
Микроорганизмы, инфицирующие нижние дыха-

тельные пути пациентов с легочными заболевани-

ями, определяют лечение, качество жизни, а для 

пациентов с муковисцидозом (МВ) – перспективы 

для трансплантации и общую выживаемость. Точ-

ная и своевременная идентификация возбудите-

лей инфекций дыхательных путей имеет значение 

для обеспечения своевременного начала лечения 

соответствующими антибиотиками в целях эли-

минации бактериальных патогенов и организации 

надлежащего инфекционного контроля для про-

филактики распространения патогенных микроор-

ганизмов среди больных. Очень часто правильная 

микробиологическая диагностика затруднена, так 

как микробная флора дыхательных путей нередко 

представлена ассоциациями, а некоторые микро-

организмы проявляют атипичные для своего вида 

фенотипические свойства, например ауксотрофные 

P. aeruginosa и SCV (small colony variants – фенотип 

мелких колоний) S. aureus.

Представления о разнообразии этиологической 

структуры инфекций нижних дыхательных путей 

(НДП) эволюционируют параллельно с совершен-

ствованием методов выявления микробных возбу-

дителей и их маркеров, появлением новых техно-

логий, основанных на молекулярно-биологических 

подходах к этиологической диагностике бронхо-

легочных инфекций. В настоящее время описано 

более 100 микроорганизмов, способных вызывать 

инфекции НДП, почти все они были хотя бы одно-

кратно обнаружены при биопсии легочной ткани и в 

мокроте (табл. 1, 2) [1].

Сложность проведения микробиологической диа-

гностики легочных заболеваний связана со следую-

щими особенностями:

• Значительное разнообразие инфекционных аген-

тов, относящихся к разным классам микроорга-

низмов, определяет широкий перечень биологи-

ческих материалов и методов их исследования.

• Секрет, получаемый из нижних отделов дыха-

тельного тракта, контаминируется микрофло-

рой верхних дыхательных путей (ВДП) и ротовой 

полости, представленной аэробными, анаэроб-

ными бактериями и грибами в концентрациях 

1010–1012 КОЕ/мл.

• Грамотрицательная флора (Enterobacteriales, 

Pseudomonas spp., Acinetobacter spp.) в ротоглотке 

встречается в незначительном объеме. Однако 

у пациентов, ранее получавших антибиотики 

или страдающих хроническими заболевания-

ми – сахарным диабетом, острой лейкемией, 

хроническим алкоголизмом, – концентрация 

возбудителей грамотрицательной флоры дости-

гает 107 КОЕ/мл. Такой уровень возбудителей 

создает предпосылки для развития инфекций 

НДП, так как даже незначительная аспирация 

секрета ротоглотки (в объеме от 0,1 до 1 мл) при-

водит к попаданию 104 ОЕ/мл в трахеобронхи-

альное дерево.

• Микроорганизмы семейства Enterobacteriales или 

Staphylococcus aureus, колонизирующие мокроту, 

осложняют диагностику пневмококковой пнев-

монии, плевропневмонии анаэробной этиологии 

и туберкулеза легких.

• Предшествующая антибактериальная терапия 

искажает первичную этиологическую природу 

инфекционного процесса [1].

Хроническую инфекцию легких при МВ можно 

рассматривать как модель инфекции, развивающей-

ся при хронической обструктивной болезни легких 

(ХОБЛ). Ее особенностью является хроническая 

смешанная инфекция легких, вызванная домини-

рующими возбудителями S. aureus, P. aeruginosa, 

Burkholderia cepacia complex, Achromobacter spp., 

другими неферментирующими микроорганизма-

ми, а также нетуберкулезными микобактериями 

и грибами.

При изучении микрофлоры НДП различных воз-

растных групп детей, больных МВ, исследователями 

различных стран установлено, что доминирующими 

возбудителями инфекции легких у таких пациен-

тов являются Р. aeruginosa и S. aureus, H. influenzae, 

бактерии комплекса B. cepacia (Всс). Показано, что 

в первые годы жизни у больных МВ доминирует зо-

лотистый стафилококк, а затем основным возбуди-

телем становится Р. aeruginosa [2]. Грибы Aspergillus 

https://doi.org/10.18093/987-5-6048754-9-0-2024-1-394-414

ГЛАВА 3. МИКРОБИОЛОГИЧЕСКАЯ ДИАГНОСТИКА 
ПРИ ЛЕГОЧНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ

М.Ю. Чернуха, Л.Р. Аветисян

CHAPTER 3. MICROBIOLOGICAL ASSAYS FOR DIAGNOSIS  
OF LUNG DISEASE

Marina Yu. Chernukha, Lusine R. Avetisyan



395Глава 3. Микробиологическая диагностика при легочных заболеваниях

Таблица 1. Микроорганизмы, наиболее часто выделяемые из различных областей дыхательных путей

Заболевания Бактерии Вирусы Грибы Другие 
возбудители

Риниты, синуситы Streptococcus pneumoniae, 
Neisseriae spp., Moraxella 
catarrhalis, аэробные 
и анаэробные стрептококки, 
редко грамотрицательные 
аэробные бактерии и S. aureus

Rhinoviruses, Coronavirus, 
Parainfluenza viruses, 
Adenoviruses, Respiratory 
syntycial virus, Influenza 
viruses

Редко Редко

Фарингиты, тонзиллиты β-гемолитические стрептококки 
группы А (БГСА; Streptococcus 
pyogenes); представители 
родов Corynebacterium (в т. ч. 
Corynebacterium diphtheria), 
Neisseriae (в т. ч. Neisseriae 
subflava, Neisseriae gonorrhoeae), 
Mycoplasma hominis type 1 
Mycoplasma pneumonia, анаэробы

Adenoviruses, 
Coxsackieviruses A, 
Influenza viruses, 
Rhinoviruses, Coronavirus, 
Parainfluenza viruses, 
Epstein–Barr virus, 
Cytomegalovirus, Herpes 
simplex virus

Candida albicans Редко

Ларинготрахеиты Haemophilus influenza type b Respiratory syntycial virus Редко Редко

Круп Corynebacterium diphtheria Parainfluenza viruses, 
Parainfluenza viruses, 
Respiratory syntycial 
virus, Adenoviruses, 
Herpes simplex virus

Редко Редко

Бронхиты и бронхиолиты Haemophilus influenza, 
Streptococcus pneumonia, 
Mycoplasma pneumonia

Пневмония Аэробы и факультативные 
анаэробы:
Streptococcus pneumonia, 
Streptococcus pyogenes, 
Staphylococcus aureus, 
Haemophilus influenza, Klebsiella 
pneumonia, Escherichia coli и 
прочие Enterobacteriaceae, 
Moraxella catarrhalis, 
Pseudomonas aeruginosa, Bacteria 
Burkholderia cepacia complex (Bcc), 
Achromobacter spp., Legionella 
spp., Neisseria meningitides, 
Acinetobacter spp., Nocardia 
asteroids. 
Облигатные анаэробы: 
Actinomyces israelii, 
Acidaminococcaceae, 
Peptostreptococcaceae, 
Eubacteriaceae, Anaerorhabodus 
furcosa, Bilophila wadsworthia, 
Fusobacteriaceae, Prevotellaceae.
Микобактерии:
Mycobacterium tuberculosis, 
Nontuberculosis mycobacterium.
Хламидии:
Chlamydia psitaci, Chlamydia 
trachomatis, Chlamydia pneumonia. 
Микоплазмы:
Mycoplasma pneumonia.
Риккетсии: Coxiella burneti.
Облигатные патогены:
Bacillus anthracis, Francisella 
tularensis, Burkholderia mallei, 
Burkholderia pseudomallei, Yersinia 
pestis

Adenoviruses, 
Parainfluenza viruses, 
Respiratory syntycial 
virus, Influenza, viruses, 
Avian Influenza (H5N1, 
H5N6, H7N9), SARS-CoV, 
MERS-CoV, SARS-CoV-2, 
Varicella-zoster virus, 
Cytomegalovirus, Herpes 
simplex virus, Hantavirus 
(Muerto Carryon)

Hystoplasma 
capsulatum, Blastomyces 
dermitidis, Pneumocystis 
jiroveci, Paracoccidioides 
brasifensis, Coccidioides 
Immitis, Candida 
albicans, Filobasidiella 
(cryptococcus) 
neoformans, Aspergillus 
fumigatus, Aspergillus 
spp.

Candida albicans, 
Filobasidiella 
(cryptococcus) 
neoformans, 
Aspergillus 
fumigatus, 
Aspergillus spp.
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НДП бактериями B. cepacia complex до последнего 

времени была противопоказанием для пересадки лег-

ких, считающейся важной частью программы по уве-

личению продолжительности жизни у пациентов 

с МВ. Данные последних публикаций и собственные 

исследования подтверждают значимость в развитии 

хронической инфекции других видов неферментиру-

ющих грамотрицательных бактерий (НГОБ), среди 

которых особое значение в связи с большей часто-

той выделения, по сравнению с другими микроорга-

низмами и фенотипическому сходству с бактерия ми 

B. cepacia complex, приобретают бактерии рода Achro-
mobacter spp. [4].

При терапии внебольничной пневмонии и ХОБЛ 

в амбулаторных условиях кроме рутинных микробио-

логических исследований, позволяющих выделить 

чистую культуру возбудителя, для подтверждения 

диагноза необходимо использовать и другие методы 

исследования: биохимические, молекулярно-био-

логические, времяпролетную масс-спектрометрию 

с матрично-активированной лазерной десорбцией/

ионизацией (MALDI-TOF), специфическую диа-

гностику с использованием полимеразной цепной 

fumigatus и грибы рода Candida выделяют у пациентов 

с МВ в более взрослом возрасте, особенно подвер-

гавшихся многократному лечению антибиотиками. 

В последнее время одной из главных причин, при-

водящих к летальному исходу, является инфекция, 

вызванная бактериями B. cepacia complex. Эти воз-

будители способны вызывать так называемый це-

пация-синдром – некротизирующую пневмонию 

с септицемией, нередко приводящую к летальному 

исходу. Инфицирование больных МВ бактериями 

комплекса B. cepacia представляет особую опасность, 

так как данный микроорганизм обладает природной 

антибиотикоустойчивостью и быстро приобретает 

резистентность к широкому спектру антимикробных 

препаратов. Такие свойства затрудняют эрадикацию 

бактерий комплекса В. cepacia в процессе лечения, 

способствуют длительной персистенции возбудите-

ля, приводя к быстрому переходу острой инфекции 

нижних дыхательных путей в хроническую форму 

и значительным нарушениям функций легких. Боль-

ные, инфицированные B. cepacia complex, являются 

источником инфекции и представляют опасность 

для других пациентов [3]. Кроме того, колонизация 

Таблица 2. Микроорганизмы, идентифицированные в мокроте больных муковисцидозом

Типы Классы Роды

Proteobacteria Gammaproteobacteria Actinobacillus, Aggregatibacter, Chryseomonas, Flavimonas, Haemophilus, 
Pseudomonas, Stenotrophomonas, Vibrio

Epsilonproteobacteria Campylobacter

Betaproteobacteria Burkholderia (Burkholderia cepacia complex – Bcc), Achromobacter, Kingella, 
Neisseria, неклассифицируемые Comamonadaceae

Alpharoteobacteria Sphingobium

Firmicutes Bacilli Abiotrophia, Gemella, Granulicatella, Staphylococcus, Streptococcus, 
неклассифицируемые Staphylococcaceae

Clostridia Catonella, Dialister, Moryella, Oribacterium, Peptoniphilus, Peptostreptococcus, 
Veillonella, неклассифицируемые Clostridiales

Erysipelotrichi Bulleidia

Fusobacteria Fusobacteria Fusobacterium, Leptotrichia, неклассифицируемые Fusobacteriaceae

Actinobacteria Actinobacteria Actinomyces, Atopobium, Corynebacterium, Rhodococcus, Rothia, 
неклассифицируемые Actinomycetales, неклассифицируемые 
Bifidobacteriaceae

Bacteroidetes Bacteroidetes Bacteroides, Porphyromonas, Prevotella, неклассифицируемые Bacteroidetes, 
неклассифицируемые Sphingobacteriales, неклассифицируемые 
Prevotellaceae

Flavobacteriae Bergeyella, Capnocytophaga, Cloacibacterium,
неклассифицируемые Flavobacteriaceae

Tenericutes Mollicutes Mycoplasma

Spirochaetes Spirochaetes Treponema

Неклассифицируемые Bacteria
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собирают утреннюю мокроту 3 дня подряд, при этом 

нежелательно накапливать ее объем свыше 12 ч из-

за чрезмерной контаминации посторонней бакте-

риальной флорой. Для диагностики хронической 

инфекции легких и идентификации микроорганиз-

мов, характеризуемых длительной персистенцией 

в легких, необходимо проводить мониторинг микро-

флоры НДП.

Сроки доставки мокроты в лабораторию не долж-

ны превышать 1,5–2 ч с момента ее получения (до-

пускается хранение в холодильнике, но не более 

6 ч), так как задержка ведет к аутолизу S. Pneumonia 

и вследствие размножения бактерий-контаминан-

тов меняется истинное соотношение микрофлоры 

бронхиального секрета.

Перед посевом мокроту промывают в стериль-

ном физиологическом растворе; готовят мазки для 

микроскопии; разжижают муколитиками или гомо-

генизируют в асептических условиях со стерильными 

стеклянными бусами; производят десятикратные 

серийные разведения в бульоне, из которых делают 

дозированные высевы на питательные среды с по-

следующей количественной оценкой каждого типа 

колоний выросших микроорганизмов.

Образцы, отправляемые в референс-лаборато-

рию для посева на МБТ, перевозят в охлажденном 

состоянии, или их необходимо изначально обрабо-

тать натрия хлоридом во флаконах или пробирках 

с плотно завинчивающимися крышками, которые 

затем помещают в металлический сосуд со стенками 

из адсорбирующего материала и упаковывают в пред-

назначенный для транспортировки контейнер. Об-

разцы для вирусного культивирования должны быть 

охлажденными, но не замороженными, в то время 

как для культивирования на хламидии образцы для 

транспортировки помещают в сахарозо-фосфатную 

среду и замораживают.

При исследовании на микобактерии туберкулеза 

для разжижения мокроты перед посевом ее обра-

батывают муколитиком (например, ацетилцистеи-

ном) в течение 24–48 ч и проводят деконтаминацию 

2%-ным раствором каустической соды по Ганеману 

(не более 15 мин) от посторонних бактерий. После 

разжижения и деконтаминации образцы центри-

фугируют (3 800 об./мин), осадок микроскопируют 

и производят посев. Перед посевом на легионеллы 

следует применять муколитики для разжижения. Ал-

горитм микробиологического исследования мокроты 

представлен на рисунке.

Промывные воды бронхов
Во время вдоха специальным шприцем в трахею 

вводят 7–10 мл стерильного изотонического раство-

ра, вызывающего кашлевой рефлекс. Недостаток 

использования такого материала – значительное 

разведение трахеобронхиального содержимого. Это 

снижает возможность выделения бактерий, а кон-

центрация их падает примерно в 100 раз по сравне-

нию с мокротой.

реакции (ПЦР), мультилокусное секвенирование 

(MLST), полное геномное секвенирование [4–6]. Не-

зависимо от стартовой эмпирической антимикроб-

ной терапии и в первую очередь при хронической 

инфекции легких показано бактериологическое ис-

следование мокроты с определением чувствитель-

ности к антибиотикам. Серодиагностика может 

понадобиться в период эпидемий или по особым 

клиническим и эпидемиологическим причинам, на-

пример для уточнения идентификации.

Набор исследований, которые требуются госпи-

тализированным пациентам, определяется тяжестью 

заболевания, наличием эпидемиологических факто-

ров риска, неэффективностью проводимой эмпири-

ческой терапии.

Биологические материалы для 
микробиологического исследования

Исследуют мокроту, промывные воды бронхов, 

транстрахеальный аспират, бронхиальный смыв 

и бронхоальвеолярный лаваж (БАЛ), браш-биоптаты, 

плевральный экссудат, пунктат инфильтрата или 

абсцесса легкого, биоптат легочной ткани, кровь 

на гемокультуру, сыворотку крови для определения 

специфических антител, мочу для определения ле-

гионеллезного и пневмококкового антигенов, мазки 

из носа, зева и смывы из ротоглотки при диагностике 

вирусных инфекций. Результативность исследова-

ния возрастает при изучении бронхиального смыва 

и БАЛ, полученных инвазивными методами. Мо-

крота – наиболее доступный для анализа материал. 

По надежности результатов при организации мони-

торинга микрофлоры НДП не уступает инвазивным 

методам, хотя отмечается контаминация микрофло-

рой верхних дыхательных путей и ротоглотки.

Мокрота
Для исследования у больных собирают утреннюю 

порцию мокроты натощак в объеме 3–5 мл в сте-

рильные флаконы с плотно завинчивающейся крыш-

кой. Желательно, чтобы пациент предварительно по-

чистил зубы и прополоскал рот кипяченой водой или 

раствором гидрокарбоната натрия (1 чайная ложка 

на стакан воды). Если мокрота выделяется плохо 

или откашливается эпизодически и в скудном объ-

еме, то накануне вечером и рано утром в день сбора 

мокроты следует дать больному отхаркивающее сред-

ство. При подозрении на туберкулез, пневмоцистную 

и легионеллезную пневмонию следует применять 

раздражающие аэрозольные ингаляции [7, 8] путем 

вдыхания в течение 10–15 мин 30–60 мл подогретого 

до 42–45 °С раствора, приготовленного на стериль-

ной дистиллированной воде и содержащего 150 г/л 

хлорида натрия и 10 г/л бикарбоната натрия. Полу-

чаемая индуцированная мокрота по качеству иден-

тична откашливаемой [9].

Для диагностики острой бактериальной инфек-

ции достаточно одного образца мокроты. При ис-

следовании на туберкулез или грибковую инфекцию 
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Биоптат легочной ткани
Трансбронхиальная и открытая биопсия легко-

го – наиболее агрессивные инвазивные методы, 

применение которых необходимо для диагностики 

оппортунистических инфекций у больных имму-

нодефицитами. В результате появления результа-

тивных бронхоскопических методов к инвазивным 

процедурам стали прибегать значительно реже. Све-

жесрезанную поверхность используют для приготов-

ления мазков-отпечатков с последующей окраской 

на легионеллы, пневмоцисты и грибы. Около 1/
3
 или 

1/
2
 образца размельчают в асептических условиях 

в ступке с абразивным веществом с помощью пе-

стика либо в механическом гомогенизаторе. Раз-

мельченную суспензию или гомогенизированный 

экстракт используют для посева на легионеллы. 

Экстракт центрифугируют, из осадка готовят окра-

шенные мазки для выявления пневмоцист. Этот спо-

соб более чувствителен в выявлении цист P. jirovecii 
по сравнению с мазками отпечатками или гистоло-

гическими препаратами целого легкого. Оставшуюся 

часть образца размельчают (или гомогенизируют) для 

последующего микроскопического изучения и куль-

турального исследования суспензии (или экстракта) 

на бактерии, грибы, вирусы, микоплазмы, хламидии. 

Гомогенат также можно использовать для изучения 

молекулярно-генетическими методами.

Кровь на гемокультуру
Целесообразно исследовать в первые 3–4 дня 

с начала заболевания, когда можно выделить ге-

мокультуры при острой бактериальной пневмонии 

в 3–37% наблюдений [9]. Необходим посев крови, 

взятой при двух раздельных венопункциях с интерва-

лом в 30–40 мин, это снижает частоту ложноположи-

тельных результатов за счет бактерий-контаминантов 

кожи на 70%. Если в предшествующие 1–2 нед. боль-

ному проводилась антимикробная терапия, кровь 

на посев берут 2–3 раза в сутки в течение 3 дней. 

Не следует собирать кровь из внутрисосудистых ка-

тетеров, кроме случаев, когда предполагают сепсис 

катетерного происхождения. Посев осуществляют 

во флаконы с питательными средами для аэробного 

и анаэробного культивирования. Перед использова-

нием флаконов визуально определяют прозрачность 

среды: любое помутнение свидетельствует о ее не-

пригодности. Флаконы хранят в холодильнике, перед 

использованием (за 30–60 мин) – при комнатной 

температуре. Оптимальный объем крови для иссле-

дования у взрослых составляет 20–30 мл.

Моча
Пневмококки в моче можно выявить у 38% боль-

ных при пневмококковой пневмонии [17]. Для по-

сева исследуют утреннюю среднюю порцию свобод-

но выпущенной мочи в объеме 3–5 мл, используя 

стерильные емкости. Во избежание излишней ее 

контаминации при мочеиспускании нормальной 

микрофлорой нижних отделов мочевыводящего 

Транстрахеальный аспират
Аспират из трахеи и дренирующих бронхов, 

в т. ч. вблизи очага воспаления легочной ткани, по-

лучают с помощью бронхоскопа. Следует помнить, 

что при введении бронхоскопа происходит кон-

таминация секрета нижних отделов дыхательного 

тракта флорой ротоглотки. Это искажает истинные 

результаты. В отличие от мокроты, транстрахеальный 

аспират (ТТА) можно исследовать на анаэробы.

Бронхоальвеолярный лаваж
БАС, при котором проводят промывание сег-

мента легких стерильным изотоническим раство-

ром, имеет наибольшее значение при постановке 

диагноза «пневмония, вызванная микобактериями» 

[10] и в выявлении Pneumocystis jirovecii у пациентов 

с синдромом приобретенного иммунодефицита (диа-

гностическая эффективность достигает 89–98%) [11], 

а также цитомегаловируса (ЦМВ) у пациентов с им-

мунодефицитом или после трансплантации органов 

[12, 13]. БАЛ можно использовать для культуральной 

диагностики легионеллезной, хламидийной и вирус-

ной инфекций и для изучения с помощью молеку-

лярных методов [14]. Чувствительность и специфич-

ность метода БАЛ при этиологической диагностике 

инфекций НДП широко варьируются и в среднем 

составляют соответственно 69 ± 22 и 88 ± 14%.

Браш-биоптат
Материал получают из бронхов специальной 

канюлей с защищенными щетками с помощью 

фиброоптического бронхоскопа. Принцип состо-

ит в использовании системы выдвижных каналов, 

предохраняющих материал от контаминации микро-

флорой ротоглотки при введении и удалении брон-

хоскопа из нижних отделов дыхательного тракта; это 

позволяет производить исследования на анаэробы 

[15, 16].

Плевральная жидкость
Минимальный объем плевральной жидкости, 

необходимый для выделения бактерий, – 1–5 мл, 

грибов или микобактерий – не менее 10 мл. Избыток 

плевральной жидкости или гной транспортируют 

в стерильных флаконах с плотно завинчивающейся 

крышкой. При большом количестве материала про-

изводят посев в аэробные и анаэробные флаконы 

со средой для гемокультур в объемном соотношении 

от 1 : 3 до 1 : 10.

Пунктат инфильтрата или абсцесса легкого
Образцы получают при трансторакальной пунк-

ции под рентгенологическим контролем. Матери-

ал из абсцесса включает не только гной, но и ткань 

капсулы, отграничивающей абсцесс. Гной собирают 

шприцем, в котором его доставляют в лабораторию, 

либо содержимое переносят в анаэробные системы 

для транспортировки. Использование тампонов для 

взятия гноя на анаэробное исследование запрещено.
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Результаты исследований ученых по данному во-

просу противоречивы. Согласно K. Wong et al. (1984) 

и S.G. Williams et al. (1978), хранение мокроты при 

температуре 4 °С в течение 48 ч не оказывает влия-

ние на количественное содержание S. aureus, P. ae-
ruginosa, H. influenzae или S. рneumoniae. F.K. Gould 
et al. установили, что в 8,7% образцов клинического 

материала H. influenzae, Moraxella catarrhalis и S. pneu-
moniae не выдерживают хранения при температуре 

4 °С в течение 48 ч. A. Pye et al. показали, что в 24% 

образцов жизнеспособность P. aeruginosa была сни-

жена в 10 раз. Согласно данным T. Pitt и J. Govan, 

бактерии В. cepacia погибают при хранении мокроты 

при температуре 4 °С [20].

Методы изучения образцов биологических 
материалов

Изучение образцов мокроты и других биологиче-

ских жидкостей следует проводить, начиная от бак-

териологических, являющихся золотым стандартом, 

и дальнейшей идентификации микроорганизмов 

с помощью современных биохимических, физи-

ческих (MALDI-TOF), молекулярно-генетических 

(ПЦР, MLST, полное секвенирование генома), се-

рологических методов.

Бактериологическая диагностика
На основании проведенных исследований, мно-

голетнего опыта лаборатории молекулярной эпи-

демиологии госпитальных инфекций ФГБУ «НИЦ 

эпидемиологии и микробиологии имени почетного 

академика Н.Ф. Гамалеи» Минздрава РФ (Москва) 

и анализа данных зарубежных авторов разрабо-

тан алгоритм микробиологической диагностики 

хронической легочной инфекции у больных МВ. 

Алгоритм может использоваться при микробио-

логическом исследовании мокроты (биоматериа-

ла из дыхательных путей) при других заболеваниях 

(см. рисунок), а также для идентификации различ-

ных видов микроорганизмов не только в мокроте, 

но и в других биологических жидкостях. Алгоритм 

идентификации был апробирован при мониторинге 

хронической инфекции легких у пациентов с МВ, 

который проводили совместно с Московским цен-

тром муковисцидоза и ФГБУ «НИИ пульмонологии» 

ФМБА России (Москва). Посев мокроты осущест-

вляют на универсальные среды – 5%-ный кровя-

ной, шоколадный агары и на селективные среды 

для выделения S. aureus, P. aeruginosa, Bcc, Candida 
spp., Enterobacteriales и НГОБ (желточно-солевой 

агар (ЖСА), цетримидный агар, селективный агар 

Burkholderia cepacia (BCSA), агары Сабуро и Эндо).

Обязательным для установления диагноза хро-

нической инфекции, вызванной ассоциацией воз-

будителей, является неоднократное, в течение 6 мес., 

выделение чистой культуры микроорганизмов («зо-

лотой стандарт»).

При анализе данных бактериологических посе-

вов, полученных с использованием разработанного 

и урогенитального тракта необходимо произвести 

тщательный туалет наружных половых органов с мы-

лом и кипяченой водой. Посев мочи следует про-

водить не позднее 2 ч после взятия материала либо 

в течение 8 ч при условии ее хранения в холодиль-

нике. При проведении скрининговых исследований 

на микобактерии туберкулеза мочу (в объеме не ме-

нее 20 мл) исследуют 3 дня подряд. Для проведения 

вирусологических исследований (на аденовирусы, 

ЦМВ) мочу в замороженном виде в объеме 10–15 мл 

незамедлительно доставляют в лабораторию. Мочу 

также исследуют на наличие пневмококкового и ле-

гионеллезного антигенов.

Мазки из носа, зева и смывы из ротоглотки
Образцы используют для выявления многих 

респираторных вирусов. Мазки из зева исследу-

ют на наличие Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma 
pneumoniae, Legionella spp. методом ПЦР.

В работе S. Kabra et al. сравнивали результаты, 

полученные при посеве мазков из зева после кашля, 

мазков из зева до и после физиотерапии и мокроты. 

Чувствительность для выделения P. aeruginosa была 

40, 42 и 82%, а для S. aureus – 57, 50 и 100% соот-

ветственно при посеве мазков из зева после кашля, 

мазков из зева до и после физиотерапии. Специфич-

ность оказалась высокой 99–100% как для P. aerugi-
nosa, так и для S. aureus. Таким образом, наиболее 

значимым исследованием для больных МВ является 

посев мокроты [18]. По данным A.C. Equi et al., чув-

ствительность и специфичность результатов посевов 

мазка из зева после кашля по сравнению с резуль-

татами посевов спонтанной мокроты составляет 34 

и 100% соответственно. Чувствительность показыва-

ет процент положительного результата, полученного 

методом посева мазка из зева, по сравнению с по-

ложительным результатом, полученным при посеве 

мокроты.

Специфичность показывает процент отрицатель-

ного результата, полученного методом посева мазка 

из зева, по сравнению с отрицательным результатом, 

полученным при посеве мокроты [19].

Сыворотка крови
Образцы сыворотки крови изучают с помощью 

серологических методов в острый период инфек-

ции и у реконвалесцентов для диагностики пнев-

моний, вызванных Legionella pneumophila, Chlamydia 
pneumoniae, Chlamydia psittaci, Mycoplasma pneumoniae, 

Streptococcus pneumoniae, вирусами и грибами.

Транспортировка и хранение
Установлено, что любая задержка, в частности 

хранение при комнатной температуре (20–25 °С), 

приводит к увеличению количества быстро расту-

щих бактерий, что может привести к угнетению 

роста истинных патогенов. И наоборот, хранение 

в холодильнике (4 °С) может повлечь за собой ги-

бель термофильных патогенных микроорганизмов. 
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ности взаимного использования близкородственны-

ми бактериями компонентов регуляторной системы 

quorum sensing. В этом случае бактерии выбирают 

стратегию развития острой инфекции, что может 

быть одной из причин ухудшения клинического со-

стояния больных МВ, страдающих смешанной ин-

фекцией. Нами впервые установлено, что более 83% 

клинических штаммов Bcc способны формировать 

биопленку, колонизировать поверхности органов 

и тканей, формировать постоянные резервуары ин-

фекции в госпитальной среде. Способность бактерий 

к формированию биопленки считается маркером 

возбудителя, который может вызывать хрониче-

скую инфекцию. Биопленки являются клинически 

важными состояниями бактерий в легочной ткани, 

потому что в таком состоянии бактерии устойчивы 

к эрадикации фагоцитами и их элиминации при ле-

чении антибиотиками (минимальная ингибирующая 

концентрация антибиотика увеличивается при этом 

в ≥ 100 раз) [23].

При учете посева материала на элективные пи-

тательные среды было установлено, что микро-

организмы в клиническом материале встречаются 

в ассоциациях. При этом доминирующими микроор-

ганизмами у больных с тяжелым течением являются 

P. aeruginosa – у 51 больного ребенка (30,5%), Bcc – 
у 48 (28,7%), S. aureus – у 89 (53,3%) и Achromobacter 
spp. – у 15 (9%), грибы рода Candida – у 96 (57,5%). 

При этом у 21 пациента грибы были обнаружены 

только при вторичном посеве после антибиотико-

терапии (что еще раз доказывает появление грибов 

после антибиотикотерапии). Микроорганизмы почти 

в 100% случаях встречались в ассоциациях.

Staphylococcus aureus (золотистый стафилококк)
Для выделения S. aureus из клинического матери-

ала рекомендуется использовать одну из селективных 

сред – ЖСА, маннит-солевой агар или хромогенный 

агар для S. aureus. Для идентификации данного ми-

кроорганизма рекомендуется использовать наличие 

характерных для него признаков: пигмента, леци-

тиназной активности, плазмокоагулазы, ДНКазы, 

ферментацию или окисление маннита [24]. Коагула-

за (coagulase) – это фермент, образуемый определен-

ными видами микроорганизмов рода Staphylococcus, 

который вызывает свертывание плазмы крови. Ко-

агулазу продуцируют также S. intermedius и S. hyicus, 

которые редко присутствуют в клиническом мате-

риале. Для идентификации S. аureus рекомендуется 

проводить тест латекс-агглютинации диагностиче-

скими наборами [24].

У больных МВ встречаются атипичные формы 

S. аureus, которые трудно выделять и идентифи-

цировать общепринятыми методами благодаря их 

замедленному росту и нетипичным для стафило-

кокков свойствам. Такие атипичные формы на-

зывают штаммами с фенотипом SCV. Бактерии 

медленно растут, в итоге через 48 ч роста форми-

руются очень маленькие, без пигмента и гемолиза, 

алгоритма, установлено, что в группе детей с МВ 

в возрасте до 1 года S. aureus выявляется только 

у 28,6%, а P. aeruginosa – у 19%. В возрасте 5–7 лет 

золотистый стафилококк обнаруживают у 87,5% де-

тей, а P. aeruginosa – у 31,2%. Таким образом, в воз-

расте до 1 года более чем у 1/
3
 больных МВ нижние 

дыхательные пути еще не обсеменены микроорга-

низмами, в возрасте 1–4 года нижние дыхательные 

пути обсеменены почти у всех больных (92,9%), 

а к 8–18 годам – у 100% больных. Хроническую 

стафилококковую, синегнойную или смешанную 

инфекцию начинают диагностировать у 25% детей 

уже в возрасте 1–4 лет, у 50% – в возрасте 5–7 лет, 

у 65% – 8–14 лет, у 80% больных МВ – к 18 годам [3]. 

При этом установлено, что в 2/
3
 случаев хроническая 

инфекция легких осуществляется не монокультурой, 

а ассоциацией микроорганизмов, причем у госпи-

тализированных больных, в отличие от амбулатор-

ных, эти ассоциации представлены, как правило, 

не двумя, а тремя и более видами микроорганиз-

мов. За рубежом эти показатели в 2 раза ниже: в 35% 

иccледуемых образцов БАЛ выявляют рост 2 микро-

организмов и в 10% случаев – ассоциации представ-

лены ≥ 3 видами. Наиболее часто встречаются со-

четания P. aeruginosa и S. aureus (18,2%), P. aeruginosa 
и Bcc (9,1%). У 18% больных в составе микробных 

ассоциаций выделяли одновременно мукоидный 

и немукоидный фенотип P. aeruginosa.

В составе ассоциаций помимо P. aeruginosa ча-

сто обнаруживались и другие представители нефер-

ментирующих грамотрицательных микроорганиз-

мов – B. cepacia complex, S. maltophilia, A. baumanii, 
что, вероятно, обусловлено тропизмом этих видов 

к легочной ткани. Полученные данные позволили 

заключить, что для больных МВ характерным про-

явлением инфекционных осложнений бывает сме-

шанная инфекция.

Таким образом, при анализе микрофлоры у детей 

с МВ можно утверждать, что с увеличением возраста 

у больных формируются постоянные очаги хрониче-

ской легочной инфекции, основными возбудителями 

которой являются P. aeruginosa и S. aureus [3].

Хроническая смешанная инфекция, как правило, 

представляет собой значительно бóльшую проблему, 

чем моноинфекция, как для врачей, проводящих 

лечение инфекционного осложнения, так и для 

микробиологов и эпидемиологов. В экспериментах 

на мышах было показано, что смешанная инфек-

ция, вызванная P. aeruginosa и Bcc, вызывает усиле-

ние вирулентных свойств возбудителей и в течение 

суток наблюдается гибель всех животных, т. е. доза 

заражения вместо LD50 становится LD100 [21, 22]. 

Полученные данные позволили выдвинуть предпо-

ложение, что симбиотические взаимоотношения 

исследуемых бактерий in vivo также выражаются 

в увеличении продукции факторов патогенности 

и утяжелении инфекционного процесса у животных. 

Взаимное усиление вирулентности in vivo бактерий 

видов P. аeruginosa и Bcc свидетельствует о возмож-
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ляются анти-MRSA-цефемы (цефтобипрол и цеф-

таролин). Кроме того, эти штаммы часто бывают 

резистентны практически ко всем другим классам 

антибиотиков, за исключением гликопептидов (ван-

комицин, тейкопланин).

Резистентность к оксациллину можно объяснить 

гиперпродукцией β-лактамазы BOR-SA (borderline 
S. aureus), или новой, модифицированной, способ-

ностью связывания пенициллина (MOD-SA), или 

наличием гена MecC, т. е. нового варианта гена MecA, 

идентичность которого с MecA составляет ≈ 70%.

Поскольку способность формирования биопле-

нок является свойством штаммов, которые могут 

вызывать хроническую инфекцию, используют до-

полнительные методы, которые позволяют охарак-

теризовать способность штаммов формировать био-

пленки. По способности формировать биопленки 

выделяют три группы: I – обладающие выраженной 

способностью к формированию биопленки; II – 

с умеренной способностью образовывать биоплен-

ки; III – с низкой способностью или отсутствием 

способности формирования биопленки. При иссле-

довании 106 изолятов, выделенных от больных МВ, 

у 16 штаммов (16,9%) наблюдали выраженную спо-

собность к формированию биопленки, у 54 (57,2%) – 

умеренную, у 36 (38%) – низкую.

Основным экзополисахаридом, продуцируемым 

S. aureus и S. epidermidis, с помощью которого про-

исходит межклеточное взаимодействие при образо-

вании биопленок, является полисахарид межкле-

точной адгезии (PIA), также известный как поли-

N-ацетилглюкозамин (PNAG). Синтез PIA/PNAG 

кодируется ica-опероном, состоящим из 4 генов: 

icaA, icaB, icaC и icaD [27]. Ключевыми продуктами 

являются трансмембранные протеины IcaA и IcaD, 

которые участвуют в синтезе PNAG.

Способность микроорганизмов образовывать 

биопленки препятствует эффективной антибиоти-

котерапии [29], так как в составе биопленки бакте-

рии обладают устойчивостью в 100–1 000 раз выше 

к действию антибиотиков.

В течение хронической инфекции легких на-

блюдается изменчивость чувствительности изолятов 

к антибиотикам. Как показали результаты молеку-

лярно-генетического исследования изолятов, вы-

деленных в динамике, изменчивость связана с ми-

кроэволюционными процессами, происходящими 

в бактериях при персистенции – приобретением 

или потерей мобильных генетических элементов, 

имею щих в своем составе гены резистентности к ан-

тибиотикам. Изменчивость может быть обуслов-

лена фенотипической гетерогенностью, которая 

является результатом адаптации микроорганизма 

при персистенции. Под воздействием антибиоти-

котерапии и/или иммунной системы определенные 

клетки бактерий могут выживать и генерировать 

субпопуляции с различной резистентностью к анти-

биотикам. Фенотипическая гетерогенность, раз-

личная резистентность к антибиотикам, имеет как 

колонии. Они имеют фенотип fried-egg («яични-

цы-глазуньи») или точечный, редко – мукоидный 

фенотип. SCV-стафилококки имеют также другие 

атипичные, не присущие метаболически нормаль-

ным стафилококкам свойства. Могут быть леци-

тиназоотрицательными, слабо коагулазоположи-

тельными, характеризоваться отсутствием фермента 

маннитола, ауксотрофными по гемину, тимидину 

и менадиону, а также возможностью возврата в ро-

дительскую форму. Часто ассоциируются с перси-

стентной инфекцией и обладают резистентностью 

к антибиотикам [25]. По данным С. Gómez-González 
et al., распространенность SCV S. aureus в клиниче-

ских экземплярах составляет приблизительно 1%, 

а среди больных МВ – до 17%. SCV S. aureus может 

часто высеваться от пациентов, которые получали 

гентамицин или другие аминогликозиды [26]. Часто 

золотистый стафилококк может не идентифициро-

ваться при смешанных инфекциях с P. aeruginosa: 

длительный рост S. aureus в присутствии экзопродук-

та 4-гидрокси-2-гептилхинолон N оксид бактерий 

P. аeruginosa, ингибирующего рост стафилококков, 

приводит к образованию SCV. Также высеваются 

у больных, длительно получающих триметоприм/

сульфаметоксазол. Чаще SCV выделяется из нижних 

дыхательных путей больных МВ старших возрастных 

групп в ассоциации с P. aeruginosa [27].

При этом разные модели инфекции на животных 

показывают различный уровень вирулентности SCV 

по сравнению с типичным S. aureus. Моделирование 

септического артрита на мышах показывает, что SCV 

более вирулентны, чем типичные стафилококки. 

Модель эндокардита на кроликах не подтвердила 

различие вирулентности у типичных и SCV-ста-

филококков. На модели Caenorhabditis elegans было 

показано, что SCV менее вирулентны, чем первич-

ные родственные изоляты [26].

Лабораторная диагностика, определение чувстви-

тельности к антибиотикам атипичных форм S. au-
reus может иметь существенное значение для выбора 

тактики антимикробной терапии стафилококковой 

инфекции у больных МВ.

При выделении штаммов с SCV-фенотипом не-

обходимо подтвердить принадлежность к виду S. au-
reus с использованием молекулярно-генетических 

методов (ПЦР).

Другим важным моментом в диагностике ста-

филококковой инфекции является идентификация 

метициллинрезистентных стафилококков (MRS), 

среди которых особый интерес представляют MRSA.

С клинической точки зрения важно дифферен-

цировать штаммы, имеющие ген MecА, который 

обусловливает резистентность ко многим антибио-

тикам, от штаммов с другими редко встречаемыми 

механизмами резистентности. При стафилококковых 

инфекциях, вызванных штаммами, характеризуемых 

наличием гена MecA, терапия β-лактамными анти-

биотиками (пенициллинами, цефалоспоринами, 

карбапенемами) неэффективна. Исключением яв-
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Pseudomonas spp.
Род Pseudomonas (sensu stricto) включает множе-

ство видов, среди которых наиболее часто встреча-

ются P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, P. veronii, 
P. monteilii, P. stutzeri, P. mendocina, P. pseudoalcaligenes, 

P. alcaligenes, P. luteola, P. оryzihabitans.

Наиболее значимым возбудителем легочных ин-

фекций является Pseudomonas aeruginosa.

P. aeruginosa хорошо растет как на неселективных, 

так и на селективных (агары Мак-Конки и Эндо, це-

тримидный агар) питательных средах при инкубации 

в обычной атмосфере при 35 °С от 24 до 48 ч [24].

Типичные изоляты P. aeruginosa идентифицируют 

по следующим свойствам: наличие металлического 

блеска, пигментообразование, положительный тест 

на оксидазу, рост при 42 °С, характерный землянич-

ный запах, подвижность. Помимо типичных плоских 

вариантов колоний P. аeruginosa существуют другие 

морфотипы: мукоидные и фенотип мелких колоний 

(SCV). Такие атипичные штаммы высеваются при 

хронической синегнойной инфекции, например, 

от пациентов с МВ. Такие штаммы могут быть не-

подвижными, терять пигмент и иметь замедленную 

оксидазную реакцию. Поэтому для подтверждения 

идентификации могут потребовать постановки до-

полнительных тестов, идентификации с помощью 

MALDI-TOF и молекулярно-генетических методов 

(ПЦР) [32–34].

При исследовании образцов мокроты больных 

МВ были выделены атипичные фенотипы: муко-

идный фенотип имели 26% штаммов P. aeruginosa, 

SCV – 10% штаммов. Мукоидные штаммы при 

хронической инфекции резистентны к защитной 

системе организма и лечению антибиотиками, что 

обусловлено наличием таких факторов патогенно-

сти, как альгинат и рамнолипид. Продукцию таких 

факторов регулирует система quorum sensing, которая 

помимо синтеза ряда факторов патогенности отве-

чает за образование биопленки [35]. Установление 

хронической инфекции происходит благодаря об-

разованию биопленок и адаптации в легких боль-

ных МВ штаммов: штаммы переходят в мукоидную 

форму, становятся гипермутабельными и, соответ-

ственно, резистентными к антибиотикам [36]. По-

этому дополнительными методами исследования 

хронической синегнойной инфекции у пациентов 

с МВ могут быть изучение способности образовать 

биопленку и выявление гипермутабельных штаммов.

Исследование изолятов от пациентов с МВ по-

казало, что 7% штаммов от детей и 13% штаммов 

от взрослых были гипермутабельными. Способно-

стью образовывать биопленки обладали 66%.

Мониторинг хронической инфекции легких 

у больных МВ показал возможность персистенции 

нескольких фенотипов P. аeruginosa у одного пациента. 

Изоляты синегнойной палочки, выделенные из одно-

го образца мокроты больного, различались по пигмен-

ту, продукции альгината, способности образовывать 

биопленки и антибиотикорезистентности [32].

клиническое, так и эпидемиологическое значение, 

и должна рассматриваться как фактор, ограничива-

ющий эффективность антибиотикотерапии, спо-

собствующий выживанию бактерий и формирова-

нию хронической инфекции. Этот факт является 

важным для клиницистов и еще раз подтверждает 

необходимость исследования антибиотикочувстви-

тельности штаммов при назначении антибиотико-

терапии и указывает на необходимость примене-

ния комбинированной антибиотикотерапии при 

лечении хронической инфекции легких у больных 

МВ [29].

При хронической инфекции фенотипическая ге-

терогенность может быть обусловлена присутствием 

«гипермутабельного» фенотипа, т. е. клеток бакте-

рий, имеющих повышенную частоту мутаций (от 10–6 

до 10–7), в отличие от нормальных клеток, вероят-

ность мутаций которых составляет до 10–9.

Таким образом для точной идентификации видов 

стафилококков необходимо использовать комплекс 

бактериологических, биохимических, молекулярно-

генетических методов.

Haemophilus influenzae (гемофильная палочка)
Для роста H. influenzae обязательным условием 

является наличие в среде X и V факторов. Также 

инкубация посевов должна проводиться в условиях 

с повышенным содержанием СО
2
 (5–10%) в течение 

48 ч. Для улучшения выделения H. influenzae из кли-

нического материала рекомендуется использовать 

шоколадный агар [24]. Для селективного выделения 

H. influenzae могут быть использованы питательные 

среды, содержащие бацитрацин (300 мкг/мл). Вместо 

содержащих антибиотик сред могут быть исполь-

зованы диски с бацитрацином (10 ЕД). Для чистой 

культуры H. influenzae характерно наличие спец-

ифического «мышиного» запаха. Идентификацию 

H. influenzae рекомендуется проводить в соответствии 

с методическими рекомендациями «Выделение, 

идентификация и определение чувствительности 

к антибиотикам H. influenzae» [30].

Неферментирующие грамотрицательные бактерии
Среди микроорганизмов, вызывающих инфек-

цию у больных МВ, значительное место занимают 

НГОБ, общими признаками которых являются: 

природная устойчивость ко многим антибиотикам, 

высокая резистентность к дезинфектантам и рас-

пространение в больничных стационарах от больного 

к больному через руки и выделения медицинского 

персонала. НГОБ принадлежат к нескольким ро-

дам и условно могут быть разделены: 1) на оксида-

зоположительные – роды Pseudomonas, Burkholderia, 

Achromobacter, Moraxella, Stenotrophomonas, группа 

бактерий WO-1 (weak oxidizer) со слабой оксидазной 

активностью, группа 2 Pseudomonas-подобных бакте-

рий; 2) оксидазоотрицательные – род Acinetobacter, 

виды Chryseomonas luteola и Flavimonas oryzihabitans 
[17, 31].
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видов: B. cepacia, B. multivorans, B. cenocepacia, B. stabi-
lis, B. vietnamiensis, B. dolosa, B. ambifaria, B. pyrrocinia, 
B. anthina, B. ubonensis, B. latens, B. diffusa, B. arboris, 
B. seminalis, B. metallica, B. contaminans, B. lata, B. pseu-
domultivorans, B. stagnalis, B. territorii, B. paludism, 
B. puraquae, B. orbicola, B. sola, B. semiarida [40]. Иден-

тификация Bcc является многоэтапной, где необхо-

дима комбинация фенотипических и генотипических 

методов (для идентификации до вида). Бактерии Всс 

хорошо растут на стандартных питательных средах, 

таких как агары 5%-ный кровяной, шоколадный, 

Эндо и Мак-Конки. Но при смешанной инфекции 

при посеве образцов медленнорастущие Всс могут 

быть не обнаружены на этих средах из-за чрезмерно 

быстрого роста других микроорганизмов. Поэтому 

на 1-м этапе для выделения Bсс из образца осущест-

вляют посев на селективную среду. Для выделения 

бактерий комплекса Bcc из мокроты наиболее оп-

тимальны агары BCSA и OFPBL (оксидазно-фер-

ментативный полимиксин-бацитрацин-лактозный). 

На этих средах также могут расти B. gladioli, виды 

Ralstonia, S. maltophilia, Achromobacter spp. и другие 

микроорганизмы [24]. В связи с этим после выде-

ления бактерий на селективной среде необходимо 

осуществить их идентификацию с помощью MALDI-

TOF, которая точна в определении принадлежности 

к Всс, но может быть ошибочной при определении 

вида, и молекулярно-генетических методов (MLST 

и секвенирование), которые позволяют определить 

вид бактерий Всс. Использование коммерческих 

идентификационных тест-систем часто приводит 

к ошибкам идентификации [33]. Ложная идентифи-

кация P. aeruginosa или Bcc могут иметь нежелатель-

ные последствия, ведущие к выбору неправильной 

терапии и изоляции пациентов.

Например, 2 штамма атипичной P. aeruginosa 
и 2 штамма A. xylosoxidans были неправильно иден-

тифицированы API 20NE как Всс, 12 штаммов Bcc 
биохимическими тестами (LaChema) были непра-

вильно идентифицированы как другие НГОБ. Око-

ло 3,4% штаммов биохимическими тестами не уда-

лось идентифицировать вообще. D.L. Kiska et al. 
показали в своей работе, что точность идентифика-

ции НГОБ 4 различных коммерческих тест-систем 

составляет 57–80%, а точность идентификации 

Всс – 43–86%. При этом все тесты идентифициро-

вали НГОБ, не являющиеся Всс, как Burkholderia 
cepacia complex [41]. Wellinghausen et al. сравнивали 

результаты идентификации с помощью API 20NE 

88 грамотрицательных оксидазоположительных па-

лочек с результатами секвенирования 16S rRNA [34]. 

Точность идентификации составляла 17%. В связи 

с этим методы, основанные на амплификации ге-

нов и секвенировании, могут быть незаменимыми 

в сложных ситуациях.

В последнее время для точной идентификации 

используют метод MALDI-TOF, а также мультило-

кусное секвенирование и полное секвенирование 

генома.

Achromobacter spp.
Achromobacter spp. – оппортунистический патоген, 

грамотрицательные, неспорообразующиие мелкие 

палочки, оксидазо- и каталазоположительные НГОБ. 

Хорошо растут на простых питательных средах 

в обычной атмосфере при температуре от 30–37 °С 

от 48 до 72 ч [24].

В настоящее время род Achromobacter харак-

теризуется наличием более 20 видов, среди кото-

рых наиболее часто выявляются: A. xylosoxidans, 
A. denitrificans, A. piechaudii, A. ruhlandii, A. spanius, 
A. insolitus, A. marplatensis, A. animicus, A. mucicolens, 
A. pulmonis, A. spiritinus, A. aegrifaciens, A. anxifer, 
A. dolens, A. insuavis, A. sediminum, A. agilis, A. deleyi, 
A. kerstersii, A. pestifer.

Является одним из доминирующих возбудителей 

при хронической легочной инфекции у больных 

с муковисцидозом. Согласно последним данным, 

наиболее часто выделяется A. ruhlandii, второй 

по частоте встречаемости A. xylosoxidans. Очень 

часто Achromobacter spp. ложно диагностируют как 

В. cepacia complex в связи с фенотипическим сход-

ством с B. cepacia complex при культивировании 

на 5%-ном кровяном агаре и ростом на BCSA – се-

лективной для Всс среде. Идентификацию до рода 

рекомендуется проводить фенотипическими ме-

тодами на коммерческих тест-системах. Видовую 

идентификацию можно проводить с помощью 

MALDI-TOF. Надо отметить, что достоверная 

идентификация бактерий рода Achromobacter до вида 

с помощью MALDI-TOF затруднена: в нашем ис-

следовании несколько штаммов A. ruhlandii были 

ошибочно идентифицированы как A. xylosoxidans, 
что было установлено молекулярно-генетически-

ми методами. Похожие результаты приводят также 

E.R. Rodrigues et al. при сравнении молекулярных 

методов идентификации во время исследования 

штаммов Achromobacter spp. [37]. Достоверная иден-

тификация Achromobacter spp. до вида возможна 

только с использованием молекулярно-генетиче-

ских методов исследования, а именно амплифи-

кацией и секвенированием специфических генов 
nrdA765, gltB, blaOXA и MLST (мультилокусным 

секвенированием) [38, 39].

Burkholderia cepacia complex
В. cepacia complex (Bсс) – это группа грамотрица-

тельных, неспорообразующих бактерий. В мазках, 

окрашенных по Граму, эти микроорганизмы пред-

ставляют собой полиморфные прямые грамотрица-

тельные палочки размером 0,5–1,0 × 1,5–5,0 мкм. 

После культивирования на 5%-ном кровяном агаре 

при 30 °С в течение 48 ч бактерии Bcc образуют се-

рые гладкие колонии с ровными краями размером 

1–2 мм с резким характерным запахом гнили. При 

наличии пигмента колонии могут быть окрашены 

в желтый цвет различной интенсивности.

В настоящее время вид B. cepacia sensu lato 
(B. cepacia complex) включает 25 близкородственных 
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dia для роста колоний может потребоваться 3 нед. 

инкубации. Идентификацию актиномицет про-

водят по морфологическим признакам колоний, 

микроскопическому строению микроорганизмов, 

способности гидролизовать различные субстраты, 

взаимодействию чистых культур с антительными 

диагностикумами в серологических реакциях.

Диагностика грибов
Лабораторную диагностику пневмомикозов про-

водят культуральным, гистологическим, серологи-

ческими и молекулярно-генетическими методами. 

Для посева используют картофельные среды, сабу-

ро-декстрозный агар, агар на сердечно-мозговой 

вытяжке, также селективные среды, содержащие 

хлорамфеникол и гентамицин, иногда с добавле-

нием циклогексимида, подавляющего рост быстро 

растущей плесени и ингибирующего C. neoformans, 

Aspergillus fumigatus и некоторые виды Candida. В от-

личие от бактерий, которые культивируют при 35 °С, 

посевы грибов инкубируют при 30 °С.

Грибы рода Candida часто обнаруживают в БАЛ, 

но они редко бывают истинными возбудителями 

инфекций нижних дыхательных путей. При иссле-

довании аутопсийной ткани легких гистологическое 

подтверждение кандидоза было выявлено лишь у 2% 

онкологических больных и у 0,5% пациентов без не-

опластических процессов. Определение кандидозно-

го антигена непосредственно в сыворотке крови или 

клинических образцах мало помогает в диагностике 

локального или диссеминированного кандидоза, по-

скольку чувствительный метод иммуноферментно-

го анализа (ИФА) выявляет присутствие антигенов 

и антител у здоровых и у 50–75% больных при дис-

семинированном кандидозе [43, 44].

Инвазивный легочный аспергиллез встречается 

чаще, чем легочный кандидоз, в 90% наблюдений 

выделение аспергилл из мокроты и бронхиального 

смыва связано с колонизацией НДП [45]. В то же 

время при подтвержденном инвазивном легочном 

аспергиллезе лишь у 10% больных из мокроты были 

выделены Aspergillus spp. Для правильной интерпре-

тации результатов культуральной диагностики необ-

ходимо производить посевы 2 образцов, полученных 

при транстрахеальной легочной биопсии и методом 

защищенной щеточной биопсии [46]. Для ранней 

диагностики инвазивного легочного аспергиллеза 

может быть полезным обнаружение аспергиллезного 

антигена в сыворотке крови методом ИФА, чувстви-

тельность которого варьируется в пределах 60–100% 

в разных группах больных [47].

Выделение C. neoformans из респираторного 

тракта следует трактовать с осторожностью, так как 

в половине наблюдений у пациентов отсутствуют 

признаки поражения паренхимы легких, рентгеноло-

гические изменения и другие симптомы заболевания. 

Это свидетельствует лишь о колонизации грибами 

[48]. В подтверждении диагноза «криптококкоз» 

помогает обнаружение криптококкового антигена 

Микобактерии
Микобактерии (Mycobacterium) – род аэробных 

грамположительных медленнорастущих кислотоу-

стойчивых палочкообразных бактерий, содержащий 

большое количество сапрофитных и болезнетворных 

видов. Включает в свой состав большое число видов 

(> 140), которые могут быть объединены в комплек-

сы и группы, например Mycobacterium tuberculosis com-
plex (МБТК), Mycobacterium avium complex и др.

Нетуберкулезные микобактерии (НТМБ) 

и МБТК характеризуются медленным ростом на пи-

тательных средах от 4–7 суток до 10 нед. При по-

дозрении на наличие микобактерий рекомендуется 

производить окраску препаратов мокроты методом 

Циля–Нильсена. Для точной постановки диагноза 

обязательным является выделение штаммов мико-

бактерий и дальнейшая видовая идентификация 

с использованием молекулярно-генетических ме-

тодов.

В случае выявления кислотоустойчивых микроор-

ганизмов в микроскопических препаратах, окрашен-

ных по Цилю–Нильсену, все дальнейшие исследова-

ния для выявления и идентификации микобактерий 

необходимо проводить в специализированных лабо-

раториях, оснащенных современным оборудованием 

и соответствующими диагностическими тестами.

После разжижения мокроты и центрифугирова-

ния из осадка производят высевы на яичную среду 

(Левенштейна–Йенсена) или агаровую основу (среда 

Миддлбрука 7Н10). Селективные среды содержат 

ингредиенты, тормозящие рост сопутствующих бак-

терий и грибов. Инкубацию проводят во влажной ат-

мосфере с содержанием 8–12% CO
2
. Образцы можно 

инокулировать в жидкую среду с 14С-пальмитиновой 

кислотой с добавлением или без антимикробных 

агентов, используя радиометрический метод и аппа-

рат BACTEC 480TB. Чувствительность этого метода 

достигает 10 КОЕ/мл. Для получения роста МБТ 

на первичных средах требуются 3–5 нед. инкубации, 

затем еще 1–2 нед. для подтверждающего ниацино-

вого теста и определения чувствительности к анти-

туберкулезным препаратам. В среднем исследование 

с применением радиометрического метода занимает 

18 дней, обычным методом – 36 дней [42].

Используется также молекулярно-генетический 

метод – выявление ДНК M. tuberculosis в биологи-

ческом материале. Для M. tuberculosis молекулярно-

генетическое определение устойчивости к рифам-

пину и изониазиду имеет важное диагностическое 

значение.

Аэробные актиномицеты
Аэробные патогенные актиномицеты включают 

роды Nocardia, Streptomyces, Actinomadura и Rhodococ-
cus, Micromonospora, Micropolyspora, Thermoactinomy-
ces и Saccharomonospora. Они вызывают пневмониты 

(альвеолиты) и хорошо растут (в течение 3–7 дней) 

на простых бактериальных и грибковых средах при 

50 °С во влажной атмосфере. Однако у рода Nocar-
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обнаружение его антигенов или ДНК, определение 

специфических АТ к P. jirovecii (carinii).
Микроскопические методы основаны на визуа-

лизации грибка с помощью цитохимического окра-

шивания и специфических методах окрашивания 

с использованием моноклональных антител для вы-

явления антигена P. jirovecii (carinii) (метод иммуноф-

люоресценции). Материалом служат мазки, мазки-

отпечатки препаратов различного биологического 

материала: мокроты, индуцированной мокроты, 

БАЛ, биоптатов, у детей раннего возраста – аспираты 

из трахеи, смывы и мазки из ротоглотки.

Иммунологические методы, выявляющие специ-

фические антитела – иммуноглобулины (Ig) G и M 

к P. jirovecii, также играют важную роль в диагностике 

пневмоцистоза. Такие методы особенно ценны при 

эпидемиологических исследованиях, при оценке те-

чения латентной инфекции и при диагностике, когда 

у больного невозможно взять лаважную жидкость 

или мокроту. Для определения IgG и IgM к P. jirovecii 
используют реакцию непрямой иммунофлюоресцен-

ции (РНИФ) и ИФА. Определение антител проводят 

с интервалом 14 дней. Четырехкратное нарастания 

титра/уровня IgG или выявление IgM к P. jirovecii 
свидетельствуют об остром инфекционном процессе. 

Обнаружение только IgG без нарастания указывает 

на наличие анамнестических антител.

В комплексной диагностике необходимо исполь-

зовать также молекулярно-генетические методы, 

т. е. выявление ДНК P. jirovecii в БАЛ и индуцирован-

ной мокроте. Однако качественный метод обнаруже-

ния ДНК не является однозначным доказательством 

болезни, а может свидетельствовать о носительстве. 

В связи с этим перспективно определение концен-

трации ДНК P. jirovecii в образцах при диагностике 

пневмоцистоза с помощью количественной ПЦР 

в реальном времени [53].

Диагностика хламидий
У детей хламидийную пневмонию, вызванную 

Chlamydia trachomatis, можно диагностировать с по-

мощью реакции иммунофлюоресценции (РИФ), 

а также культуральным и серологическими метода-

ми. Для посева обычно используют гетероплоидные 

мышиные клетки Мак-Кой, обработанные цикло-

гексимидом. Их инкубируют 40–72 ч, после чего 

исследуют наличие внутриплазматических вклю-

чений хламидий при световой микроскопии после 

окрашивания иодином гликогена, продуцируемого 

хламидиями в инфицированных клетках. Более бы-

стрый и чувствительный метод – РИФ при окраске 

культуры клеток моноклональными антителами.

C. psittaci не продуцирует гликоген, и ее внутри-

плазматические включения выявляют при окраске 

по Гимзе обычно после 5–10 дней инкубации. По-

скольку клеточные культуры C. psittaci высокоин-

фекционные, метод культивирования используется 

редко, и диагноз пситтакоза устанавливают сероло-

гическими методами.

в сыворотке крови и ликворе. Антиген можно опре-

делять также в плевральном выпоте и БАЛ [49].

Неопределенность в оценке положительных и от-

рицательных результатов посевов при диагностике 

оппортунистических грибковых инфекций возрас-

тает у больных иммунодефицитами. Существует 

2 наиболее достоверных критерия прижизненной 

диагностики таких инфекций:

1) обнаружение грибов в ткани легких при культу-

ральном или гистологическом исследовании;

2) выделение культуры при посеве ликвора или 

других стерильных биологических жидкостей, 

исключая кровь и мочу, которые могут быть кон-

таминированы, в т. ч. при заборе материала [50].

В отличие от оппортунистических возбудителей 

пневмомикозов, выделение патогенных диморфных 

грибов Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, His-
toplasma capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis и Spo-
rothrix schenckii из респираторных образцов, ткани 

легких и биоматериалов других локализаций имеет 

несомненную клиническую значимость. Эти грибы 

существуют в мицеллярной и дрожжевой (или в виде 

сферул) формах. В среднем их рост на средах появ-

ляется через 14 дней (грибов рода Candida – через 

1–3 дня, Aspergillus spp. – через 4–7 дней). В рутинной 

практике посевы инкубируют до 4 нед. у пациентов 

при серологически подтвержденной грибковой ин-

фекции или у больных, получавших антигрибковую 

терапию при неустановленной этиологии инфекци-

онного процесса. Присутствие орофарингеальной 

микрофлоры в респираторных образцах не препят-

ствует интерпретации результатов посевов на ди-

морфные грибы. Посевы осуществляют при отрица-

тельных результатах прямой микроскопии окрашен-

ных препаратов, в т. ч. специальными методами, где 

можно легко идентифицировать соответствующий 

возбудитель по характерной морфологии. При дис-

семинированной грибковой инфекции исследуют 

материалы из других анатомических областей. На-

пример, при генерализованном гистоплазмозе пря-

мая микроскопия окрашенных мазков костного мозга 

помогает быстро поставить диагноз у 50% больных, 

положительный посев обнаруживается в 84% наблю-

дений [51]. Дополнительный диагностический тест – 

обнаружение полисахаридного антигена H. capsulatum 
в моче методом ИФА у 90% больных, однако этот тест 

может быть положительным и у пациентов с диссе-

минированной инфекцией, вызванной P. brasiliensis, 

В. dermatidis, Penicillium marneffei [52].

Лабораторная диагностика пневмоцистоза (пнев-

моцистной пневмонии) является сложной задаче 

из-за отсутствия систем культивирования (описан-

ные в научной литературе методы дороги и зачастую 

невоспроизводимы) и невозможности получить и на-

копить культуру P. jirovecii вне легких живого орга-

низма. Для диагностики пневмоцистоза необходимо 

использовать комплекс методов. Этиологическая ла-

бораторная диагностика включает визуальное выяв-

ление возбудителя при использовании микроскопии, 
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нейтрализации и иммунофлюоресценции) исполь-

зуют для дифференциации вирусов гриппа и пара-

гриппа. Культуральный метод при изучении респи-

раторных образцов более чувствителен, чем опреде-

ление антигенов, и занимает в среднем 3–4 дня для 

обнаружения цитопатического эффекта при вирусе 

гриппа А и 8–9 дней – при ЦМВ.

Выделение вирусов гриппа, парагриппа, ре-

спираторно-синцитиального (РС) и риновирусов 

из респираторных образцов и ткани легкого имеет 

одинаково важное клиническое значение, в отличие 

от аденовирусов, вирусов простого герпеса и ЦМВ – 

их обнаружение в респираторных образцах не столь 

существенно, как в ткани легкого [1, 54, 55].

Чтобы выявить нуклеиновые кислоты вирусов 

гриппа А, В и вызывающих острые респираторные 

вирусные инфекции (ОРВИ), используют тест-

системы, основанные на методе ПЦР с гибридизаци-

онно-флуоресцентной детекцией в режиме реального 

времени. Использованные методы позволили опре-

делить, что среди основных возбудителей ОРВИ пре-

обладают вирусы гриппа, возбудители парагриппа, 

респираторно-синцитиальной (РС) и риновирусной 

инфекции, важную роль играют аденовирусы. Эти 

методы позволяют анализировать особенности эпи-

демических сезонов, интенсивности и длительности 

циркуляции различных вирусов гриппа и ОРВИ [56].

Для идентификации респираторных вирусов 

используют ПЦР с детекцией в режиме реального 

времени. Такие исследования позволяют проводить 

анализ заболеваемости ОРВИ.

Было проведено исследование, включающее вы-

явление нуклеиновых кислот 17 видов респиратор-

ных вирусов: РНК риновирусов, ДНК аденовирусов, 

РНК коронавирусов человека (229E, OC43, HKUI, 

NL63), ДНК бокавируса, РНК респираторно-син-

цитиального вируса, РНК метапневмовируса, РНК 

вирусов парагриппа, РНК вирусов гриппа, РНК 

коронавируса SARS-CoV-2. Результаты позволили 

оценить распространенность возбудителей ОРВИ, 

гриппа и COVID-19 среди лиц без симптомов ОРИ, 

а также эффективность использования в популяции 

медицинских масок с целью профилактики данных 

инфекций. За весь период наблюдения искомые воз-

будители выявлены у 11,1% обследованных с пре-

валированием риновируса, РНК SARS-CoV-2 об-

наружена у 1,66% обследованных, доля остальных 

вирусов не превышала 1%. Исследование продемон-

стрировало, что лица без симптомов ОРВИ могут 

иметь высокую концентрацию РНК SARS-CoV-2 (до 

1010 копий в 1 мл образца мазка из носо- и ротоглот-

ки), поэтому могут служить опасным источником 

инфекции, особенно при отсутствии медицинской 

маски, поскольку для передачи возбудителя воздуш-

но-капельным путем будет достаточно даже кратко-

временного контакта [57].

Пандемия COVID-19 в 2020 г. внесла свой вклад 

в эпидемиологию респираторных инфекций. Важ-

на своевременная дифференциальная диагностика 

C. pneumoniae можно обнаружить при заражении 

респираторными образцами монослоя культуры кле-

ток HeLa-229. После инкубации в течение 3–5 дней 

готовят окрашенные специфическими монокло-

нальными антителами препараты и изучают мето-

дом РИФ.

Диагноз хламидийной пневмонии ставят с по-

мощью серологических методов при определении 

антител. Однако у больных иммунодефицитами, 

неспособными синтезировать антитела в достаточ-

ном количестве, может потребоваться культуральное 

исследование или использование молекулярно-ге-

нетических методов (ПЦР в режиме реального вре-

мени). Из 2 видов хламидий C. trachomatis – редкий 

возбудитель внебольничной пневмонии у больных 

с иммунодефицитами.

Определение чувствительности хламидий к анти-

биотикам не имеет существенного значения, так как 

различия между штаммами и появление новой рези-

стентности весьма редки, а сами методы определения 

не стандартизированы и используются в основном 

с научной целью [1, 54, 55].

Диагностика микоплазм
Среды для культивирования микоплазм содержат 

свежий дрожжевой экстракт, пептон, сыворотку жи-

вотных и готовятся как двухфазная среда с агаровой 

основой, залитой бульоном, содержащим индикатор 

рН для контроля ферментации глюкозы, бензилпени-

циллин и ацетат таллия для подавления роста бакте-

рий. Другие добавки включают амфотерицин В и по-

лимиксин. В процессе инкубации посевов наблюдают 

появление помутнения среды в течение 4–6 дней, 

после чего производят первый высев на селективный 

агар, затем повторный высев на 8–12-й день. Рост 

типичных колоний обычно виден в конце 2-й нед. 

инкубации. При отсутствии роста двухфазную среду 

инкубируют до 30 дней, после истечения этого пери-

ода выдают отрицательный результат. Разрешающая 

способность культурального метода – 105 КОЕ/мл, 

при прямом определении антигена в респираторном 

секрете методом ИФА – 104 КОЕ/мл. Из-за медлен-

ного роста организмов и низкой чувствительности 

культурального метода (60%) для диагноза инфекции 

M. pneumoniae чаще используют определение специ-

фических антител или ДНК-амплификационный 

тест, а также ПЦР в реальном времени [1, 54, 55].

Чувствительность микоплазм к антимикробным 

препаратам определяют только в научных целях 

и при изучении новых препаратов. Как и хламидии, 

микоплазмы предсказуемо чувствительны к тетраци-

клинам, макролидам, кетолидам и фторхинолонам.

Диагностика вирусов
Для заражения вирусами используют различные 

культуры клеток. Возникновение инфекции опреде-

ляют по цитопатическому эффекту или появлению 

гемагглютинирующих антигенов. Дополнительные 

тесты (гемадсорбции, ингибиции гемагглютинации, 
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специфических антисывороток (антительные диа-

гностикумы), обеспечивает быструю диагностику 

инфекций НДП.

Морфологию бактерий изучают при значитель-

ном увеличении (иммерсионный объектив × 100). 

По разным оценкам, чувствительность микроско-

пического метода при окраске по Граму варьируется 

от 35 до 96%, а специфичность – от 12 до 85% [64]. 

Его диагностическое значение в основном ограничи-

вается пневмококковой инфекцией, где совпадение 

с результатами культуральной диагностики состав-

ляет 75% [65].

Для выявления M. tuberculosis микроскопические 

методы при окраске мазков по Цилю–Нильсену 

и флюоресцентным красителем имеют одинаковую 

чувствительность (до 50%) и специфичность (до 99%) 

[66]. Для обнаружения МБТ в световом микроскопе 

при окраске по Цилю–Нильсену необходимо со-

держание в мокроте не менее 5 000–10 000 КОЕ/мл.

При диагностике актиномикоза легких материа-

лом для микроскопического исследования служат 

гной, мокрота, плевральная жидкость, пунктаты 

закрытых очагов поражения, биопсийный матери-

ал. Обнаружение друз, мицелия, отдельных веточек 

и цепочек из спор – ценное подтверждение актино-

микотической природы болезни. Прямая фазово-

контрастная микроскопия бронхиального секрета 

со смесью 10% раствора гидроксида калия и 10% 

глицерина позволяет проводить быструю иденти-

фикацию грибов Blastomyces dermatitidis, Coccidioides 
immitis, Cryptococcus neoformans и Aspergillus spp. Добав-

ление специальных красителей позволяет улучшить 

очертания элементов гриба, включая P. jirovecii. Для 

определения антигенов P. jirovecii в индуцированной 

мокроте и БАЛ можно использовать РИФ с моно-

клональными антителами [67].

Для обнаружения Legionella pneumophila непо-

средственно в мокроте, ТТА, бронхиальном смыве, 

биоптатах ткани легкого применяется РИФ, чувстви-

тельность которой составляет 25–66%, а специфич-

ность достигает 94% [68]. Для постановки диагноза 

легионеллезной пневмонии положительный резуль-

тат РИФ требуется подтвердить с помощью любых 

других методов, таких как культуральное исследова-

ние респираторных образцов, определение антигена 

в моче или серологические реакции с сывороткой 

крови больного.

РИФ позволяет диагностировать инфекции, вы-

званные РС-вирусом, вирусами гриппа А и В, пара-

гриппа, аденовирусами, вирусом кори, что особенно 

важно в случаях, когда обычная вирусологическая 

технология трудоемка или недоступна.

Методы выявления антигенов
Определение антигенов широко используется 

для диагностики различных инфекций, что связано 

с возможностью быстрого получения результатов 

и идентификации некультивируемых возбудителей. 

Однако для правильного диагноза одного метода не-

COVID-19 и сезонных острых респираторных за-

болеваний. У пациентов с новой коронавирусной 

инфекцией (НКИ) возрастает риск развития госпи-

тальной пневмонии. Актуальным является анализ 

особенностей циркуляции резистентных к антибак-

териальным химиопрепаратам штаммов возбудите-

лей внутрибольничных инфекций.

Была изучена этиологическая структура вне-

больничной пневмонии в период эпидемического 

распространения COVID-19 и проведена оценка 

риска пневмонии, связанной с оказанием меди-

цинской помощи. В период распространения НКИ 

в Ростовской обл. доля положительных результатов 

на SARS-CoV-2 среди пациентов с диагнозом «вне-

больничная пневмония» составила 35,6%. Частота 

микст-инфекций вирусной природы достоверно 

не различалась среди пациентов с лабораторно под-

твержденным диагнозом COVID-19 и пациентов 

с отрицательным результатом на SARS-CoV-2 (25,9 

и 26,2 % соответственно). В структуре микробиоты 

пневмонии, не обусловленной SARS-CoV-2, прева-

лировали грибы рода Candida и плазмокоагулирущие 

стафилококки. Достоверно чаще у пациентов с ла-

бораторно подтвержденным COVID-19 изолировали 

культуры неферментирующих грамотрицательных 

бактерий. У 51,6 % больных, проходивших лечение 

в стационаре, отмечено вторичное коинфицирова-

ние, вероятно, связанное с объектами внешней сре-

ды или с передачей инфекции от персонала. Пере-

дача инфекции, связанной с медицинской помощью, 

от пациента к пациенту не установлена [58].

ИФА тест-системы позволяют определять уро-

вень IgG и IgM в сыворотке, что особенно важно 

для анализа результатов вакцинопрофилактики. 

В 25 больницах и поликлиниках Москвы было про-

ведено рандомизированное двойное слепое плаце-

боконтролируемое исследование 3-й фазы. В него 

вошли участники старше 18 лет с отрицательными 

результатами ПЦР на SARS-CoV-2 и тестами на IgG 

и IgM, отсутствием инфекционных заболеваний за 

14 дней до включения и отсутствием других прививок 

за 30 дней до включения. Титр гликопротеин-специ-

фических антител в сыворотке определяли с помо-

щью ИФА. В ИФА определяли IgG, специфичные 

к рецептор-связывающему домену (RBD) гликопро-

теина S SARS-CoV-2. Титр нейтрализующих анти-

тел измеряли в день 1-й вакцинации и на 42-й день 

с помощью анализа микронейтрализации, исполь-

зуя SARS-CoV-2 (hCoV-19/Russia/Moscow_PMVL-

1/2020), в 96-луночном планшете и инфицирующей 

дозе 50% культуры ткани (TCID50) 100.

Применение молекулярно-генетических мето-

дов позволило провести исследование безопасно-

сти и эффективности вакцин «Гам-КОВИД-Вак» 

и «Спутник Лайт» [59–63].

Микроскопический метод
Изучение нативных и окрашенных препаратов, 

в т. ч. с использованием меченных флюорохромом 
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Для диагностики инфекции, вызванной C. pneu-
moniae, обычно используется метод микроиммуноф-

люоресценции. Результат считается положительным 

при 4-кратном увеличении титра антител в парных 

сыворотках или при однократном определении титра 

IgM ≥ 1 : 16 или IgG ≥ 1 : 512 [75]. Аналогичные кри-

терии применяются для C. psittaci. Чувствительность 

микроиммунофлюоресценции составляет 39–100%, 

специфичность – 94–100%, что превышает эти по-

казатели в РСК и ИФА, применение которых при 

серодиагностике инфекций НДП хламидийной 

этиологии считается нецелесообразным. При не-

онатальной пневмонии, вызванной C. trachomatis, 

титр видоспецифических IgM 1 : 32 диагностический 

и коррелирует с результатами культуральной диа-

гностики. В то же время определение IgG малоин-

формативно из-за циркуляции материнских антител 

у детей в возрасте до 1 года.

Ввиду низкой чувствительности культурально-

го метода серологические тесты составляют основу 

диагностики микоплазменной инфекции. Холодовые 

агглютинины, выявляемые в реакции агглютинации 

с резус-отрицательными эритроцитами 0(I) группы 

крови при 4 °С, присутствуют приблизительно у 50% 

больных пневмонией, обусловленной M. pneumoniae. 

Их уровень приходит в норму через 6 нед. после 

острой инфекции. Однако холодовые агглютини-

ны могут образовываться при целом ряде вирусных 

инфекций, лимфомах, аутоиммунных нарушениях, 

что снижает их диагностическую ценность. Компле-

мент-связывающие антитела выявляют в РСК у 85% 

пациентов, что согласуется с результатами культураль-

ного метода. При этом важны 4-кратное нарастание 

титров антител либо титр ≥ 1 : 80 при однократном 

исследовании сыворотки. В последние годы получил 

развитие метод ИФА для выявления специфических 

микоплазменных IgM и IgА; его чувствительность 

и специфичность выше, чем РСК [75]. IgM обнару-

живаются на 1-й нед. заболевания и достигают пика 

на 3-й нед.; у взрослых они продуцируются нерегуляр-

но, поэтому отрицательный результат не исключает 

наличия инфекции. IgА более постоянны, их про-

дукция не зависит от возраста пациентов.

Серодиагностика грибковых инфекций не всегда 

информативна. Определение антител к C. albicans 
не позволяет провести дифференциальную диагно-

стику локализованного и диссеминированного кан-

дидоза, так как эти антитела присутствуют и у боль-

ных, и у здоровых пациентов и только в 50–75% 

наблюдений встречаются при диссеминированном 

кандидозе [67].

РСК для выявления антител к B. dermatidis харак-

теризуется низкой чувствительностью и специфич-

ностью (25%), титр антител может повышаться при 

инфекциях, вызванных C. immitis и H. capsulatum. 

Иммунодиффузионный тест для выявления антител 

к B. dermatitidis более чувствительный и специфич-

ный (40–70%), чем РСК. Однако и отрицательный 

результат не исключает диагноз бластомикоза.

достаточно. Надежность теста в большей степени 

зависит от того, может ли возбудитель быть коммен-

салом (как в случае с S. pneumoniae), или его нали-

чие всегда свидетельствует об инфекции (например, 

L. pneumophila) [69].

Для индикации антигенов S. pneumoniae в мо-

кроте, сыворотке крови и моче были разработаны 

методы встречного иммуноэлектрофореза, коагглю-

тинации, латекс-агглютинации, ИФА. Их чувстви-

тельность варьировалась от 40 до 90% [70, 71].

При диагностике легионеллезной пневмонии ре-

комендованы ИФА и радиоиммунологический ме-

тод для выявления в моче антигенов L. pneumophila 
серогруппы 1, на долю которой приходится 70–90% 

всех наблюдений данного заболевания. Чувстви-

тельность достигает 70–100%, специфичность – 

более 99% [72, 73]. Разработан иммунохроматогра-

фический тест для определения легионеллезного 

антигена в моче.

При криптококкозе определяют наличие анти-

гена Cryptococcus neoformans в БАЛ, плевральном экс-

судате, сыворотке крови и ликворе [73]. При аспер-

гиллезе используют ИФА для выявления в сыворотке 

крови белкового антигена (галактоманнана), пре-

валирующего в клеточной стенке Aspergillus spp. [7]. 

При легочном бластомикозе в сыворотке крови, моче 

и БАЛ можно выявить антиген Blastomyces dermatidis 
у 70–100% больных в зависимости от формы инфек-

ции (локализованная или генерализованная) [74].

В назофарингеальном аспирате, лаважной жид-

кости и мокроте в инфицированных эпителиаль-

ных клетках с помощью РИФ и ИФА можно быстро 

обнаружить антигены вирусов гриппа, парагриппа, 

аденовирусов, ЦМВ в ранние сроки заболевания.

Серодиагностика
Серодиагностика основана на выявлении спец-

ифических антител разных классов (IgM, IgA, IgG) 

в сыворотке крови у инфицированных пациентов 

и определении их титров при однократном исследо-

вании или в динамике заболевания (в парных сыво-

ротках, взятых с интервалом 10–14 дней) с помощью 

антигенных диагностикумов в различных сероло-

гических реакциях in vitro. Обычно используются 

реакции преципитации, агглютинации, встречного 

иммуноэлектрофореза, ИФА, непрямой иммуноф-

люоресценции, реакции связывания комплемента 

(РСК). Эти методы имеют основное значение при 

подтверждении диагноза и проведении эпидемио-

логических исследований. Известны коммерческие 

наборы на основе ИФА и реакции непрямой имму-

нофлюоресценции для определения IgM и IgG к ши-

рокому кругу респираторных патогенов: Legionella 
spp., Francisella tularensis, Yersinia pestis, M. pneumoniae, 
C. pneumoniae, C. psittaci, Coxiella burnetii, Toxoplasma 
gondii, Trichinella spiralis, Strongiloides stercoralis, виру-

сов гриппа, парагриппа, РС-вирусов, аденовирусов, 

ТОРС-коронавирусов, вирусов простого герпеса, 

ЦМВ, вирусов краснухи и оспы, Эпштейна–Барр.
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ции, по сравнению с гель-электрофорезом, – уве-

личение специфичности метода и объективизация 

оценки результатов эксперимента в автоматическом 

режиме. К недостаткам относятся трудоемкость, не-

обходимость использования специальной аппарату-

ры и более высокая стоимость.

Существуют наборы ПЦР для выявления от-

дельных микроорганизмов – бактерий, вирусов, 

грибов, простейших (L. pneumophila, C. pneumoniae, 

M. pneumoniae, S. pneumoniae, M. tuberculosis, M. avi-
um, M. kansasii, H. capsulatum, B. dermatidis, C. immi-
tis, A. fumigatus, P. jirovecii, T. gondii, респираторных 

вирусов, вирусов простого герпеса, ЦМВ, ТОРС-

коронавируса, SARS-CoV-2 и др.) и одновременного 

обнаружения нескольких возбудителей.

Наиболее перспективна мультиплексная ПЦР 

в реальном времени, позволяющая определять на-

личие ДНК различных возбудителей в одной про-

бирке в течение < 3 ч. Принцип основан на непо-

средственном иммунофлюоресцентном определении 

амплифицированных генов по мере их генерации in 
vitro. Эффективность подобного подхода была до-

казана в ряде исследований. Однако требуется осто-

рожность в интерпретации результатов для диффе-

ренциации между колонизацией (или латентными 

формами) и инфекцией. Пневмококки, хламидии, 

микоплазмы, кандиды, пневмоцисты встречаются 

у индивидуумов и при отсутствии инфекции. Гер-

песвирусы, токсоплазмы, пневмоцисты могут суще-

ствовать в латентной стадии в тканях и не вызывать 

инфекцию. В настоящее время среди молекулярно-

биологических методов для точной идентификации 

в сложных случаях, для изучения эпидемиологиче-

ской значимости штаммов микроорганизмов ис-

пользуют методы мультилокусного секвенирования 

и полного геномного секвенирования.

Некоторые организмы трудно или невозможно 

выявить другими методами, и молекулярная диа-

гностика становится единственно возможной. Диа-

гностическая специфичность и чувствительность мо-

гут достигать 98–100%. К таким методам относится 

мультилокусное секвенирование, секвенирование 

16S rRNA и ITS (internal transcribed spacer – внутрен-

ний транскрибируемый спейсер) для идентификации 

грибов, полное секвенирование генома.

Заключение
Лаборатории клинической микробиологии игра-

ют жизненно важную роль в этиологической диа-

гностике инфекций нижних дыхательных путей. На-

дежность результатов микробиологического исследо-

вания зависит от целого ряда условий: правильного 

получения адекватного материала; своевременной 

его доставки в лабораторию в соответствующих сре-

дах или контейнерах; предварительной обработки 

образцов в соответствии с задачами исследования; 

чувствительности и специфичности используемых 

методов для выявления возбудителя и его маркеров; 

грамотной трактовки результатов исследования в со-

При серодиагностике криптококкоза используют 

реакцию преципитации для определения IgM, кото-

рые обнаруживают на 2–3-й нед. заболевания у 75% 

больных, затем постепенно исчезают [45]. Компле-

мент-связывающие IgG появляются позднее, их титр 

≥ 1 : 32 предполагает возможность диссеминирован-

ной инфекции.

При легочном гистоплазмозе у 90% больных 

определяются антитела к H. capsulatum посредством 

РСК и методом иммунодиффузии, при диссемини-

рованном процессе они встречаются в 80% наблю-

дений [76]. Перекрестные реакции наблюдаются при 

бластомикозах, кокцидиоидомикозе и паракокци-

диоидомикозе.

Молекулярно-генетические методы
Основу молекулярно-генетических методов со-

ставляют ПЦР, ее модификации и секвенирова-

ние. Принцип ПЦР заключается в многократном 

повторении (амплификации) исследуемых локусов 

нуклеиновых кислот термостабильной полимера-

зой для наработки достаточного количества ДНК 

и обнаружения ее методами электрофореза и ги-

бридизации. Этот процесс достигается с помощью 

введения в реакционную смесь коротких молекул 

ДНК (праймеров), комплементарных нуклеотид-

ным последовательностям того микроорганизма, 

который необходимо обнаружить. Связывание прай-

меров с соответствующими участками ДНК/РНК 

приводит к образованию локальной 2-цепочечной 

структуры узнаваемой полимеразой, которая начи-

нает достраивать ее в направлении 5-3’, используя 

дезоксинуклеозидтрифосфаты, присутствующие 

в реакционной смеси. Таким образом, если один 

из праймеров связывается с прямой цепью, а дру-

гой – с обратной, происходит наработка продукта, 

ограниченного с 2 сторон этими праймерами. По-

скольку каждый из вновь образованных продуктов – 

матрица для дальнейшей амплификации, происходит 

экспоненциальное увеличение их количества.

Анализ полученных продуктов амплификации 

с помощью электрофореза заключается в разделе-

нии ампликонов под действием электрического 

поля в агарозном или полиакриламидном геле. По-

сле окончания электрофореза оцениваются наличие 

и размер полученных продуктов реакции ампли-

фикации. Гибридизация заключается в нанесении 

на твердую фазу (микропланшет) олигонуклеотид-

ных зондов, комплементарных внутренней структуре 

исследуемых ампликонов (прямая гибридизация), 

или в нанесении на твердую фазу полученных ам-

пликонов (обратная гибридизация).

Добавление ампликонов или зондов, меченных 

либо с помощью радиоактивных меток, либо флю-

оресцентных, либо конъюгированных с ферментом, 

способным осуществлять цветовую реакцию (напри-

мер, пероксидаза хрена), приводит к образованию 

комплексов, которые можно определять с помощью 

соответствующих методов. Достоинство гибридиза-
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ответствии с клиническими, радиографическими 

и другими лабораторными данными пациента. В на-

стоящее время комплекс современных адекватных 

методов позволяет правильно и быстро идентифи-

цировать возбудителей респираторных инфекций, 

осуществлять мониторинг хронической инфекции 

легких, выявлять источник инфекции и назначать 

необходимую терапию, а также осуществлять про-

филактические мероприятия.
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