
www.sia-r.ru ИНФЕКЦИИ В ХИРУРГИИ | № 2 | 2016

29

Введение
Бактерии, связанные с организ-

мом человека, вновь стали объ-
ектом пристального внимания 
после получения результатов ге-
нетического изучения микроф-
лоры (микробиоты). Анализ ми-
кробиоты показал, что большая 
ее часть неизвестна и существу-
ющие методы выделения чистых 
культур бактерий в сумме позво-
ляют получить лишь небольшую 
часть от  общего состава микро-
биоты [1]. Такие бактерии, гены 
которых можно выявить, а методы 
выделения чистых культур еще не 
найдены, получили название пока 
не культивируемых. Пока не куль-
тивируемые бактерии обнаружены 
и среди патогенных бактерий [2, 
3]. Поскольку именно человек яв-
ляется экологической нишей для 
большинства патогенных и услов-
но-патогенных бактерий, вызы-
вающих его болезни, очевидно, 
что список возбудителей является 
неполным даже при тех заболе-
ваниях, где микробная природа 
давно известна. Целью настоящей 

работы было изучение микробно-
го состава отделяемого из раны 
больного с ожогом стандартными 
методами лабораторного исследо-
вания и с использованием метаге-
номной технологии.

Материал и методы
Материал для исследования  — 

раневое отделяемое (больной 36 лет, 
диагноз — ожог 2-й степени, пло-
щадь ожога — 7%). Время между 
взятием материала и включением 
его в исследование не превышало 
24 ч с хранением при +4 °С.

Питательные среды: агары Шед-
лера, Колумбийский и Эндо (Oxoid, 
Великобритания), элективный со-
левой агар (Биомедиа, СПб).

Определение биохимической ак-
тивности микроорганизмов про-
водили с помощью системы Vitek 2 
(bioMerieux, Франция). 

Выделение ДНК из  патологи-
ческого материала и  выросших 
на среде бактерий проводили при 
помощи стандартного набора 
«ДНК сорб-В» (Россия) согласно 
имеющемуся протоколу. 

А м п л и фи к а ц и я  б ы л а  п р о -
ведена с использованием бак-
т е риа л ь н ы х  п р а й ме р ов  2 7 F 
(‘5-AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3’)- 
534R и (‘5-ATTACCGCGGCTGCTGG-3’), 
фланкирующих гипервариабель-
ный участок гена, кодирующего 
16S рРНК.

Используемая в работе пара оли-
гонуклеотидных праймеров спе-
цифична консервативным участ-
кам гена 16SрРНК и применяется 
в метагеномных исследованиях для 
выявления бактериального раз-
нообразия различных сообществ 
[4]. Метагеномное секвениро-
вание фрагмента гена 16S pРНК 
произведено на пиросеквенаторе 
Roche/454 Genome Sequencer FLX 
Titanium. Максимальная длина по-
лученных последовательностей со-
ставила 507 нуклеотидов, химерные 
последовательности и последова-
тельности короче 300 нуклеотидов 
не были включены в анализ.

Анализ разнообразия и таксоно-
мического состава. Каждая полу-
ченная в ходе пиросеквенирования 
последовательность была иденти-
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фицирована путем сравнения с по-
следовательностями баз данных 
GenBank и EzTaxon, используя ал-
горитмы поиска BLASTN и попар-
ное сравнение [5]. Для определения 
видового разнообразия, таксоно-
мического состава и  сравнения 
сообществ применяли программу 
Pyrosequencing pipeline (http://pyro.
cme.msu.edu). Полученные последо-
вательности выравнивали и прово-
дили кластерный анализ с помощью 
программы Complete Linkage Clus-
tering, входящей в состав Pyrose-
quencing pipeline. Кластеризацию 
осуществляли на разных уровнях, 
характеризующихся различными 
расстояниями между кластерами (от 
0 до 0,25 с шагом 0,01). Выделение 
филотипов (OTU) проводили при 
кластерном расстоянии 0,03; оценку 
таксономической сложности сооб-
ществ при уровнях различий, соот-
ветствующих следующим таксонам: 
вид — 0,03, род — 0,05, семейство — 
0,1, — используя программу Rarefac-
tion (Pyrosequencing pipeline). Для 
характеристики таксономического 
состава сообществ был проведен 
кластерный анализ с параметром 
расстояния 0,25. Далее для каждо-
го кластера с помощью программы 
DereplicateRequest — нуклеотидную 
последовательность, соответству-
ющую центру кластера, имеющую 
минимальную сумму квадратов рас-
стояний до других входящих в кла-
стер последовательностей. Репре-
зентативные последовательности 
кластеров таксономически класси-
фицировали. Классификация видов 
на всех этапах работы произведена 
на основе генотипического подхода 
в соответствии с меж дународным 
кодом номенклатуры бактерий 
(ICNB). В случае если репрезента-
тивная последовательность имела 
гомологию более 97% с последова-
тельностью валидированного ми-
кроорганизма, кластер относили 
к соответствующему виду.

Результаты
Стандартное лабораторное бак-

териологическое исследование 
выявило в патологическом мате-
риале грамотрицательную палочку 
Klebsiella oxytoca, чувствительную 
к  основным антибиотикам (це-
фалоспоринам, меропинему, ами-
ногликозидам и фторхинолонам). 
Штамм был устойчив к ампицил-
лину, но чувствителен к ампицил-
лин/клавулановой кислоте, что 
указывает на продукции им бета-
лактамаз(-ы).

В  результате метагеномного 
анализа установлено значитель-
ное видовое разнообразие бакте-
рий в раневом отделяемом. В его 
составе выявлены бактерии, при-
надлежащие к  семейству Entero-

bacteriaceae — 3 родам и 8 видам. 
В патологическом материале были 
представлены грамотрицательные 
бактерии (табл. 1). 

Большинство бактерий, обнару-
женных при метагеномном ана-
лизе, описаны как возбудители 
болезней растений и людей. Воз-
будителями оппортунистических 
инфекций считаются E. aerogenes, 
P. agglo merans,  E. cloacae, E. hor-
maechei, E. cloacae, E. cancerogenus, 
E. asburiae [6–12]. Все эти штам-
мы не были получены в виде чи-
стых культур в  ходе выделения 
и  идентификации возбудителя, 
проведенных стандартными ла-
бораторными методами. Исходя 
из имеющихся данных, такая си-
туация имеет место в большинст-
ве исследований патологическо-
го материала. Отсутствие роста 
бактерий на  питательной среде 
и  наличие в  материа ле указыва-
ет на  невозможность культиви-
ровать большую часть бактерий, 
в том числе возбудителей болез-
ни на питательных средах. Такие 
пока не культивируемые бактерии 
тем не менее принимают участие 
в развитии патологического про-
цесса, и их присутствие необхо-
димо учитывать при выборе анти-
микробной терапии. Отсутствие 
чистых культур большинства пока 
не культивируемых бактерий не 
позволяет провести оценку их 
чувствительности к антибиотикам. 
Вместе с тем известно, что E. aero-
genes обладают мультирезистент-
ностью к бета-лактамам и фторхи-
нолонам [12], а E. hormaechei почти 
всегда устойчивы к ампициллину 
и цефалоспоринам [8, 11]. Много 
данных об устойчивости K. pneu-
moniae к различным антибиоти-
кам. Очень распространена устой-
чивость у бактерий данного вида, 
когда они являются возбудителями 
внутрибольничных инфекций [13].

Существующие лабораторные 
микробиологические технологии 
пока не позволяют изолировать 
и  изучить все бактерии, находя-
щиеся в патологическом материале 
и, скорее всего, в очаге инфекции. 

Основной причиной ограниченных 
возможностей стандартных лабо-
раторных методов следует считать 
широкое распространение пока не 
культивируемых бактерий. Чаще 
всего такие бактерии дают рост 
при совместном выращивании 
в составе смешанных сообществ, 
где бактерии предоставляют друг 
другу определенные факторы, без 
которых каждая по  отдельности 
расти неспособна. Результаты та-
кого анализа значительно снижают 
реальную ценность существующего 
лабораторного исследования, ос-
нованного на представлениях, сло-
жившихся в микробиологии в 30–
40-х годах прошлого века. Можно 
предполагать, что патологический 
процесс вызван не тем микробом 
или микробами, которые удалось 
выделить и идентифицировать. По-
лученные результаты указывают 
также на условность результатов 
выбора антибиотиков для терапии.

Таким образом, полученные дан-
ные указывают на более широкое 
распространение смешанных ин-
фекций при гнойно-воспалитель-
ных процессах и на необходимость 
пересмотра существующих методов 
лабораторной диагностики и выбо-
ра антибиотиков.
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