
флакон с 84 мл питательного бульона с факторами роста. 
Они имеют специальные прозрачные индикаторы роста, 
которые помещают сверху на флакон, куда уже произве-
дён посев крови с соблюдением всех правил стерильно-
сти, после инкубации его при 36±1° С в течение 1 часа. 
Общая длительность инкубации флакона с посевом и 
присоединенным индикатором роста 7 дней, просмотр 
системы производится два раза в день. Положительная 
культура крови, демонстрирующая рост микроорганиз-
мов, определяется внешним видом кровяно-бульонной 
смеси в прозрачном индикаторе роста выше запорного 
приспособления. Бульон с сердечно-мозговым экстрак-
том с 0,025% SPS, СО2 и вакуумом представляют собой 
бульоны, готовые к применению, которые содержат вос-
становленную основу и специальный компонент – по-
лианетолсульфонат натрия (SPS), предотвращающий 
свертывание крови, нейтрализует бактерицидное дей-
ствие свежей сыворотки. Поставляются они во флако-
нах из нейтрального стекла. Для детей флаконы по 20 
мл. Флаконы необходимо инкубировать в термоста-
те при 35-37° С 7 дней, ежедневно просматривая, для 
аэробных культур – периодически встряхивая в первые 
сутки, а оставшиеся 6 дней – однократно. Просмотр 
флакона осуществляется ежедневно, при наличии ви-
димых признаков роста производят микроскопическое 
исследование. После исследования микропрепаратов 
окрашенных по Граму производят высевы гемокультур 
на соответствующие селективные среды с последующей 
идентификацией. Визуальные признаки роста гемокуль-
тур при посевах крови на бульоне с сердечно-мозговым 
экстрактом с 0,025% SPS, СО2 и вакуумом («Conda», 
Испания) включают следующие видимые изменения 
среды: гемолиз - возможные микроорганизмы - стрепто-
кокки, стафилококки, листерии, бациллы, клостридии; 
помутнение - аэробные грамотрицательные палочки, 
стафилококки, бактероиды; газообразование - аэробные 
грамотрицательные палочки, анаэробы; образование 
плёнки - бациллы, псевдомонады, дрожжи; образование 
хлопьев - Staphylococcus aureus.

Примененные для посева крови коммерческие пита-
тельные среды содержат в своем составе или к ним не-
обходимо добавлять факторы роста в виде питательной 
добавки для выделения прихотливых микроорганизмов 
родов Neisseria и Haemophilus. У глубоконедоношенных 
детей и с экстремально низкой массой тела объем за-
севаемой крови зависит от массы и возраста ребёнка, у 
них сложно соблюдать кратность сбора крови.

Представляем клинические случаи выделенных ге-
мокультур:

Клинический случай № 1. Ребёнок Б. (девочка), родил-
ся в результате преждевременных родов в сроке 34 нед, 
при рождении поставлен диагноз «Транзиторное тахип-
ное новорожденных, недоношенность 34 недели», пере-
ведён в ОРИТ новорожденных и недоношенных детей. 
Из крови, забранной через пупочный катетер в первые 
сутки после рождения до назначения антибиотиков, вы-
делен Haemophilus influenzae биотип II, бескапсульный 
вариант, штамм не продуцирует β-лактамазу. Ребёнок 
рождён естественным путём. Ребёнку проведено опре-

деление С-реактивного белка, который равен 88,03 мг/л. 
Ребёнок умер от септического шока в течение суток. 
Очевидно, имело место внутриутробное инфицирование 
плода, обусловившее в постнатальном периоде развитие 
тяжёлого септического состояния, что подтверждается 
результатами посева из заднего свода влагалища, за-
бранного при поступлении – у женщины в сроке 34 нед 
выделен H. influenzae биотип II, бескапсульный вари-
ант. Штамм не продуцирует β-лактамазу, чувствителен 
к амоксициллину/клавулановой кислоте, ампициллину/
сульбактаму, триметоприму/сульфаметоксазолу, ампи-
циллину, имипенему, кларитромицину, левофлоксацину, 
меропенему, тетрациклину, хлорамфениколу, цефепиму, 
цефиксиму, цефтриаксону, цефуроксиму.

Клинический случай № 2. Ребёнок К. (мальчик), ро-
дился в результате преждевременных родов в сроке 32 
нед, при рождении поставлен диагноз «Недоношен-
ность II ст.», переведён в ОРИТ новорожденных и не-
доношенных детей. Из крови, забранной в первые сутки 
после рождения до назначения антибиотиков, выделен 
S. agalactiae. Штамм чувствителен к ампициллину, ле-
вофлоксацину, линезолиду, офлоксацину, пеницилли-
ну. Достоверных случаев устойчивости к β-лактамным 
антибиотикам в литературе не описано. По результатам 
антибиотиграммы ребёнку проведена антибиотикоте-
рапия ампициллином. С-реактивный белок = 0,34 мг/л. 
Очевидно, имело место внутриутробное инфицирование 
плода, обусловившее в постнатальном периоде развитие 
септического состояния, что подтверждается данными 
из обменной карты беременной – у женщины в сроке 30 
нед из цервикального канала выделен S. agalactiae.

Клинический случай № 3. Ребёнок К. (мальчик), 2013 
года рождения из ОРИТ. Диагноз – высокая кишечная 
непроходимость. Из периферической вены выделен 
Rahnella aquatilis. Штамм чувствителен к: амикацину, 
гентамицину, амоксициллину/клавулановой кислоте, 
ампициллину/сульбактаму, цефепиму, цефокситину, 
цефтазидиму, ципрофлоксацину, левофлоксацину, пипе-
рациллину/тазобактаму, пиперациллину, тетрациклину, 
тигециклину, тобрамицину, триметоприму/сульфаме-
токсазолу и умеренно-резистентен к: ампициллину, це-
фазолину, цефуроксиму. Ребёнку назначен цефепим. Род 
Rahnella относится к порядку Enterobacterales, группе 
Yersiniaceae. Род Rahnella состоит из одного первичного 
вида Rahnella aquatilis и двух дополнительных генови-
дов. R. aquatilis обнаружен в окружающей среде, пре-
имущественно, в воде. У человека выделялся из крови, 
мочи, ран, бронхоальвеолярного лаважа. Большинство 
инфекций вызывает у иммунокомпромисных пациентов 
или с другими хроническими состояниями. Описаны 
случаи септицемии у преждевременно рожденных мла-
денцев. Rahnella продуцирует β-лактамазы, обычно чув-
ствительны к цефалоспоринам расширенного спектра и 
другим классам антибиотиков активным против бакте-
рий порядка Enterobacterales [10-13].

Клинический случай № 4. Детям (девочки) при рож-
дении поставлен диагноз «респираторный дистресс-
синдром, недоношенность 23 недели». Из крови, за-
бранной через пупочный катетер в первые сутки после 
рождения, и отделяемого трахеи, забранного на 2-е сут-
ки после рождения, у первого плода выделена E. coli 
(из отделяемого трахеи в скудном росте). Посевы крови 
осуществлялся на бульон с сердечно-мозговым экстрак-
том с 0,025% SPS, СО2 и вакуумом («Conda», Испания). 
Штамм чувствителен к пиперациллину/тазобактаму, аз-
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треонаму, амикацину, гентамицину, тобрамицину, эрта-
пенему, дорипенему, имипенему, меропенему, ципроф-
локсацину, левофлоксацину, миноциклину, тигециклину, 
тетрациклину, цефтриаксону; умеренно-резистентен к 
тикарциллину/клавуланату; резистентен к ампициллину, 
ампициллину/сульбактаму, триметоприму/сульфаметок-
сазолу. Из крови плаценты, забранной в первые сутки 
после рождения, и отделяемого трахеи, забранного на 
вторые сутки после рождения, у второго плода рост ми-
кроорганизмов не обнаружен. Стартовая антибиотико-
терапия у обоих детей ампициллином и гентамицином.

У матери двойни (роженица Г., 24 лет), поступив-
шей с диагнозом «беременность 23-24 нед, дихориаль-
ная диамниотическая двойня, преждевременные роды». 
Из отделяемого заднего свода влагалища, собранного в 
1-е сутки госпитализации, выделены: 1) в умеренном 
росте E. coli; штамм чувствителен к амоксициллину/
клавуланату, цефотаксиму, гентамицину, эртапенему, 
ципрофлоксацину, хлорамфениколу, резистентен к ам-
пициллину; 2) в обильном росте Lactobacillus sp. и  
S. epidermidis.

С последа обоих плодов в обильном росте выделена  
E. coli; штамм чувствителен к амоксициллину/клавулана-
ту, цефотаксиму, гентамицину, эртапенему, ципрофлокса-
цину, хлорамфениколу, резистентен к ампициллину.

Очевидно, имело место внутриутробное инфициро-
вание одного из плода, обусловившее в постнатальном 
периоде развитие септического состояния, что под-
тверждается выделением идентичного штамма E. coli, 
от родильницы и из крови и трахеи одного из новорож-
денных. Произведена смена антибиотикотерапии на 
меропенем, при повторных анализах из крови и трахеи 
детей рост микроорганизмов не обнаружен.

Преимущественно при исследовании бактериемии 
обнаружены КОС и представители порядка Enterobacte-
rales. Для установления этиологической роли КОС при 
постановке диагноза сепсис в каждом конкретном слу-
чае необходимо учитывать состояние и возраст ребён-
ка, показатели маркёров системного воспаления. В 1/3 
случаев КОС свидетельствуют о колонизации катетера. 
Для диагностики сепсиса необходимо проведение неод-
нократного (не менее двух раз) культурального исследо-
вания крови с применением качественных питательных 
сред содержащих все необходимые факторы роста, с по-
следующим обязательным определением чувствитель-
ности выделенных штаммов микроорганизмов к анти-
микробным препаратам.

Выводы. 1. Бактериемия у детей многопрофильного 
стационара составила 5,8%. У детей из ОРИТ новорож-
денных и недоношенных детей бактериемия выявлена в 
4,4% случаев, из них сепсис подтвержден в 41,2%.

2. Применение различных коммерческих питатель-
ных сред для посева крови («Signal», флаконы для авто-
матического анализатора гемокультур «BACTECTM FX», 
бульон с сердечно-мозговым экстрактом с 0,025% SPS, 
СО2 и вакуумом) не выявило различий как в скорости 
роста микроорганизмов, так и выделения труднокульти-
вируемых бактерий (Haemophilus influenzae, Streptococ-
cus agalactiae).

3. Для подтверждения этиологии сепсиса и других 
бактериальных инфекций, необходимо использовать 
определение белков острой фазы воспаления (прокаль-
цитонин, С-реактивный белок) и посев крови: у доно-
шенных детей не менее чем трёхкратный, у недоношен-
ных детей не менее двукратного посева крови.
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скую поддержку.
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УСТОЙЧИВОСТЬ К АНТИМИКРОБНЫМ ПРЕПАРАТАМ И КЛИНИЧЕСКИ ЗНАЧИМЫЕ 
МЕХАНИЗМЫ РЕЗИСТЕНТНОСТИ ШТАММОВ SALMONELLA, ВЫДЕЛЕННЫХ  
В  2014–2018 гг.  В САНКТ-ПЕТЕРБУРГЕ, РОССИЯ 
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5ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в городе Санкт-Петербург», филиал № 6,  198329, Санкт-Петербург, Россия 

В статье представлены результаты многолетнего мониторинга (2014-2018 гг.) чувствительности к антибиотикам 
штаммов Salmonella, выделенных от  детей и взрослых с диарейным синдромом в Санкт-Петербурге. 746 изученных 
штаммов относились к 42 сероварам, из них более 90,0% принадлежали к трем: S.enteritidis (79,6%), S.typhimurium 
(6,8%)  и S.infantis (3,8%). Определение чувствительности к 7 классам антибиотиков, проведенное  согласно рекоменда-
циям EUCAST, выявило устойчивость у 78,6% штаммов. Резистентность  к хинолонам,  обнаруженная у 63,3% штам-
мов (S.enteritidis -71,0%, S.typhimurium – 15,7%, S.infantis – 89,3%), у всех штаммов, за исключением одного,  характе-
ризовалась низким уровнем (МПК ципрофлоксацина 0,12-0,5 мг/л) и была обусловлена пятью видами однонуклеотидных 
замен в гене gyrA: Asp87Tyr –  36,1% штаммов (S.infantis); Ser83Phe – 22,2% (S.enteritidis); Asp87Asn – 19,4% (S.enteritidis, 
S.typhimurium, S.hadar, S.newport); Ser83Tyr -11,1% (S.enteritidis, S.infantis) и Asp87Gly – 8,3% (S.enteritidis). У одного 
штамма S.kentucky с устойчивостью высокого уровня (МПК ципрофлоксацина выше 8,0 мг/л) выявлены одновременно две 
замены Ser83Phe и Asp87Asn.  Два штамма (S.typhimurium и S.corvallis) имели плазмидоопосредованную резистентность 
к хинолонам (ген qnrS). Устойчивость к цефалоспоринам расширенного спектра обнаружена  у штаммов шести серова-
ров (1,6%). Выявлены гены бета-лактамаз расширенного спектра генетических групп СТХ-М1 (10 штаммов сероваров 
S.typhimurium, S.enteritidis, S.abony, S.coeln и  S.virchow), СТХ-М2 (2 штамма S.typhimurium),  СТХ-М9 (три штамма 
S.enteritidis), у одного штамма S.typhimurium выявлены  одновременно СТХ-М1 и СТХ-М2. У двух штаммов (S.newport 
и S.enteritidis) обнаружены гены цефалоспориназы молекулярного класса С CMY-2. Наше исследование показало, что в 
Санкт-Петербурге штаммы Salmonella, ведущего возбудителя острых кишечных инфекций бактериальной этиологии у 
детей и взрослых, характеризуются  устойчивостью к антибиотикам, используемым для лечения сальмонеллезов. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Salmonella; резистентность; хинолоны; цефалоспорины;  БЛРС; AmpC, бета-лактамазы; gyrA; qnrS.
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ANTIMICROBIAL RESISTANCE AND CLINICAL SIGNIFICANT RESISTANCE MECHANISMS OF 
SALMONELLA ISOLATED IN 2014-2018 IN ST.PETERSBURG, RUSSIA 
1Saint-Petersburg Pasteur Institute, 197101, Saint-Petersburg, Russia;
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The article presents the results of antimicrobial resistance monitoring of  Salmonella isolated from children and adults with 
diarrhea in St. Petersburg in 2014-2018. In 746 isolates of 42 serovars more than 90,0% belonged to three: S. enteritidis (79,6%), 
S. typhimurium (6,8%) and S. infantis (3,8%). The antimicrobial susceptibility testing (according the EUCAST) to 7 classes of 
antimicrobials revealed the resistance in 78,6% of Salmonella. Low-level quinolone resistance (MIC of ciprofloxacin 0,12-0,5 
mg/l) was detected in 63,3% isolates (S. enteritidis -71,0%, S. typhimurium – 15,7%, S. infantis – 89,3%) and was due to five 
kinds of single nucleotide substitutions in gyrA: Asp87Tyr – 36,1% of studied isolates (only S. infantis); Ser83Phe – 22,2% (only 
S. enteritidis); Asp87Asn – 19,4% (S. enteritidis, S. typhimurium, S. hadar, S. newport); Ser83Tyr -11,1% (S. enteritidis and S. 
infantis) and Asp87Gly –  8,3% (only S. enteritidis). Only in one S. kentucky isolate with high-level fluoroquinolone resistance (MIC 
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of ciprofloxacin > 8,0 mg/l) two substitutions (Ser83Phe and Asp87Asn) were detected. Two Salmonella isolates (S. typhimurium 
and S. corvallis) had plasmid-mediated quinolone resistance (qnrS). Extended-spectrum cephalosporin resistance was found in 6 
Salmonella serovars (1,6%).  The bla-genes were detected: of genetic group  CTX-M1 – in 10 isolates (serovars S. typhimurium, S. 
enteritidis, S. abony, S. coeln and S. virchow), CTX-M2 – in 2 S. typhimurium isolates, CTX-M9 – in three S. enteritidis isolates. In 
one S. typhimurium CTX-M1 and CTX-M2 were detected. The gene of CMY-2 (molecular class C cephalosporinase) was revealed 
in two isolates (S. newport and S. enteritidis). Our study showed that Salmonella (the main bacterial pathogen of acute diarrhea in 
children and adults) isolated in  Saint-Petersburg  had antimicrobial resistance to drugs of choice for salmonellosis treatment.  
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Введение. Несмотря на то, что в РФ в последние 10 
лет заболеваемость сальмонеллезами снижается (с 35,2 
на 100 тыс. населения в 2009 г. до 22,9 в 2018 г.), еже-
годно регистрируют около 50 тыс. случаев заболеваний 
сальмонеллезами, причем в 2018 г. зарегистрировано 83 
очага групповых заболеваний с общим количеством по-
страдавших более 2 000 человек, из которых около 70,0% 
составляли дети [1]. В перечне антимикробных препара-
тов (АМП), которые могут быть использованы для ле-
чения сальмонеллезов, препаратами выбора  являются 
фторхинолоны и цефалоспорины расширенного спектра 
(ЦРС) [2-6]. Эффективная антибактериальная терапия 
осложняется наличием в популяции Salmonella  штам-
мов,  устойчивых к рекомендованным АМП. В странах 
ЕС в 2017 г. у Salmonella отмечены высокие показатели 
резистентности к сульфаниламидам (32,8%), тетраци-
клинам (30,2%) и аминопенициллинам (27,5%), а также 
множественной устойчивости к АМП (3 и более класса 
АМП)  (28,6%) [7]. Доля штаммов, устойчивых к фтор-
хинолонам и ЦРС в целом была относительно невысо-
кой (13,0 и 1,9%, соответственно), хотя выявлены зна-
чительные серовароспецифические отличия [7]. Анализ 
и сравнение данных, полученных в РФ   в разные годы,  
затруднены тем обстоятельством, что критерии интер-
претации и методические подходы к тестированию мно-
гих АМП в последние годы неоднократно менялись не 
только в РФ, но и в мире. Документ, регламентирующий 
процедуру определения чувствительности микроорга-
низмов к АМП (МУК 4.2.1890-04), был принят в нашей 
стране в 2004 г.,  основан на рекомендациях CLSI и явля-
ется действующим в настоящее время [8]. В 2014 г. бы-
ли введены  Клинические рекомендации «Определение 
чувствительности микроорганизмов к антимикробным 
препаратам» (в дальнейшем по тексту –КР), основанные 

на рекомендациях EUCAST [9].  По данным различных 
авторов на отдельных территориях РФ  в разные годы до-
ля штаммов Salmonella, устойчивых к ЦРС, составляла 
от 0 до 45,3%, фторхинолонам – от 0 до  59,2% [10-20].  
Целью проведенного нами исследования была оценка 
чувствительности штаммов Salmonella, выделенных в 
рамках пятилетнего мониторинга в Санкт-Петербурге, 
к АМП с использованием современных международных 
подходов, а также выявление механизмов резистентно-
сти к клинически значимым группам АМП.  

Материал и методы.  Изучены 746 штаммов Sal-
monella, выделенных в Санкт-Петербурге в 2014-2018 
гг. из проб испражнений детей и взрослых, обследо-
ванных по различным показаниям (больные ОКИ, кон-
тактные, декретированные лица). Видовая идентифи-
кация штаммов проведена методом время-пролетной 
масс-спектрометрии на приборе Microflex LRF (Bruker 
Daltonics, Германия), идентификация до серовара –  в 
реакции агглютинации на стекле с диагностическими 
сальмонеллезными адсорбированными сыворотками 
(ФГУП СПбНИИВС ФМБА РФ).  Список АМП, ис-
пользованных для тестирования, соответствовал евро-
пейским рекомендациям [21] и включал бета-лактамы 
(ампициллин, амоксициллин/клавулановая кислота, 
цефтазидим, цефотаксим,  меропенем), хинолоны (на-
лидиксовая кислота, пефлоксацин, ципрофлоксацин), 
аминогликозиды (гентамицин, тобрамицин, амикацин), 
нитрофурантоин, тетрациклин, хлорамфеникол и три-
метоприм/сульфаметоксазол. Тестирование проводили 
диско-диффузионным методом  с использованием дис-
ков и агара Мюллера-Хинтон (Oxoid, Великобритания) 
согласно КР [9]. Для оценки чувствительности к хино-
лонам использовали комплексный подход: скрининг 
устойчивых штаммов диско-диффузионным методом с 
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налидиксовой кислотой и пефлоксацином,  определе-
ние минимальной подавляющей концентрации (МПК) 
ципрофлоксацина  методом микроразведений в бульо-
не. Продукцию бета-лактамаз молекулярных  классов А 
и С  подтверждали фенотипически, оценивая  их чув-
ствительность к ингибиторам c использованием набора 
реагентов “ESBL+AmpC Screen Kit” (Rosco Diagnostica, 
Дания) согласно руководству EUCAST [22]. Бактериаль-
ную ДНК выделяли с помощью реагента InstaGen Ma-
trix (BioRad, США).  Детекцию генов бета-лактамаз, а 
также qnr(A,B,S,C,D) и aac-(6’)-1b проводили, исполь-
зуя опубликованные праймеры [23-28], методом ПЦР с 
флуоресцентной детекцией продуктов амплификации с 
красителем SYBR GREEN  с анализом кривых плавле-
ния.  У 36 штаммов оценили характер мутаций в гене  
gyrA путем амплификации и прямого секвенирования 
QRDR-региона согласно опубликованному протоколу 
[29]. Секвенирование по Сенгеру проводили с использо-
ванием Applied Biosystem 3500 Genetic Analyzer.  Полу-
ченные нуклеотидные последовательности сравнивали 
в программе BLAST с референсной последовательно-
стью гена gyrA штамма S. typhimurium LT2 (GenBank 
CP014051.2).  95% доверительные интервалы долей 
(95%ДИ) рассчитаны по методу Уилсона. 

Результаты. Чувствительность штаммов Salmo-
nella к АМП.   Антигенная структура включенных в ис-
следование штаммов была представлена 42 сероварами. 
Доминирующее положение занимал серовар S. enteritid-
is, доля которого в разные годы колебалась незначитель-
но и в среднем составила  79,6% (95%ДИ 76,6-82,4).  На 
долю сероваров S. typhimurium и S. infantis приходилось 
6,8% (95%ДИ 5,2-8,9) и 3,8% (95%ДИ 2,6-5,4), соответ-
ственно. Другие серовары  были представлены единич-
ными штаммами (9,8%; 95%ДИ 7,9-12,1).  

Результаты изучения чувствительности штаммов к 
АМП представлены в таблице. Устойчивость к 1 и бо-
лее классу АМП отмечена у    78,6% исследованных 
штаммов:  S. enteritidis –85,0%,  S. typhimurium – 60,8%, 
S. infantis – 89,3%. Следует отметить, что у других се-
роваров доля  устойчивых штаммов была достоверно 
ниже (34,2%), чем у трех ведущих. Наиболее высокие 
показатели устойчивости штаммов Salmonella отмече-
ны в отношении фторхинолонов и нитрофуранов: 63,3 
и 57,8% штаммов, соответственно. Причем доля устой-
чивых штаммов была достоверно  выше у сероваров 
S. enteritidis (71,0 и 66,2%) и S. infantis (89,3 и 82,1%), 
большинство штаммов которых имели сочетанную ре-
зистентность к этим двум группам АМП.  Устойчивость 
к аминопенициллинам выявлена у 5,6% штаммов, и 
достоверно выше отмечена у серовара S. typhimurium 
(41,2%). Выявлено 12 штаммов Salmonella, устойчивых 
к ЦРС  (1,6%), достоверной разницы в зависимости от 
серовара не обнаружено.  Для тетрациклина и  тримето-
прим/сульфаметоксазола при относительно невысоких 
долях устойчивых штаммов (13,0 и 6,3%, соответствен-
но), отмечены достоверно более высокие показатели у 
штаммов S. infantis (78,6 и 60,7%) и S. typhimurium (37,3 
и 17,6%). Устойчивость к аминогликозидам выявлена у 
1,1% штаммов (достоверно выше у S. typhimurium, чем 
у S. enteritidis), к хлорамфениколу – 4,8% (без достовер-
ных различий в сероварах). Множественная устойчи-
вость к АМП выявлена  у 13,0% штаммов, но у серовара 
S. infantis доля достигала 82,1% (достоверно выше, чем 
у других сероваров), S. typhimurium – 19,6%. Большин-
ство полирезистентных штаммов (63,6%) были устойчи-

вы к  4 классам АМП,  профили устойчивости включали 
хинолоны, нитрофураны и тетрациклины в сочетании 
с дополнительным классом АМП. Около половины 
(43,6%) полирезистентных штаммов серовара S. enter-
itidis характеризовались идентичным профилем: устой-
чивостью к хинолонам, нитрофуранам, тетрациклину и 
хлорамфениколу. Профиль множественной резистентно-
сти, наиболее характерный для S. infantis (56,5% штам-
мов), включал хинолоны, нитрофураны, тетрациклин и 
триметоприм/сульфаметоксазол. Выявлены три штамма 
Salmonella, устойчивые к шести классам АМП (S. typh-
imurium, S. bredeney).  

Механизмы резистентности штаммов Salmonella к 
бета-лактамным АМП. Из 42 штаммов, устойчивых к 
аминопенициллинам, 21 штамм принадлежал  к серова-
ру S. typhimurium (41,2% штаммов этого серовара), 13 
штаммов – S. enteritidis (2,2%), 2 штамма – S. infantis 
(7,1%), 3 штамма – S. kentucky (из 5 изученных штаммов 
данного серовара),  2 штамма – S. bredeney (из 5 штам-
мов) и 1 штамм – S. london (из 3 штаммов).  Детекция 
механизма резистентности у штаммов, устойчивых к 
аминопенициллинам, не требовала выполнения допол-
нительных фенотипических тестов, в ходе молекулярно-
го исследования у  38 штаммов (90,5%) выявлены гены 
blaTEM-1; гены, кодирующие продукцию бета-лактамаз 
генетических семейств SHV, OXA  и PSE, не обнаруже-
ны. 

Механизмы резистентности к ЦРС изучили у 18 
штаммов, устойчивых к индикаторным препаратам из 
этой группы (цефтазидиму и цефотаксиму): S. enteriti-
dis (7 штаммов), S. typhimurium (6 штаммов), S. abony (1 
штамм), S. coeln (1 штамм), S. virchow (1 штамм), S. new-
port (1 штамм), Salmonella 1,4,12:i:- (1 штамм).  Кроме 
12 устойчивых штаммов, выделенных в 2014-18 гг,, в ис-
следование включили шесть штаммов, обнаруженных в 
период с  2002 по 2013 гг.  У 16 штаммов результат под-
тверждающего фенотипического теста (синергизм ЦРС 
с клавулановой кислотой) указывал на   продукцию бета-
лактамаз расширенного спектра (БЛРС), у этих штам-
мов выявлены гены, кодирующие БЛРС генетического 
семейства СТХ-М трех генетических групп: blaСТХ-М1 
(10 штаммов сероваров S. typhimurium, S. enteritidis, S. 
abony, S. coeln и  S. virchow),   blaСТХ-М2 (2 штамма S. typh-
imurium),  blaСТХ-М9 (три штамма S. enteritidis), у одного 
штамма S. typhimurium выявлены  одновременно blaСТХ-

М1 и blaСТХ-М2. У двух штаммов (S. newport и S. enteriti-
dis) результат подтверждающего фенотипического теста 
(синергизм ЦРС с клоксациллином) свидетельствовал о 
продукции цефалоспориназ AmpC, молекулярные иссле-
дования выявили ген  blaCMY-2. Все штаммы Salmonella, 
продуцирующие БЛРС и AmpC,  имели множественную 
резистентность: наиболее часто – к  хинолонам (12 штам-
мов) и нитрофуранам (11). Два штамма S. typhimurium 
оставались чувствительны только к  карбапенемам.  

Механизмы резистентности штаммов Salmonella к 
хинолонам. Устойчивость к хинолонам выявлена у 472 
штаммов (63,3%) и характеризовалась низким уровнем 
(МПК ципрофлоксацина 0,12-0,25 мг/л). Обнаружен 
один штамм S. kentucky с высоким уровнем устойчи-
вости (МПК ципрофлоксацина более 8,0 мг/л).   У всех 
штаммов, за исключением двух, результаты скрининга 
диско-диффузионным методом (устойчивость к налидик-
совой кислоте и пефлоксацину) свидетельствовали о хро-
мосомном механизме резистентности.  У двух штаммов 
«парадоксальный» фенотип резистентности к хинолонам 
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(устойчивость к ципрофлоксацину и пефлоксацину, но 
чувствительность к налидиксовой кислоте) указывал на 
плазмидоопосредованный механизм.  Детекцию мутаций 
в хромосомном гене gyrA провели у 36 штаммов, выявле-
ны  пять видов однонуклеотидных  замен в  83 и  87 кодо-
нах: Asp87Tyr – у 36,1% изученных штаммов (S. infantis);  
Ser83Phe – 22,2% (S. enteritidis); Asp87Asn – 19,4% (S. 
enteritidis, S. typhimurium, S. hadar, S. newport); Ser83Tyr 
-11,1% (S. enteritidis, S. infantis) и Asp87Gly – 8,3% (S. en-
teritidis). У штамма S. kentucky с высоким уровнем устой-
чивости к фторхинолонам выявлены одновременно две 
замены Ser83Phe и Asp87Asn. Серовар S. enteritidis харак-
теризовался наибольшим разнообразием мутаций (4 из 
5 выявленных), наиболее характерна  Ser83Phe (13 из 17 
исследованных штаммов). Серовар S. infantis был пред-
ставлен в основном   штаммами с заменой Asp87Tyr (13 
из 15 штаммов). Частота выявления тех или иных одно-
нуклеотидных замен во многом определялась выборкой 
штаммов, которая была представлена в основном серова-
рами S. enteritidis и  S. infantis.  У всех 746 штаммов про-
вели поиск генов, ответственных за реализацию описан-
ных у Salmonella плазмидоопосредованных механизмов 
резистентности к хинолонам:  механизм защиты мишени 
(гены  qnrА, qnrВ, qnrS, qnrC и qnrD) и  механизм фер-
ментной инактивации антибиотика (ген aac-(6’)-1b). У 
двух  штаммов (S. typhimurium и S. corvallis) с «парадок-
сальным» фенотипом резистентности к хинолонам обна-
ружен ген qnrS.  

Обсуждение.  Во всех странах среди большого раз-
нообразия выделяемых сероваров доминируют  S. enter-
itidis и S. typhimurium (в странах ЕС в 2017 г. два этих 
серовара, включая монофазный вариант S. typhimurium, 
обуславливали  около 80,0% случаев сальмонеллезов),  
S. infantis занимают 3-4 место в зависимости от регио-
на [7]. В РФ доля этих сероваров колеблется ежегодно 
незначительно и составляет для S. enteritidis, S. typh-
imurium и S. infantis 70,0-80,0%, 2,0-7,0% и 5,0-9,0%, 
соответственно [1,30]. Результаты пятилетнего монито-
ринга антибиотикорезистентности штаммов Salmonella 
подтвердили циркуляцию глобально распространенных 
сероваров  в Санкт-Петербурге в 2014-2018 гг., где на 
их суммарную долю приходилось более 90,0% выделен-
ных от людей штаммов при доминировании S. enteritidis 
(79,6%). 

Практически 8 из 10 штаммов Salmonella, выделен-
ных в Санкт-Петербурге в последние пять лет, характе-
ризовались устойчивостью к различным классам АМП, 
причем резистентность отмечена в значительно боль-
шей степени у штаммов трех ведущих сероваров, чем у 
редко выделяемых.  Заслуживают особого внимания вы-
сокие показатели клинически значимой  резистентности 
к АМП, рекомендованным для лечения сальмонеллезов. 
Устойчивость к фторхинолонам (препаратам выбора 
при генерализованных, осложненных и тяжелых формах 
сальмонеллеза) выявлена у 63,3% штаммов, нитрофура-
нам (широко используемым для лечения ОКИ) – 57,8%. 
Удельный вес штаммов, устойчивых к ЦРС (препаратам 
для лечения тяжелых и осложненных форм сальмонел-
леза у детей и лиц с тяжелыми сопутствующими забо-
леваниями),  был невысоким (12 штаммов, 1,6%), но 
это значительно больше, чем в 2003-2005 гг., когда при 
исследовании более 1000 штаммов в Санкт-Петербурге 
были обнаружены только два устойчивых к ЦРС (0,2%) 
[21]. Устойчивость к АМП, не используемым в настоя-
щее время для лечения ОКИ (включая сальмонеллезы),   

отмечена у штаммов Salmonella значительно реже, чем 
к фторхинолонам и нитрофуранам. Устойчивость к те-
трациклину и триметоприм/сульфаметоксазолу, выяв-
ляемая достоверно чаще у штаммов S. infantis,  явля-
лась частью фенотипа множественной устойчивости, 
характерной для этого серовара.  Учитывая тот факт, что  
S. infantis – один из ведущих сероваров, к которому от-
носятся штаммы, выделяемые из пищевых продуктов и 
от сельскохозяйственных животных, высокие показате-
ли устойчивости ко многим АМП связаны с использо-
ванием антибиотиков в ветеринарии и животноводстве, 
которое способствует приобретению и сохранению в 
штаммах этого серовара различных детерминант рези-
стентности. Выявлены серовароспецифические особен-
ности резистентности к АМП: для штаммов домини-
рующего серовара S. enteritidis характерны высокие по-
казатели устойчивости к  хинолонам (71,0% штаммов)  
и  нитрофуранам (66,2%). У штаммов S. typhimurium   
отмечена высокая доля штаммов,  устойчивых ко мно-
гим классам АМП (до 40,0% к ампициллину), самая вы-
сокая доля устойчивых к ЦРС штаммов (5,9%), каждый 
пятый штамм имел фенотип множественной резистент-
ности. Серовар S. infantis отличался чрезвычайно высо-
кой долей штаммов с множественной устойчивостью 
(82,1%), спектр которой включал клинически значимые 
АМП.  Подобные серовароспецифические отличия от-
мечены и в странах Евросоюза [7,31].  В ходе нашего 
исследования обнаружены бета-лактамазы, наиболее 
часто выявляемые в мире у штаммов Salmonella [31, 33]. 
Устойчивость к аминопенициллинам была обусловлена 
продукцией  бета-лактамазы ТЕМ-1. Штаммы, устойчи-
вые к ЦРС, продуцировали БЛРС генетических групп 
СТХ-М1,-2 и 9, а также  цефалоспориназы молекуляр-
ного класса С генетической группы CMY-2. Рекомендо-
ванный EUCAST алгоритм фенотипической детекции 
[22] показал высокую достоверность при  детекции и  
дифференциации ферментов БЛРС и AmpC. 

Устойчивость к фторхинолонам характеризовалась 
низким уровнем, что затрудняло фенотипическую детек-
цию таких штаммов, требовало комплексного подхода к 
определению чувствительности Salmonella и интерпре-
тации результатов согласно современным методическим 
рекомендациям.  Включение диска с налидиксовой кис-
лотой в алгоритм скрининга позволило  не только до-
стоверно выявить устойчивые штаммы, но и фенотипи-
чески дифференцировать механизмы устойчивости. По 
данным литературы устойчивость к хинолонам у пода-
вляющего большинства штаммов Salmonella обусловле-
на хромосомными механизмами, плазмидоопосредован-
ные встречаются редко [31-33]. В нашем исследовании 
у штаммов Salmonella выявлены пять вариантов одно-
нуклеотидных замен в гене gyrA (Ser83Phe, Ser83Tyr, 
Asp87Tyr, Asp87Asn,  Asp87Gly). Обнаружение штам-
мов S.infantis с редко выявляемой у Salmonella  мута-
цией Asp87Tyr  может свидетельствовать о циркуляции 
клональной линии этого серовара в Санкт-Петербурге. 
Выявленный в ходе исследования штамм S. kentucky с 
высоким уровнем устойчивости к фторхинолонам, обу-
словленной двумя хромосомными мутациями,  может 
относиться к  циркулирующему в мире клону S. kentucky 
ST198. 

Сравнение наших результатов с данными, получен-
ными в странах Евросоюза,  показало, что устойчи-
вость к фторхинолонам у штаммов Salmonella в Санкт-
Петербурге почти в пять раз превышает европейские 
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показатели  (63,3 и 13,0% штаммов, соответственно) [7]. 
Устойчивость к ЦРС  была сопоставима: 1,6% штаммов 
в Санкт-Петербурге и 1,9% –  в странах Евросоюза.  Не-
смотря на то, что в Санкт-Петербурге множественная 
устойчивость отмечена реже (13,0% штаммов по срав-
нению с 28,6%), тем не менее,  у штаммов серовара S. 
infantis она  достигала 82,1% штаммов по сравнению с 
39,4%  в странах Евросоюза. Такая разница обусловлена 
тем, что в РФ основной вклад в суммарные показатели 
устойчивости Salmonella вносит серовар S. enteritidis, 
тогда   как в странах Евросоюза спектр выделяемых се-
роваров значительно шире и доля S. enteritidis не превы-
шала 50,0% в 2017 г. [34]. 

Локализация детерминант резистентности обуслов-
ливает различия в показателях устойчивости штаммов 
различных сероваров. Гены, кодирующие продукцию 
бета-лактамаз, локализованы на плазмидах, что позво-
ляет им распространяться в штаммах вне зависимости 
от вида микроорганизма и серовара: так, устойчивость 
к ЦРС отмечена у штаммов различных сероваров. На-
против, устойчивость к хинолонам, обусловленная хро-
мосомными мутациями, выявленная с высокой частотой 
у штаммов двух сероваров  (S. enteritidis и S. infantis), 
вероятно является следствием клонального распростра-
нения в Санкт-Петербурге нескольких генетических ли-
ний, что косвенно подтверждается  идентичными  про-
филями множественной резистентности и идентично-
стью хромосомных мутаций у большинства штаммов S. 
enteritidis и S. infantis.  

В 2017 г. Всемирная организация здравоохранения 
опубликовала список резистентных бактерий, пред-
ставляющих угрозу для здоровья человека и требующих 
неотложной разработки новых АМП [35].  Salmonella, 
устойчивые к фторхинолонам (доля которых в Санкт-
Петербурге превышает 60,0%), отнесены к высокому 

уровню приоритетности. Мониторинг антибиотикоре-
зистентности штаммов Salmonella, выделенных от чело-
века, сельскохозяйственных животных,  пищевых про-
дуктов и внешней среды,  должен быть неотъемлемой 
частью эпидемиологического  надзора за сальмонелле-
зами в РФ. 
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МИКРОФЛОРА ОПЕРАЦИОННЫХ РАН И СВИЩЕЙ У ПАЦИЕНТОВ С ХРОНИЧЕСКИМ 
ОСТЕОМИЕЛИТОМ БОЛЬШЕБЕРЦОВОЙ КОСТИ ДО РЕКОНСТРУКТИВНОГО ЛЕЧЕНИЯ, 
ПРИ РЕЦИДИВЕ ИНФЕКЦИИ

ФГБУ «Российский научный центр «Восстановительная травматология и ортопедия»им. акад. Г. А. Илизарова 
Минздрава РФ», 640014, Курган, Россия

Актуальность микробиологического мониторинга при хроническом остеомиелите большеберцовой кости, развившегося 
на фоне лечения переломов пластиной, связана с заметным расширением видового состава микрофлоры.
 Проведено микробиологическое исследование материала, взятого из ран, из свищей и из очага воспаления у 49 пациентов 
с хроническим остеомиелитом большеберцовой кости, развившегося на фоне лечения переломов пластиной. Пациентам 
выполняли секвестрнекрэктомию большеберцовой кости с последующим применением билокального последовательного 
компрессионно-дистракционного остеосинтеза или монолокального компрессионного остеосинтеза.
У пациентов в период до реконструктивного лечения из мазков в монокультуре выделены 30 штаммов, остальные 30 – в 
составе 14-и двух - и трёхкомпонентных ассоциаций. Частота выделения штаммов S. aureus составила 55,3%, далее 
следовали коагулазонегативные стафилококки – 13,6% и представители семейства Enterobacteriacae – 10,2%. Доля ме-
тициллинустойчивых штаммов S. aureus составила 11,8%, штаммов коагулазонегативных стафилококков (MRCoNS) 
– 6,8%.
Рецидивы заболевания наблюдали у 7 пациентов. Микрофлора отделяемого из свищей представлена монокультурами 
S. аureus и ассоциациями бактерий, в которых одним из компонентов являлись метициллинрезистентные штаммы  
S. аureus.
Отмечены различия в составе микробного пейзажа до реконструктивного лечения пациентов и при рецидиве инфекции. 
При рецидиве инфекции изменился видовой состав микрофлоры: у 2-х пациентов в ассоциации микроорганизмов и у 
3-х - в монокультурах штаммы S. aureus приобрели резистентность к ß-лактамным антибиотикам, появились новые 
ассоциацианты, которых при первичных посевах отсутствовали. Видовой спектр микроорганизмов при хроническом 
остеомиелите большеберцовой кости, развившемся после накостного остеосинтеза пластиной, разнообразен и может 
меняться, что диктует необходимость проведения микробиологического мониторинга для выявления этиологической 
структуры возбудителей, контроля антибиотикорезистентности выделенных штаммов и рационального подхода к ле-
чению пациентов

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  хронический остеомиелит; большеберцовая кость; микробный пейзаж; биопленки, антибио-
тикорезистентность.
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Burnashov S. I., Shipitsyna I. V., Osipova E. V.
MICROFLORA OF SURGICAL WOUNDS AND FISTULAS IN PATIENTS WITH CHRONIC OSTEOMYELITIS 
OF THE TIBIA BEFORE RECONSTRUCTIVE TREATMENT, IN CASE OF RECURRENCE OF INFECTION
FSBI «Russian Ilizarov Scientific Center «Restorative Traumatology and Orthopaedics» (FSBI «RISC RTO») of the RF Ministry of 
Health, 640014, Kurgan Russia 
Relevance of microbiological monitoring in chronic osteomyelitis of the tibia developed during treatment of fractures with a plate 
is associated with a noticeable increase of various kinds of the microflora.
A microbiological study was conducted of pathological material taken from wounds, fistulas and from the focus of inflammation 
in 49 patients with chronic tibial osteomyelitis, developed during treatment of fractures with a plate. The patients underwent 
sequestrectomy of the tibia and subsequent application of bilocal consecutive compression-distraction osteosynthesis or monolocal 
compression osteosynthesis.
Microbiological study of smears taken before the reconstructive treatment from fistulas and wounds of patients showed that in mono-
culture there were 30 strains, the remaining 30 – as a part of 14 two - and three-component associations. The frequency of S. aureus 
strains was 55.3%, followed by coagulase-negative staphylococcus – 13.6% and representatives of the family Enterobacteriacae 
– 10.2%. There were methicillin-resistant strains of S. aureus in 11.8%, strains of coagulase-negative staphylococcus (MRCoNS) 
– 6.8%. Recurrence of the disease was observed in 7 patients. The microflora of the discharge from the fistula was represented 
by monocultures of S. aureus and associations of bacteria in which one of the components was methicillin-resistant strains of S. 
aureus.  We observed differences in the contents of the microflora before reconstructive treatment of patients and in recurrence 
of infection. In case of recurrence of infection, the qualitative contents of the microflora changed: in 2 patients in the association 
of microorganisms and in 3 - in monocultures, S. aureus strains acquired resistance to ß-lactam antibiotics, new associations 
appeared, which were not present in primary cultures before reconstructive treatment. The study showed that the spectrum of 
micro-organisms in chronic osteomyelitis of the tibia, developed after osteosynthesis with a plate, varied and is subject to change 
and that dictates the need for microbiological monitoring to detect the etiological structure of pathogens, monitoring of antibiotic 
resistance of the isolated strains and rational approach to treatment of patients.

K e y w o r d s :  chronic osteomyelitis, tibia, microflora, biofilms, antibiotic resistance.
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Введение. Среди всех гнойных осложнений, возни-
кающих после переломов длинных костей, лидирующие 
позиции занимает остеомиелит, при лечении которого 
важным этапом является купирование очага воспаления, 
и, в дальнейшем, восстановление целостности и опоро-
способности конечности с использованием различных 
методик [1-3]. В центре им. Г.А. Илизарова при лечении 
ложных суставов и дефектов большеберцовой кости, 
осложнённых остеомиелитом, развившегося вследствие 
погружного остеосинтеза, после санации гнойного 
очага, удаления инородных тел и нежизнеспособных 
некротизированных тканей, проводят реконструктив-
ное лечение с использованием внеочаговой фиксации.  
В зависимости от величины дефекта и состояние мяг-
ких тканей применяют монолокальный компрессион-
ный остеосинтез (МКО) или билокальный последова-
тельный дистракционно-компрессионный остеосинтез 
(БПДКО) [4-6].

Интраоперационная санация раны и костной ткани 
с помощью различных способов антисептики, не всегда 
позволяет достичь полной стерильности даже при усло-
вии идеально выполненной операции. Как следствие, 
циркулирующие в организме популяции инфекцион-
ного агента могут вызвать рецидивы заболевания [1]. 
Наиболее важным фактором в развитии хронического 
остеомиелита является способность микроорганизмов 
формировать биоплёнки, что оказывает влияние на ре-
цидивирующее течение, длительность воспалительного 
процесса и устойчивость к антибактериальным препа-
ратам [2,7]. Ведущими возбудителями остеомиелита яв-
ляются грамположительные кокки рода Staphylococcus 
spp., преимущественно S. aureus, и, реже, грамотрица-
тельные микроорганизмы: Escherichia coli, Enterobacter 
cloacae, Pseudomonas aeruginosa и др. [2, 8]. В структуре 
биоплёнок эти микроорганизмы могут быть представле-
ны монокультурами и аэробно-анаэробными ассоциа-
циями, при этом, состав микрофлоры изменяется в за-
висимости от формы, продолжительности заболевания, 
локализации повреждения [7, 9].

Актуальность микробиологического мониторинга 
при хроническом остеомиелите связана с заметным рас-
ширением видового состава микрофлоры [1; 2]. Участие 
бактерий, ранее считавшихся не способными вызывать 
заболевания у здорового человека, в развитии остеомие-
литического процесса, открывает новые возможности 
для научно-обоснованного подхода к применению со-
временных методов диагностики [1].

Цель исследования – проанализировать микробный 

пейзаж ран у пациентов с хроническим остеомиелитом 
большеберцовой кости до и после реконструктивного 
лечения, при рецидиве инфекции.

Материал и методы. Проведено микробиологиче-
ское исследование патологического материала, взятого 
из ран, из свищей (в дооперационном периоде) и из очага 
воспаления (во время операции) у 49 пациентов с хрони-
ческим остеомиелитом большеберцовой кости, развив-
шегося на фоне лечения переломов пластиной. Пациен-
там выполняли секвестрнекрэктомию большеберцовой 
кости с последующим применением билокального по-
следовательного компрессионно-дистракционного осте-
осинтеза (БПКДО) или монолокального компрессион-
ного остеосинтеза (МКО). Средний возраст пациентов 
составил 41,6±13,1 года, 70% – мужчины. Сопутствую-
щая патология не выявлена лишь у одной трети боль-
ных, почти у половины имелись заболевания сердечно-
сосудистой системы, у каждого четвертого больного 
заболевания желудочно-кишечного тракта, у каждого 
седьмого – носительство вирусного гепатита В или С. 
Более двух трети пациентов прибыли на лечение уже ин-
валидами 2, 3 группы.

Идентификацию выделенных бактериальных куль-
тур проводили традиционным методом и с использо-
ванием панелей для грамположительных (РВСРС20) 
и грамотрицательных микроорганизмов (NBC44) для 
бактериологического анализатора WalkAway-40 Plus 
(«Siemens»). Определение антибиотикочувствительно-
сти проводили диско-диффузионным методом на среде 
Мюллера-Хинтон; ряд штаммов тестировались на пане-
лях РВСРС20, NBC44 (WalkAway-40 Plus, «Siemens»).

Результаты. При микробиологическом исследова-
нии мазков, взятых из свищей и ран пациентов, выделе-
но 60 изолятов, принадлежащих к 14 таксонам: Staphy-
lococcus aureus (n=33), Staphylococcus epidermidis (n=5), 
Staphylococcus haemolyticus (n=1), Staphylococcus hyicus 
(n=1), Staphylococcus intermedius (n=1), Enterococcus 
faecalis (n=4), Streptococcus sp. (n=3), Corynebacterium 
sp. (n=2), Serratia marcescens (n=2), Pseudomonas aerugi-
nosa (n=3), Klebsiella pneumoniae (n=2), Enterobacter clo-
acae (n=1), Proteus mirabilis (n=1), Candida sp. (n=1).

В монокультуре выделены 30 штаммов, остальные 
30 – в составе 14-и двух - или трёхкомпонентных ас-
социаций: S. aureus+S. hyicus (n=1), MRSA+P. aerugi-
nosa (n=2), S. aureus+E. faecalis (n=2), S. aureus+MRSE 
(n=1), S. epidermidis MRSE+E. faecalis (n=2), S. aureus+E. 
cloacae (n=1), S. aureus+S. haemolyticus MRSH+Serratia 
marcescens (n=1), S. aureus+S. epidermidis+Serratia marc-
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escens (n=1), S. aureus+K. pneumoniae (n=2), S. aureus+ 
P. mirabilis (n=1).

Ведущие позиции в спектре возбудителей посттрав-
матического хронического остеомиелита, развившегося 
после накостного остеосинтеза большеберцовой кости 
пластиной, занимают S. aureus – 55,3%, далее следуют 
коагулазонегативные стафилококки – 13,6% и предста-
вители семейства Enterobacteriacae – 10,2% (см.рису-
нок). Доля метициллинустойчивых штаммов S. aureus 
составила 11,8%, штаммов коагулазонегативных стафи-
лококков (MRCoNS) – 6,8%.

Отмечена высокая резистентность метициллинчув-
ствительных штаммов стафилококков (MSS) к пеницил-
лину (57,6%), эритромицину (75,7%), ко-тримоксазолу 
(83%). Наиболее эффективными в отношении MS – ста-
филококков являются ß-лактамные антибиотики (100%), 
клиндамицин (95,1%), фторхинолоны (95,2%).

Метициллинрезистентные стафилококки (MRS) 
устойчивы к цефокситину (100%), ципрофлоксацину 
(81,8%), эритромицину (63,6%), гентамицину (45,5%), 
тетрациклину (36,4%). Наиболее эффективными в от-
ношении MRS оказались фузидиевая кислота (100%), 
рифампицин (81,8%), ко-тримоксазол (81,8%), хлорам-
феникол (81,2%), клиндамицин (72,7%).

Частота обнаружения E. faecalis составила 6,8%. Все 
штаммы чувствительны к ампициллину, линезолиду, пе-
нициллину; 60% штаммов проявляли резистентность к 
стрептомицину и гентамицину; 40% - к левофлоксацину. 
Бактерии рода Enterococcus sp. выделены в ассоциации с 
S. epidermidis или S. aureus.

В отношении бактерий семейства Enterobacteriacae 
наиболее эффективными являлись имипенем (66,7%), 
ципрофлоксацин (66,7%). Высокую резистентность на-
блюдали по отношению к ампициллину (83,3%), амок-
сиклаву (83,3%), гентамицину (66,7%), цефтазидиму 
(66,7%). Доля ассоциаций бактерий, в которые входили 
энтеробактерии составила 40%.

Неферментирующие грамотрицательные бактерии 
представлены только штаммами P. aeruginosa, чувстви-
тельными к амикацину (66,7%), цефтазидиму (66,7%), 
ципрофлоксацину (66,7%). Все штаммы резистентны к 
цефотаксиму, цефтриаксону; 66,7% - к гентамицину и 
пиперациллин/тазобактаму.

У 7 пациентов наблюдали рецидив остеомиелита, из 
них, у 4-х микрофлора свищевого отделяемого представ-
лена монокультурами S. aureus (2 штамма MRSA), у 3-х 
– ассоциациями микроорганизмов: MRSA+E. faecalis, 
MRSA+E. cloacae, S. aureus+Streptococcus sp. При реци-

Видовой состав микрофлоры операционных ран и свищевого отделяемого

Количество 
человек

Микрофлора операционных ран и отделяемого из свищей до 
реконструктивного лечения

Микрофлора свищевого отделяемого при рецидиве инфек-
ции

n=1 S. aureus MRSA+E. faecalis
n=1 S. aureus+E. cloacae MRSA+E. cloacae
n=1 S. aureus+K. pneumoniae MRSA
n=1 S. aureus S. aureus+Streptococcus sp.
n=1 S. aureus MRSA
n=1 S. aureus MRSA
n=1 S. aureus S. aureus

Видовая структура возбудителей хронического остеомиелита большеберцовой кости, развившегося после накостного остео-
синтеза пластиной.
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диве инфекции изменился видовой состав микрофлоры: 
у 2-х пациентов в составе ассоциации микроорганизмов 
и у 3-х - в монокультурах штаммы S. aureus приобрели 
резистентность к ß-лактамным антибиотикам, появи-
лись новые ассоцианты, которых в первичных посевах 
до реконструктивного лечения не встречалось (см.та-
блицу).

Штаммы S. aureus устойчивы к пенициллину (100%), 
клиндамицину (85,7%), эритромицину (85,7%), цефокси-
тину (71,4%), ко-тримоксазолу (57,1%). Эффективными 
антибиотиками в отношении данных микроорганизмов 
являлись ципрофлоксацин, гентамицин. В отношении 
штаммов E. cloacae эффективными были все антибио-
тики, используемые для данной группы бактерий. Высо-
кую активность в отношении E. faecalis проявляли ам-
пициллин, ципрофлоксацин, гентамицин. В отношении 
штаммов Streptococcus sp. эффективными являлись эри-
тромицин, клиндамицин, хлорамфеникол, ванкомицин.

Пациенты с рецидивами гнойной инфекции и от-
сутствием сращения повторно прооперированы, у всех 
обследуемых достигнуто сращение и купирование гной-
ного процесса.

Обсуждение. Возбудителями хронического остео-
миелита, как правило, являются условно-патогенные 
микроорганизмы. Их патогенность может быть обуслов-
лена наличием микрокапсулы, строением клеточной 
стенки, выработкой ферментов, способностью синтези-
ровать целый ряд экзо- и эндотоксинов [8; 10]. Являясь 
представителями нормальной микрофлоры кожи и сли-
зистых оболочек человека, при определённых условиях 
они могут вызвать рецидив инфекции с формированием 
свищей и выделением гноя.

В структуре ведущих возбудителей остеомиелита за 
последние несколько лет выявлено значительное увели-
чение частоты выделения S. epidermidis и бактерий се-
мейства Enterobacteriaceae [1].

Осложнения при хроническом остеомиелите чаще 
всего связаны со способностью бактерий формировать 
в организме микробные биоплёнки на поверхности раз-
личных носителей [7,11]. Штаммы E. cloacae характе-
ризуются среднеадгезивными свойствами [12]. При их 
совместном культивировании со S. aureus уровень био-
плёнкообразования снижается. В случае с пациентом, 
у которого выделена ассоциация бактерий: MRSA+E. 
cloacae, мы наблюдали хорошую чувствительность 
штаммов E. cloacae к антибактериальным препаратам, 
что может быть связано с угнетением патогенного по-
тенциала за счёт совместного существования бактерий 
и потребностей ассоциантов.

В экспериментальных исследованиях показан низко-
адгезивный потенциал E. faecalis [7,13]. Вместе с тем, 
для данного микроорганизма достаточно поверхност-
ной колонизации, чтобы его клетки приобрели устойчи-
вость к противомикробным препаратам [10]. Согласно 
данным литературы бактерии рода Enterococcus могут 
инициировать воспалительную реакцию при синергид-
ных взаимодействиях с другими микроорганизмами, в 
дальнейшем не влияя на течение процесса [10, 13].

У всех пациентов с рецидивами инфекции в ране при-
сутствовал S. aureus. Наличие капсулы у стафилококков 
повышает их вирулентность, защищает от фагоцитоза, 
способствует адгезии и инвазии в ткани [2, 8]. Среди 
грамотрицательных микроорганизмов при хроническом 
остеомиелите выявлено значимое увеличение частоты 
выделения бактерий семейства Enterobacteriaceae, на 

фоне уменьшения доли Acinetobacter sp. и P. aeruginosa 
[1].

Выводы. Ведущим возбудителем хронического осте-
омиелита большеберцовой кости, развившегося на фоне 
лечения переломов пластиной, является S. aureus. Далее 
следуюи коагулазонегативные стафилококки и пред-
ставители семейства Enterobacteriacae. Персистентный 
потенциал коагулазонегативных стафилококков под-
тверждался высокой частотой выявления метициллин-
резистентных штаммов. Неферментирующие грамотри-
цательные бактерии представлены штаммами P. aerugi-
nosa.

Несмотря на высокий процент выделения моно-
культур микроорганизмов, возросла доля двух - и трёх-
компонентных ассоциаций, что осложняет применение 
стандартной антибиотикотерапии.

Отмечены различия в составе микробного пейзажа до 
реконструктивного лечения пациентов и при рецидиве 
инфекции. При рецидиве инфекции изменился видовой 
состав микрофлоры: у 2-х пациентов в составе ассоциа-
ции микроорганизмов и у 3-х - в монокультурах штаммы 
S. aureus приобрели резистентность к ß-лактамным ан-
тибиотикам, появились новые ассоциацианты, которые 
в первичных посевах до реконструктивного лечения от-
сутствовали.

Видовой спектр микроорганизмов при хроническом 
остеомиелите большеберцовой кости, развившемся по-
сле накостного остеосинтеза пластиной, разнообразен и 
может меняться, что диктует необходимость проведения 
микробиологического мониторинга для выявления этио-
логической структуры возбудителей, контроля антибио-
тикорезистентности выделенных штаммов и рациональ-
ного подхода к лечению пациентов.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Годовалов А. П., Карпунина Т. И.

определениЕ компонентного состава биопленок ГРАМПОЛОЖИТЕЛЬНЫХ 
БАКТЕРИЙ

ФГБОУ ВО «Пермский государственный медицинский университет им. акад. Е.А. Вагнера» Минздрава РФ, 614000, 
Пермь, Российская Федерация

Существующие методы визуализации биопленки не предусматривают дифференцированной оценки её компонентного 
состава, поскольку отсутствует возможность установить субстрат, окрашиваемый генцианвиолетом, так как кра-
ситель может формировать комплексы, как с внутриклеточными, так и внеклеточными структурами. Такой подход не 
позволяет адекватно оценивать антибиоплёночные эффекты препаратов, в отличие от модификации существующего 
метода для определения соотношения клеточной части и матрикса биоплёнок грамположительных микроорганизмов. 
Оценку компонентного состава биоплёнок осуществляли с помощью двухэтапного подхода, когда сформированные био-
плёнки грамположительных микроорганизмов окрашивали генцианвиолетом в течение 5 мин с последующей фиксацией 
красителя в бактериальных клетках раствором Люголя, затем растворяли окрашенные продукты 95% спиртом: ком-
поненты матрикса ‒ в течение 1 мин, совокупной биоплёнки ‒ в течение 15 мин, после чего оценивали состав биоплёнок 
по формуле: М=(ОПбв/ОП15)×100, Кб=100-М, где М – доля матрикса, %; Кб – доля клеточной составляющей, %; ОПбв 
– оптическая плотность проб, когда спирт для растворения окрашенного продукта выдерживают не более 1 мин; ОП15 
- оптическая плотность проб, когда спирт для растворения окрашенного продукта выдерживают 15 мин. Показано, 
что в составе биоплёнки, сформированной коллекционным штаммом, доля матрикса составляет 13,2%, на клеточный 
компонент приходится 86,8%. При культивировании того же штамма в присутствии антибиотика наблюдается уве-
личение матрикса биоплёнки, что вероятно обусловлено компенсаторным ответом микроорганизма на действие анти-
биотика.  Предлагаемый подход к изучению биоплёнок позволяет оценить её компонентный состав. Получение таким 
способом дополнительной информации может обеспечить повышение эффективности антимикробной терапии при со-
кращении времени исследования.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  биопленкообразующая активность; генцианвиолет; раствор Люголя; S. aureus.
Для цитирования: Годовалов А.П., Карпунина Т.И. Определение компонентного состава биопленок грамположитель-
ных бактерий. Клиническая лабораторная диагностика. 2019; 64 (10): 632-634. DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-
2084-2019-64-632-634.
Godovalov A.P., Karpunina T.I.
THE DETERMINATION OF BIOFILM COMPOSITION OF GRAM-POSITIVE BACTERIA
Perm State Medical University named after Academician E.A. Wagner, Russian Ministry of Health, 614990, Perm, Russian 
Federation
Current methods of biofilm imaging do not support a differentiated assessment of its composition, since it is not possible to establish 
a substrate stained with crystal violet, as this dye can form complexes with both intracellular and extracellular structures. This 
approach does not adequately assess the anti-biofilm effects of drugs, while the results of studying the interaction of drugs with 
biofilm components can ensure their most correct choice. The aim of investigation was to study the possibility of applying the 
original modification of the current method to determine the ratio of the cellular part and the matrix of biofilms of gram-positive 
microorganisms. The biofilm components were analyzed  using a two-step approach, when prepared biofilms of gram-positive 
microorganisms were stained with crystal violet for 5 minutes, followed by fixing the dye in bacterial cells with iodine solution, 
and then the colored products were dissolved with 95% alcohol: matrix components for 1 minute, total biofilm for 15 minutes, 
after which the composition of biofilms was estimated by the formula: M=(OP1/OP15)×100, Kb=100-M, where M is the proportion 
of the matrix,%; Kb - the proportion of the cellular component,%; OP1 – optical density of samples, when alcohol was allowed 
to dissolve the colored product for no more than 1 minute; OP15 – was the optical density of samples, when alcohol is allowed to 
dissolve the colored product for 15 minutes.  It was shown that in the composition of the biofilm formed by the collection strain, 
the proportion of the matrix was ​​13.2%, and the cellular component accounted for 86.8%. When the same strain cultivated in the 
presence of an antibiotic, an increase in the biofilm matrix was ​​observed, which is probably due to the compensatory response of 
the microorganism to the action of the antibiotic.  The proposed approach to the study of biofilms makes it possible to evaluate its 
component composition. Obtaining additional information in this way can provide, inter alia, an increase in the effectiveness of 
antimicrobial therapy while reducing the study time.

K e y w o r d s :  biofilm-forming activity; crystal violet; iodine solution; S. aureus.
For citation: Godovalov A.P., Karpunina T.I. The determination of biofilm composition of gram-positive bacteria. Klinicheskaya 
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Введение. В развитии более 80% инфекционно-
воспалительных заболеваний человека прослеживается 
участие биоплёнок, образованных условно-патогенными 
микроорганизмами. Предполагается, что в основе хро-
низации воспалительного процесса лежит именно фор-
мирование биоплёнки, которая защищает микроорга-
низмы от факторов иммунной системы человека [1,2] и 
от антибактериальных препаратов [3]. По способности 
к биоплёнкообразованию микроорганизмы существенно 
различаются [4].

Для изучения биопленкообразующей активности 
микроорганизмов предложен широкий спектр методов, 
как в статических, так и в динамических условиях [5-7]. 
Наибольшее распространение получили исследования по 
культивированию биоплёнок в статических условиях в по-
листироловых плоскодонных планшетах для ИФА. Широ-
ко используется методика, предложенная  G.A.O’Toole [8]. 
Этот протокол интересен тем, что предусматривает изуче-
ние ранних стадий формирования биоплёнки, предполага-
ет возможность изучения действия различных соединений 
и факторов на биоплёнку, проведение генетических иссле-
дований. В предложенной методике используется окраска 
биоплёнки генцианвиолетом. Генцианвиолет хорошо себя 
зарекомендовал при окраске бактерий по методу Грама 
[9,10], т. к. известно о его способности связываться с пеп-
тидогликаном клеточной стенки бактерий [11]. В методе 
Грама используется дополнительно йодный раствор Люго-
ля для образования генцианвиолетом нерастворимых ком-
плексных соединений [10, 11]. Нет однозначного мнения 
о том, какие вещества в биоплёнке окрашиваются этим 
красителем. Генцианвиолет способен окрашивать белково-
полисахаридные комплексы, входящие в состав нуклеоида, 
клеточной стенки, межклеточного пространства [12,13], 
формируя «большие» комплексные молекулы. Биоплён-
ка фирмикутов представляет структуру, состоящую из 
клеточного компонента и соединений матрикса, среди 
которых значительную часть составляют полисахариды 
[14,15]. Используемый для её визуализации краситель дол-
жен соответствовать нескольким требованиям: он должен 
прокрашивать клетки и матрикс биоплёнок; его цвет дол-
жен соответствовать длине волны фильтра, используемого 
в фотоэлектроколориметре при учёте результатов; остатки 
красителя в лунках должны легко удаляться промывани-
ем, без повреждения биоплёнок [16]. При использовании 
генцианвиолета, который соответствует перечисленным 
требованиям, проблемы возникают с определением соот-
ношения клеточной части и матрикса в общей совокупно-
сти массы плёнки, между тем этот показатель может быть 
существенным в клинической лабораторной диагностике.

Цель исследования – изучить возможность примене-
ния оригинальной модификации существующего метода 
для определения соотношения клеточной части и матрик-
са биоплёнок грамположительных микроорганизмов.

Материал и методы. Исследования проведены 
на штаммах Staphylococcus aureus и S. epidermidis из 
коллекции АТСС. Культивирование микроорганизмов 
осуществляли в 96-луночных полистироловых план-

шетах в питательном бульоне в течение 24-48 ч при 37о 

С. Сформировавшиеся плёнки изучали по стандартной 
[8] и модифицированной методике [17]: планктонную 
культуру из лунок планшета удаляли и промывали их 
забуференным физиологическим раствором. Далее в 
планшет вносили 0,1%-водный раствор генцианвиолета 
на 5 мин, затем раствор Люголя на 2 мин. По окончании 
окраски планшеты промывали и высушивали на воздухе, 
предохраняя их от попадания солнечных лучей.

На первом этапе часть лунок (не менее 5) залива-
ли 95% спиртом и сразу же переносили элюат в новый 
планшет. На втором этапе другую часть лунок (не ме-
нее 5) так же заливали 70% спиртом и выдерживали 15 
мин, после чего собирали элюат в новый планшет. По-
лученные образцы анализировали на спектрофотометре 
PowerWave X при длине волны 560 нм.

Для вычисления доли матрикса и клеточной состав-
ляющей в биоплёнке использовали формулы:

М=(ОПбв/ОП15)×100,
Кб=100 – М, где
М – доля матрикса, %;
Кб – доля клеточной составляющей, %;
ОПбв – оптическая плотность проб, когда спирт для 

элюации выдерживали не более 1 мин.;
ОП15 - оптическая плотность проб, когда спирт для 

элюации выдерживали 15 мин [17].
Для подтверждения целесообразности дифферен-

цированного подхода при анализе плёнкообразующей 
способности дополнительно проводили эксперименты с 
воздействием бактериостатических концентраций анти-
бактериальных препаратов.

Результаты. При определении оптической плотности 
элюатов традиционным способом установлены показате-
ли, типичные для биоплёнок, сформированных штамма-
ми S. aureus 0,364±0,029 у.е. и S. epidermidis - 0,336±0,031 
у.е. По модифицированной методике для штамма S. 
aureus АТСС 28922 характерны следующие показатели: 
ОПбв=0,310; ОП15=2,356; М=13,2%; Кб=86,8%. В составе 
биоплёнки, сформированной коллекционным штаммом, 
доля матрикса составляла 13,2%, на клеточный компо-
нент приходилось 86,8%. Можно предположить, что такое 
соотношение компонентов соответствует оптимальному 
для стафилококков уровню, что обусловлено адекватны-
ми условиями культивирования штамма [18].

В случае культивирования штамма S. aureus АТСС 
28922 в присутствии цефазолина изучаемые показатели из-
менились: ОПбв=0,189; ОП15=0,453; М=41,7%; Кб=58,3%, 
т.е. удельный вес матрикса увеличивался, доля клеточно-
го компонента снизилась. Полученный результат пред-
положительно связан с действием антибиотика, который 
ингибирует синтез пептидогликана основного вещества 
клеточной стенки стафилококков. В результате этого число 
клеток в биоплёнке снижается. Оставшиеся жизнеспособ-
ными клетки стафилококка компенсаторно увеличивают 
продукцию веществ матрикса для защиты от антибиотика 
[4, 19]. При использовании цефазолина необходимо допол-
нять терапевтическую схему препаратами, действие кото-
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рых направлено на разрушение матрикса.
Обсуждение. При изучении морфологии клеток с ис-

пользованием метода Грама, окраска генцианвиолетом за-
висит от разного строения клеточной стенки у грамполо-
жительных и грамотрицательных бактерий, в частности, 
содержания пептидогликана, тейхоевых кислот, ионов маг-
ния и др. Неотъемлемой частью окраски грамположитель-
ных микроорганизмов является формирование сложных 
комплексных соединений между красителем и их специ-
фическими компонентами при участии раствора Люголя, 
что обеспечивает прочное удержание красителя в толще 
пептидогликана. Это легло в основу предложенной моди-
фикации традиционного метода. При непродолжительной 
экспозиции 95% этиловый спирт способен сужать поры 
клеточной стенки. Это послужило основанием для при-
менения двухэтапного подхода в реализации методики. На 
первом этапе краткосрочное (1 мин) воздействие спирта 
обеспечивает элюацию только компонентов окрашенного 
матрикса, а при 15-минутной экспозиции выход окрашен-
ного продукта увеличивается за счёт разрушения клеток, 
определение оптической плотности такого элюата даёт ин-
формацию о совокупной массе биоплёнки.

Заключение. Предложен двухэтапный подход, по-
зволяющий на первом этапе оценить долю матрикса в 
биоплёнке, на втором – совокупность клеточных и экс-
трацеллюлярных компонентов. Предлагаемая модифи-
кация позволяет дискриминировать компонентный со-
став биоплёнок грамположительных бактерий благодаря 
привлечению раствора Люголя и вариабельности сроков 
спиртовой экспозиции. Полученная таким способом до-
полнительная информация может обеспечить повышение 
эффективности антимикробной терапии за счёт комби-
нации лекарственных средств с различными мишенями 
действия при сокращении времени исследования.
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Останкова Ю. В.1, Семенов А. В.1,2,3, Тотолян Арег А. 1,2

ВЫЯВЛЕНИЕ ВИРУСА ГЕПАТИТА В В ПЛАЗМЕ КРОВИ ПРИ НИЗКОЙ ВИРУСНОЙ 
НАГРУЗКЕ

1 ФБУН «Санкт-Петербургский НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера» Федеральной службы  
по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, 197191, Санкт-Петербург, Россия; 
2 ГБОУ ВПО «Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика И. П. Павлова» 
Минздрава России, 197022, Санкт-Петербург, Россия; 
3 ГБОУ ВПО «Северо-Западный государственный медицинский университет им. И. И. Мечникова» Минздрава России, 
191015, Санкт-Петербург, Россия

Проанализирован метод выявления ДНК ВГВ в периферической крови при низкой вирусной нагрузке и оценить его значи-
мости при идентификации HBsAg-негативного вирусного гепатита В.  В работе использованы образцы плазмы крови 
и биопсийного материала ткани печени 128 больных, проживающих в РФ и Республике Узбекистан, без ХВГВ и с ХВГВ 
подтвержденным выявлением кольцевой ковалентно-замкнутой ДНК ВГВ в гепатоцитах. Вирусную нагрузку в плазме 
крови измеряли с помощью набора «АмплиСенс® HBV-Монитор-FL» (ФБУН ЦНИИЭ, Москва). ВГВ при низкой вирусной 
нагрузке выявляли методом «гнездовой» ПЦР. Аналитическую чувствительность проверяли методом поэтапного раз-
ведения. Согласно разработанному нами методу, на первом этапе проводится асимметричная ПЦР с использованием 
протяженных олигонуклеотидных праймеров с разной температурой плавления, комплементарных области наиболь-
шего сходства геномов различных образцов вируса гепатита В. Для повышения чувствительности проводится вторая 
ПЦР с использованием продукта амплификации первой реакции и внутренних праймеров. Чувствительность метода 
при экстракции ДНК из 100 мкл плазмы составила 5 МЕ/мл, специфичность 100%. Поскольку, несмотря на характерное 
географическое распределение генотипов ВГВ, обнаружение «чуждых» для тех или иных территорий геновариантов 
становится все более частым, мы апробировали метод в географически удаленных, но имеющих активные международ-
ные отношения с Российской Федерацией регионах с высокой частотой встречаемости гепатотропных вирусов. Разра-
ботанный метод выявления ДНК ВГВ в плазме крови при низкой вирусной нагрузке на основе технологии ПЦР позволяет 
идентифицировать и генотипировать различные геноварианты ХВГВ как характерные, так и редко встречающиеся на 
территории РФ, циркулирующие в других регионах мира. Метод может быть использован для выявления ВГВ в группах 
риска, в популяции, а также при скринировании доноров крови в целях обеспечения безопасности гемотрансфузий.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  хронический вирусный гепатит В; скрытый гепатит В; низкая вирусная нагрузка; метод иден-
тификации.
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in the Russian Federation and the Republic of Uzbekistan without CHB and with CHB confirmed detection of circle covalently 
closed HBV DNA in hepatocytes. Plasma viral load was measured using the «AmpliSens® HBV-Monitor-FL» kit. HBV at low viral 
load was detected by nested PCR. Analytical sensitivity was checked by step dilution. According to our method, at the first stage, an 
asymmetric PCR is carried out using extended oligonucleotide primers with different melting points, complementary to the hepatitis B 
different genotypes genomes greatest similarity region. To increase the sensitivity, a second PCR is performed using the  first reaction 
amplification product and internal primers. The sensitivity of the method for DNA extraction from 100 μl of plasma was 5 IU / ml, 
specificity 100%. Since, in spite of the HBV genotypes characteristic geographical distribution, the detection of “alien” genovariants 
for certain territories  is becoming more frequent, we tested the method in geographically remote but active international relations 
with the Russian Federation regions with a high frequency of hepatotropic viruses. The developed method for detecting HBV DNA in 
blood plasma at low viral load based on PCR technology allows the various HBV gene variants identification and genotyping, both 
characteristic and rare in the Russian Federation, circulating in other world regions . The method can be used to detect HBV in risk 
groups, in a population, as well as when screening blood donors in order to ensure the blood transfusions safety.
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Введение. Одной из самых значимых проблем здра-
воохранения в мире остаются гепатотропные вирусы, 
способные вызывать как острые, так и хронические за-
болевания и являющиеся седьмой по значимости при-
чиной смертности [1]. Самым распространенным гепа-
тотропным вирусом является вирус гепатита В (ВГВ): 
по данным ВОЗ в 2015 г. в мире насчитывалось 257 млн 
человек, живущих с хронической инфекцией гепатита В 
[2]. Более 47% смертей, причиной которых являются ви-
русные гепатиты, связаны с ВГВ [3]. Среди инфициро-
ванных вирусом гепатита В более чем у 240 миллионов 
человек развивается хронический вирусный гепатит В 
(ХВГВ) – диффузно-воспалительное заболевание, свя-
занное с персистенцией вируса гепатита В.

Распространенность ХВГВ оценивается по частоте 
встречаемости HBsAg, в то время как одной из есте-
ственных форм течения заболевания является HBsAg-
негативный (скрытый) ХВГВ. Скрытый гепатит В (СкГВ) 
определяют как стадию заболевания, при которой в тка-
ни печени обнаруживают ДНК ВГВ при неопределяе-
мом уровне HBsAg в сыворотке периферической крови, 
вне зависимости от того, выявляется или нет ДНК ВГВ 
методом ПЦР в периферической крови [4]. За счет пода-
вления внутриядерной транскрипции субгеномных РНК 
ВГВ с матрицы кольцевой ковалентно-замкнутой ДНК 
ВГВ (ккзДНК) развивается СкГВ, так как ккз ДНК ВГВ 
является матрицей для субгеномных и прегеномных ко-
пий РНК, на основе которых синтезируются вирусный 
геном и вирусные белки [5]. В ядре гепатоцита ккзДНК 
находится в виде минихромосомы, где НК связана с ги-
стоновыми и гистоноподобными белками, а транскрип-
ционная активность регулируется по эукариотическому 
механизму и способна существовать долгое время [6]. В 
большинстве случаев, репликация вируса и экспрессия 
генов могут быть подавлены настолько, что вирусная 
нагрузка в периферической крови больного крайне низ-
ка, вплоть до невозможности выявить ДНК ВГВ стан-
дартными методами, но элиминации вируса при пода-
влении репликации не происходит. Ключевым фактором 
остается сохранение ккзДНК в виде минихромосомы, 
что становится причиной невозможности полной эли-
минации ВГВ и за рецидивы репликации вируса после 
прекращения противовирусной терапии [7].

Встречается как серопозитивный, так и серонегатив-
ный по другим маркерам инфицирования скрытый ВГВ 
[8, 9]. Развитие при серонегативном варианте может 
быть мгновенным, то есть при первичном инфицирова-
нии, и постепенным с потерей серологических маркеров 

по мере течения заболевания. При серопозитивном ва-
рианте СкГВ потеря HBsAg может являться итогом либо 
разрешения острого гепатита В, либо последовательной 
фазой естественного течения ХВГВ [10]. Несмотря на 
низкую вирусную нагрузку, СкГВ может играть суще-
ственную роль в развитии фиброза печени и гепатоцел-
люлярной карциномы [11].

Из-за относительно недавней идентификации этой 
группы ВГВ-инфицированных лиц, факторы риска, свя-
занные со скрытой инфекцией ВГВ все еще остаются 
не до конца изученными и понятными, хотя некоторые 
данные позволяют предположить, что при СкГВ сохра-
няется большая часть тех же факторов риска, что и при 
HBsAg-позитивной форме течения ХВГВ [12]. Так, на-
пример, показана возможность внутриутробного инфи-
цирования ребенка HBsAg и HBeAg-негативной мате-
рью [13]. При переливании крови минимальная инфек-
ционная доза приблизительно 16-100 копий [14]. Более 
того, несмотря на крайне низкую вирусную нагрузку 
при CкГВ, возможна передача ВГВ при тесном быто-
вом контакте от пациента со скрытой формой течения 
заболевания с дальнейшим проявлением у реципиента 
HBsAg-позитивной инфекции [15]. 

Распространенность HBsAg-негатиного ВГВ в мире 
варьирует и, вероятнее всего, коррелирует с распростра-
ненностью HBsAg-позитивной формы ВГВ в том или 
ином регионе. Хорошо известно, что некоторые группы 
пациентов подвергаются значительно более высокому 
риску заражения СкГВ вне зависимости от их геогра-
фического положения, например, лица с хроническим 
вирусным гепатитом С (ХВГС) и/или ВИЧ-инфекцией, 
подвергающиеся гемодиализу, трансплантации печени, 
потребители инъекционных наркотиков [16]. Однако 
различные данные о встречаемости СкГВ в одних и тех 
же географических регионах и/или сходных группах 
риска могут быть связаны не только с биологическими 
особенностями вируса и частотой встречаемости ВГВ 
на той или иной территории, но и с методом выявления 
вируса.

Поскольку уровень вирусной нагрузки в крови при 
HBsAg-негативном ВГВ крайне низок (<200 МЕ ДНК 
ВГВ/мл), вплоть до невозможности обнаружения стан-
дартными методами, выявление ДНК ВГВ в ткани пе-
чени остается не только «золотым стандартом», но 
и практически единственным достоверным методом 
лабораторной диагностики скрытого ВГВ. Идентифи-
кация и количественная оценка кольцевой ковалентно-
замкнутой ДНК ВГВ в ткани печени позволяет с высо-



637

Russian Clinical Laboratory Diagnostics. 2019; 64(10)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2019-64-10-635-640

Clinical molecular studies

ВГВ при низкой вирусной нагрузке вы-
являли методом «гнездовой» ПЦР с исполь-
зованием на втором этапе нескольких пар 
праймеров, фланкирующих четыре регио-
на генома вируса. В том числе фрагменты, 
включающие рекомендованный для гено- и 
субгенотипирования ВГВ регион Pre-S1/Pre-
S2/S [18].

Для ПЦР в общем виде использова-
ли следующий состав амплификационной 
смеси: 3-30 пM каждого олигопраймера, 
0,6-1,0 мМ каждого дезоксинуклеотида, 6,7 
мМ MgCl2, 1 ед. рекомбинантной Taq ДНК-
полимеразы (Fermentas), буфер для Taq 
ДНК-полимеразы (750 мМ Трис-HCl, (рН 
8,8), 200 мМ (NH4)2SO4, 0,1% (v/v) твин 20), 
1 мкг матрицы, вода без нуклеаз до конечно-
го объема 30 мкл. 

Амплификацию в общем виде проводили 
при следующих условиях: после денатурации при 95оС 
в течение 5 мин устанавливали 30-40 циклов амплифи-
кации в режиме: 95оС – 20-40 сек, 55-65оС – 20-30 сек, 
72оС – 30-90 сек; затем финальная элонгация при 72оС 
– 5 мин. Качество ПЦР определяли визуально в 2% ага-
розном геле (120 В, 40 мин; 1xTBE), окрашенном бро-
мистым этидием.

На первом этапе проводили асимметричную ПЦР с 
использованием 3 пмоль/л прямого и 30 пмоль/л обрат-
ного праймеров HBV Long (табл. 1). На втором этапе для 
повышения чувствительности проводили вторую ПЦР с 
использованием продукта амплификации первой реак-
ции и одной из пар внутренних (вложенных, гнездовых) 
праймеров для четырех регионов ВГВ (см.табл. 1) – по 
15 пмоль/л каждого.

В качестве дополнительного контроля для исключе-
ния контаминации секвенировали полученные фрагмен-
ты амплификации анализируемых образцов при помо-
щи генетического анализатора ABI PRISM 3500 (Applied 
Biosystems, США), использовали набор реагентов ABI 
PRISM BigDye Terminator v3.1. (Applied Biosystems, 
США), согласно инструкции производителя.

Результаты и обсуждение. Для выявления ВГВ в 
плазме крови при низкой вирусной нагрузке был разра-
ботан способ обнаружения ДНК ВГВ на базе методики, 
предложенной в работе, посвященной передаче ВГВ от 
матери ребенку [19]. Недостаток метода, предложенно-
го D.Candotti и соавт. [4], заключается в необходимости 
большого объема плазмы крови для экстракции ДНК 
(500 мкл), а также в невозможности убедиться в полно-
ценности генома вируса за счет секвенирования как ми-
нимум двух из четырех участков генома ВГВ, как это 
было рекомендовано на совещании по скрытому ВГВ.

Согласно разработанному нами методу, на первом 
этапе проводится амплификация ДНК методом асимме-
тричной ПЦР с использованием протяженных олигону-
клеотидных праймеров с разной температурой плавле-
ния, комплементарных области наибольшего сходства 
геномов различных образцов вируса гепатита В. Для 
повышения чувствительности проводится вторая по-
лимеразная цепная реакция с использованием продукта 
амплификации первой реакции и внутренних праймеров 
(см.табл.1), соответствующих одному из четырех реко-
мендованных при диагностике СкГВ регионов генома 
ВГВ. В составе амплификационной смеси на каждом 
этапе предложено неравномерное соотношение дезок-

кой точностью обнаружить ВГВ в скрытой фазе течения 
заболевания, а также предварительно оценить уровень 
репликации вируса в гепатоцитах [17]. Однако необхо-
димость инвазивного вмешательства позволяет пред-
ложить метод только в качестве дополнительной диа-
гностики в случаях, когда пункционная биопсия печени 
осуществляется по клиническим показаниям, но не дает 
возможности использовать его для широкого скрининга 
популяций, доноров крови или отдельных групп паци-
ентов.

Целью нашей работы являлся анализ метода выявле-
ния ДНК ВГВ в периферической крови при низкой ви-
русной нагрузке и оценка его значимости при идентифи-
кации HBsAg-негативного вирусного гепатита В.

Материал и методы. В работе были использова-
ны плазма крови и образцы биопсийного материала 
ткани печени 128 больных, проживающих на терри-
тории Санкт-Петербурга, в различных регионах РФ, а 
также в Республике Узбекистан без ХВГВ и с ХВГВ 
ранее подтвержденным в том числе методом выявле-
ния кольцевой ковалентно-замкнутой ДНК ВГВ в тка-
нях печени [17].

Для определения специфичности разработанно-
го метода в соответствии с отработанными условиями 
проведения ПЦР были исследованы предварительно 
охарактеризованные с использованием коммерческих 
тест-систем серологически и молекулярно-генетически 
негативные по ВГВ образцы плазмы крови детей 4-11 
лет, подростков 12-18 лет, беременных женщин на раз-
личных сроках беременности, пациентов в возрасте 50-
70 лет, онкологических больных (немелкоклеточный рак 
легкого) вне терапии, онкологических больных проходя-
щих лечение, пациентов гемодиализного центра, паци-
ентов с коинфекций ВИЧ + ВГС.

Экстракцию ДНК проводили с помощью комплекта 
реагентов для выделения РНК/ДНК из клинического 
материала «РИБО-преп» (ФБУН ЦНИИЭ, Москва), со-
гласно инструкции.

Вирусную нагрузку в плазме крови предваритель-
но измеряли с помощью стандартизированного набора 
для количественного определения ДНК ВГВ в клини-
ческом материале методом полимеразной цепной ре-
акции (ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной де-
текцией в режиме «реального времени» «АмплиСенс® 
HBV-Монитор-FL» (ФБУН ЦНИИЭ, Москва), согласно 
инструкции.

Т а б л и ц а  1
Нуклеотидные последовательности праймеров, использованные  

для выявления ДНК ВГВ в плазме при низкой вирусной нагрузке на основе 
двухэтапной ПЦР

Праймер Нуклеотидная последовательность

HBV LongF1.1 5’- CTGCGCACCAGCACCATGCAACTTTTTCACCTCTGC-3’

HBV LongR1.1 5’-CAGACCAATTTATGCCTACAGCCTCCTA-3’
SF2 5’-GGTCACCATATTCTTGGGAA-3’
SR2 5’-AATGGCACTAGTAAACTGAG-3’
CF2 5’-GCCTTAGAGTCTCCTGAGCA-3’
CR2 5’-GAGGGAGTTCTTCTTCTAGG-3’
XF2 5’- CCATACTGCGGAACTCCTAGC-3’
XR2 5’- CCCAAGGCACAGCTTGGAGG-3’
PF2 5’- TCTAGACTCGTGGTGGACTTCTCTC-3’
PR2 5’- AGTTCCGCAGTATGGATCGG-3’
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ЦНИИЭ, Москва), а также одна из наиболее чувстви-
тельных (аналитическая чувствительность 3,8 МЕ/мл) 
тест-систем HBV RG PCR Kit (Qiagen) с предваритель-
ной экстракцией анализируемой ДНК из различного 
объема биологического материала. В качестве анализи-
руемого биологического материала использовали образ-
цы и пулы образцов, приведенные в табл. 4.

Таким образом, чувствительность предложенного ме-
тода при использовании 100 мкл плазмы при стандарт-
ном методе экстракции НК с помощью коммерческого 
набора реагентов «АмплиПрайм Рибо-преп» (ФБУН 
ЦНИИЭ, Москва) составила 5 МЕ/мл. 

Оценку специфичности проводили в два этапа. На 
первом этапе последовательно проводили анализ оха-
рактеризованных образцов. На втором этапе проводили 
«слепой» анализ, для чего пробирки с анализируемыми 
негативными образцами объединяли с пробирками, со-
держащими ВГВ-позитивную плазму крови больных, 
пробирки маркировали сквозной нумерацией. Для 
контроля анализируемых образцов и исключения воз-
можной контаминации в качестве контрольных ВГВ-

синуклеотидтрифосфатов и высокая кон-
центрация MgCl2, на первом этапе в сме-
си присутствуют формамид и глицерин в 
количестве 4% и 6% от конечного объема 
соответственно, а на втором этапе фор-
мамид и DMSO в количестве 4% и 10% 
от конечного объема соответственно.

Аналитическую чувствительность 
метода проверяли методом поэтапного 
разведения. Были выбраны 10 образцов 
плазмы крови, содержащие различные 
концентрации ВГВ. Каждый образец 
поэтапно разводили предварительно 
проанализированной плазмой крови без 
ВГВ (чистой плазмой) следующим обра-
зом. Аликвоту образца объемом 100 мкл 
вносили в микропробирку Eppendorf 
объемом 1,5 мл, добавляли 100 мкл чи-
стой плазмы, тщательно пипетировали 
и переносили 100 мкл полученного пула 
в новую микропробирку, куда снова до-
бавляли 100 мкл чистой плазмы, пипе-
тировали и 100 мкл нового пула перено-
сили в третью пробирку итд. до десяти-
кратного последовательного разведения 
(табл. 2). После разведения осуществляли экстракцию 
ДНК из каждого пула разведения каждого образца. По-
лученные образцы ДНК амплифицировали, согласно 
предложенному методу. Результаты выявления вируса 
в пулах разведения представлены в табл. 3.

В качестве примера оценки чувствительности на 
гель-электрофорезе на рисунке представлен черно-
белый негатив фотографии электрофореза продуктов 
амплификации второго этапа (праймеры SF2/SR2) по-
следовательных разведений образца № 9, вирусная на-
грузка 5*103 МЕ/мл. Продукт амплификации последнего 
разведения предположительно около 9,7 МЕ/мл. Данной 
концентрации фрагмента было достаточно для проведе-
ния секвенирующей реакции. 

Для определения уровня диагностической чувстви-
тельности разработанного метода относительно «ре-
ференсных» коммерческих тест-систем был использо-
ван набор реагентов для качественного определения 
ДНК ВГВ в биологическом материале методом ПЦР с 
гибридизационно-флуоресцентной детекцией в режиме 
«реального времени» «АмплиСенс® HBV-FL» (ФБУН 

Т а б л и ц а  2
Вирусная нагрузка использованных в оценке аналитической чувствительности образцов в разведениях

Образец МЕ/мл 
образец

МЕ/мл 
пул 1

МЕ/мл 
пул 2

МЕ/мл 
пул 3

МЕ/мл 
пул 4

МЕ/мл 
пул 5

МЕ/мл 
пул 6

МЕ/мл 
пул 7

МЕ/мл 
пул 8

МЕ/мл 
пул 9

1 38*106 19*106 9,5*106 4,7*106 2,3*106 1,0*106 5,9*105 2,9*105 1,4*105 7,4*104

2 24*105 12*105 6*105 3,2*105 1,5*105 7,5*104 3,7*104 1,8*104 9,3*103 4,6*103

3 11*105 5,5*105 2,7*105 1,3*105 6,8*104 3,4*104 1,7*104 8,5*103 4,2*103 2,1*103

4 47*104 23,5*104 11,7*104 5,8*104 2,9*104 1,4*104 7,3*103 3,6*103 1,7*103 9,1*102

5 21*104 10,5*104 5,2*104 2,6*104 1,3*104 6,5*103 3,1*103 1,6*103 8,2*102 4,1*102

6 8*104 4*104 2*104 1*104 5*103 2,7*103 1,2*103 6,2*102 3,1*102 1,5*102

7 9*103 4,5*103 2,2*103 1,1*103 5,6*102 2,8*102 1,4*102 70 35 17
8 6*103 3*103 1,5*103 7,5*102 3,9*102 1,8*102 93 46 23 11
9 5*103 2,5*103 1,2*103 6,2*102 3,0*102 1,6*102 78 39 19 9,7
10 7*102 3,5*102 1,7*102 87 43 21 10 5 2,5 1,2

П р и м е ч а н и е . Вирусная нагрузка в пулах анализировалась выборочно (выделены полужирным шрифтом и подчеркиванием).

Т а б л и ц а  3
Выявление ВГВ в пулах разведения в соответствии с таблицей 2. 

Обра-
зец

Без раз-
ведения

пул 
1 пул 2 пул 

3
пул 
4

пул 
5

пул 
6

пул 
7

пул 
8 пул 9

1 + + + + + + + + + +

2 + + + + + + + + + +

3 + + + + + + + + + +

4 + + + + + + + + + +

5 + + + + + + + + + +

6 + + + + + + + + + +

7 + + + + + + + + + +

8 + + + + + + + + + +/-

9 + + + + + + + + + +/-

10 + + + + + + +/- +/- - -

П р и м е ч а н и е .  «+» – образец, визуализируемый при электрофорезе в агарозном 
геле, «-» – образец, визуализируемый при электрофорезе в агарозном геле, «+/-» – об-
разец, слабо визуализируемый при электрофорезе в агарозном геле, хорошо визуали-
зируемый в полиакриламидном геле. Для «+» и «+/-» образцов возможно дальнейшее 
секвенирование.
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позитивных образцов использовали плазму, содержа-
щую ВГВ субгенотипов A1, D4, E, выявление которых 
в используемых для тестирования специфичности груп-
пах маловероятно. Результаты тестирования специфич-
ности метода выявления ДНК ВГВ в крови при низкой 
вирусной нагрузке представлены в табл. 5.

Из представленных данных видно, что 98,82% об-
следованных образцов являлись отрицательными, со-
мнительных образцов не обнаружено, четыре образца 
(1,18%) положительны при использовании указанного 
метода выявления ВГВ при низкой вирусной нагрузке. 
Для позитивных образцов проводили секвенирование и 
субгенотипирование полученных фрагментов ДНК. Ни 
один из амплифицированных фрагментов не относился 
к ВГВ субгенотипов A1, D4, E.

Дополнительно для оценки специфичности был про-
веден анализ посредством добавления в реакцию ам-
плификации геномной ДНК/кДНК следующих вирусов: 
вирусы гепатитов А, С, D, E, G, вирус иммунодефицита 
человека, парвовирус В19, вирус Эпштейн-Барра, цито-
мегаловирус, вирус простого герпеса 1 и 2 типов, вирус 
клещевого энцефалита. При проведении тестирования 
образцов ДНК/кДНК вышеперечисленных вирусов по-
зитивной реакции на присутствие ДНК ВГВ и неспеци-
фических реакций выявлено не было.

Таким образом, полученные результаты свидетель-
ствуют о высокой специфичности разработанного мето-
да при исследовании биологического материала.

Вышеописанный метод был разработан с исполь-
зованием в качестве образцов ВГВ, циркулирующих 

Т а б л и ц а  4
Определение чувствительности разработанного метода в сравнении с «референсными» тест-системами

Наименование образцов и объем био-
логического материала экстракции

Концентрация (предполо-
жительная концентрация) 

образца МЕ/мл

АмплиСенс 
HBV-FL

HBV RG PCR 
Kit

Предложенный нами метод 
выявления ВГВ при низк. 

вирусной нагрузке 

1 без разведения 500 мкл
38*106 + + +

100 мкл + + +
1 пул 7 500 мкл

2,9*105 + + +
100 мкл + + +

4 пул 8 500 мкл
1,7*103 + + +

100 мкл + + +
6 пул 3 500 мкл

1*104 + + +
100 мкл + + +

6 пул 9 500 мкл
1,5*102 + + +

100 мкл + + +
7 пул 4 500 мкл

5,6*102 + + +
100 мкл + + +

7 пул 8 500 мкл
35

+ + +
100 мкл - + +

9 пул 5 500 мкл
1,6*102 + + +

100 мкл + + +
9 пул 9 500 мкл

9,7
+ + +

100 мкл - + +
10 пул 3 500 мкл

87
+ + +

100 мкл + + +
10 пул 7 500 мкл

5
- + +

100 мкл - + +
10 пул 8 500 мкл

2,5
- + +

100 мкл - - -

на территории РФ и Республики Узбекистан генова-
риантов (D1, D2, D3, A2). Метод позволили выявить и 
охарактеризовать HBsAg-негативный ВГВ среди ВИЧ-

Т а б л и ц а  5
Результаты тестирования специфичности метода выявления 

ДНК ВГВ в крови при низкой вирусной нагрузке

Наименование 
группы образцов

Коли-
чество 

образцов

Поло-
житель-

ные

Отри-
цатель-

ные

Сомни-
тельные

Плазма крови 
детей

28 0 28 0

Плазма крови под-
ростков

40 0 40 0

Плазма крови 
беременных

96 2 94 0

Плазма крови 
онкобольных вне 
терапии

46 0 46 0

Плазма крови 
онкобольных про-
ходящих лечение

27 0 27 0

Плазма крови па-
циентов 50-70 лет

30 0 30 0

Плазма крови па-
циентов гемодиа-
лизного центра

34 1 33 0

Плазма крови лиц 
с коинфекцией 
ВИЧ ВГС

36 1 35 0
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инфицированных лиц, больных хроническим вирусным 
гепатитом С, больных криптогенным гепатитом, до-
норов крови. Поскольку, несмотря на характерное гео-
графическое распределение генотипов и субгенотипов 
ВГВ, обнаружение «чуждых» для тех или иных терри-
торий геновариантов становится все более частым, мы 
сочли необходимым оценить возможность использова-
ния предложенного метода в географически удаленных, 
но имеющих активные международные отношения с 
Российской Федерацией регионах с высокой частотой 
встречаемости гепатотропных вирусов, в том числе ВГВ 
не встречающихся в нашей стране генотипов.

Метод был апробирован в Гвинейской Республике и 
в Социалистической Республике Вьетнам [20]. Было по-
казано, что предложенный метод позволяет выявлять и 
секвенировать различные геноварианты ВГВ как широ-
ко распространенные в РФ D1, D2, D3, A2, так и редко 
встречающиеся в России A1, B2, B4, C1, C2, E (полные 
геномы ВГВ, полученные из образцов с низкой вирус-
ной нагрузкой субгенотипов C2, B2, B4 депонированы 
в международную базу данных GeneBank под номерами 
MN535017-MN535019).

Заключение. Разработанный метод выявления ДНК 
ВГВ в плазме крови на основе технологии ПЦР при низ-
кой вирусной нагрузке позволяет идентифицировать и ге-
нотипировать различные геноварианты ХВГВ как харак-
терные, так и редко встречающиеся на территории РФ, 
циркулирующие в других регионах мира. Метод может 
быть использован для выявления ВГВ в группах риска, в 
популяции, а также при скринировании доноров крови в 
целях обеспечения безопасности гемотрансфузий.
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Негатив фотографии электрофореза продуктов амплифи-
кации второго этапа последовательных разведений образца 
№9, вирусная нагрузка 5*103 МЕ/мл. Продукт амплификации 
последнего разведения, предположительно около 9,7 МЕ/мл.


