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Инфекционный эндокардит неустановленной этиологии: 
возможности преодоления и роль микробиологистики

Современный инфекционный эндокардит (ИЭ) характеризуется изменениями этиологического и эпидемиологического 
профилей, ассоциированными с  увеличением частоты развития ИЭ неустановленной этиологии, что  диктует необходи-
мость поиска способов повышения эффективности диагностики. Решающее значение приобретают микробиологистика, 
а также высокотехнологичные методы идентификации возбудителя при исследовании культуры крови и тканей поражен-
ного клапана сердца, определяющие своевременную диагностику и лечение, внедрение которых в практическую деятель-
ность врача является составляющей частью персонализированной медицины. В  статье рассмотрены обоснованность 
и  особенности проведения микробиологических (культуральных), иммунохимических и  молекулярно-биологических 
[MALDI-TOF MS (матрично-активированная лазерная десорбция / ионизация с времяпролетной масс-спектрометрией), 
полимеразная цепная реакция, секвенирование] исследований.
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Остро актуальную проблему современной медици-
ны представляет инфекционный эндокардит (ИЭ) 

неустановленной этиологии, который, согласно данным 
зарубежных исследователей, диагностируется в 31–63 % 
[1–5], а по данным отечественных авторов – в 47,2 % [6] 
случаев. При этом следует отметить, что на протяжении 
последних 10  лет отмечается тенденция к  некоторому 
росту, что, вероятнее всего, связано с активным, ранним, 
часто бесконтрольным, применением антибактериаль-
ных препаратов в  рамках комплексной терапии, огра-
ничениями микробиологических методов исследования, 
а также ростом распространенности ИЭ протезирован-
ного клапана / имплантированного внутрисердечного 
устройства и ИЭ, ассоциированного с оказанием меди-
цинской помощи, этиологические причины которых ча-
сто остаются невыявленными [1–9]. Изложенное опре-
деляет высокую смертность от ИЭ в целом и особенно 
от ИЭ неустановленной этиологии – более 30 % пациен-
тов умирают в  течение года после постановки диагно-
за [1, 2, 10, 11]. Своевременная расшифровка причин-
ного инфекционного агента имеет решающее значение 
для  выбора режима оптимальной антибактериальной 
терапии (АБТ) и, соответственно, благоприятного про-
гноза у  пациентов с  ИЭ, обусловливая уменьшение ча-

стоты выявления антибиотикоустойчивых штаммов ми-
кроорганизмов, снижение необоснованной лекарствен-
ной нагрузки на  пациента, стоимости курса терапии, 
сокращение длительности стационарного этапа лечения 
и увеличение выживаемости [12].

Согласно клиническим рекомендациям Европейско-
го общества кардиологов по  лечению и  ведению боль-
ных ИЭ (2015), диагностика заболевания основывает-
ся на модифицированных критериях Дюка, включающих 
обнаружение этиопатогенетически значимых микроор-
ганизмов в  комплексе с  визуализирующими исследова-
ниями и  клиническими параметрами, при  этом положи-
тельные результаты микробиологического исследования 
крови / ткани клапана относятся к  «большим» и  «ма-
лым» критериям ИЭ [10, 13, 14]. Уменьшение частоты 
развития ИЭ неустановленной этиологии невозможно 
без  внедрения основных принципов персонализирован-
ной медицины, включающих быструю и  точную этиоло-
гическую лабораторную диагностику с  использованием 
микробиологических, иммунохимических и  молекуляр-
но-биологических исследований, представляющих ком-
бинацию прямых и косвенных методов. «Краеугольным 
камнем» увеличения частоты развития ИЭ с установлен-
ным возбудителем является повышение качества этиоло-
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гической лабораторной диагностики, за что отвечает ми-
кробиологистика.

Микробиологистика
Быстрая и  качественная идентификация микроорга-

низмов, имеющих этиопатогенетическое значение, яв-
ляется решающей для  ведения пациентов с  инфекци-
ями крови, в  первую очередь для  больных ИЭ. Важное 
значение приобретает процесс «микробиологистики», 
охватывающий все возможные звенья этиологической 
диагностики в  логической цепочке от  момента взя-
тия исследуемых биологических образцов до  получе-
ния окончательного результата анализа. Изучению ка-
чества этиологической диагностики инфекций крови 
было посвящено крупное исследование, проведенное ис-
следовательской группой ESCMID (European Congress 
of  Clinical Microbiology and Infectious Diseases) и  ESG-
BIES (The  ESCMID Study Group for Bloodstream Infec-
tions, Endocarditis and Sepsis) и включившее 209 лабора-
торий из 25 стран [15]. Полученные результаты позволи-
ли выявить основные параметры, напрямую влияющие 
на  эффективность этиологической диагностики инфек-
ций крови, включая ИЭ. Показано, что  только 39,7 % 
(83 / 209) лабораторий на первоначальном этапе диагно-
стики эпизода лихорадки использовали более 2 тестируе-
мых образцов (проб) для микробиологического исследо-
вания крови на стерильность. При этом 91,9 % (192 / 209) 
лабораторий в качестве стандартного образца для одной 
пробы использовали пару флаконов с  аэробной и  анаэ-
робной питательной средой. Только 33,5 % (70 / 209) ла-
бораторий контролировали объем взятой крови для ино-
куляции во  флаконы (8,1±2,2 мл), наиболее распростра-
ненное время инкубации составляло 5 дней в  69,9 % 
(146 / 209) лабораторий, а показатели позитивности бак-
териального роста отмечались в  14,1 % случаев. Кругло-
суточное исследование образцов крови было доступно 
только в 42,4 % лабораторий, из которых только 13 % пре-
доставляли круглосуточную службу по  немедленной об-
работке проб с  положительным ростом. При  этом сле-
дует отметить, что в выходные и праздничные дни 9,3 % 
лабораторий вообще не  принимали образцы крови, 
а  15,2 % не  обрабатывали флаконы с  положительным ро-
стом, в то время как было выявлено, что более 40 % образ-
цов давали положительный рост именно в нерабочее вре-
мя. Флаконы с  культурой крови доставлялись в  лабора-
тории в  течение 4 ч (59,3 % лабораторий), 12 ч (26,3 %) 
и 24 ч (10,5 %) ч. В 98,8 % лабораторий использовали по-
луавтоматическую систему для  культивирования образ-
цов крови; 99 % лабораторий, включенных в наблюдение, 
в качестве первого метода исследования первичной куль-
туры крови использовали окрашивание по Граму. Только 
микробиологическими методами идентификации (посев 

на  плотные питательные среды с  последующей иденти-
фикацией возбудителя) ограничивались 32,5 % лаборато-
рий, а  67,5 % применяли различные быстрые методы ди-
агностики, представленные матрично-активированной 
лазерной десорбцией / ионизацией с  времяпролетной 
масс-спектрометрией – MALDI-TOF MS (59,8 % лабора-
торий), полимеразной цепной реакцией – ПЦР (21 % ла-
бораторий) и др. [15–19].

Таким образом, первым этапом для  преодоления вы-
сокой частоты развития ИЭ неустановленной этиологии 
является соблюдение определенных требований, значи-
тельно повышающих качество лабораторной диагности-
ки (табл. 1), в  первую очередь, для  основного, широко 
распространенного микробиологического исследования 
крови на  стерильность, выполняемого в  каждом случае. 
Рассмотрим особенности проведения лабораторных те-
стирований по  идентификации возбудителя, доступных 
в современном алгоритме диагностики ИЭ.

Микробиологические 
(культуральные) исследования

Включают выделение чистой культуры возбудителя 
и его дальнейшую идентификацию по комплексу морфо-
логических, культуральных, тинкториальных, биохими-
ческих и  антигенных признаков. Современные автома-
тизированные системы инкубирования, непрерывного 
мониторинга роста микроорганизмов и  микробиологи-
ческого исследования крови (например, Microscan, Sie-
mens Healthcare Diagnostics; BD Phoenix Automated Mi-
crobiology System; VITEK, bioMeriex) дают возможность 
идентифицировать большинство клинически значимых 
возбудителей ИЭ [20].

Существуют некоторые различия относительно ко-
личества образцов (проб) крови, достаточного для  про-
ведения исследования в  полном объеме и  длительности 
инкубирования [20]. Американская ассоциация кардио-
логов и  Европейское общество кардиологов рекоменду-
ют исследовать не  менее трех (каждый образец включа-
ет проведение параллельного исследования во  флаконах 
с  аэробной и  анаэробной питательной средой), взятых 
из трех разных вен с интервалом 30 мин [2, 10]. Британ-
ское общество антимикробной химиотерапии при  по-
дозрении на  сепсис и  острый ИЭ рекомендует взятие 
двух образцов крови с интервалом 1 ч, а при подозрении 
на подострый ИЭ – трех образцов с интервалом 6 ч [21]. 
Как правило, используется 3 образца крови для культиви-
рования (всего 6 флаконов: 3 с  аэробной и  3  с  анаэроб-
ной питательной средой), реже берут два (каждый из ко-
торых состоит из  двух флаконов с  аэробной и  одного 
с анаэробной питательной средой) [22].

Взятие образцов крови должно проводиться с соблю-
дением строгих требований (см. табл. 1). Полученные об-
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разцы в  максимально короткие сроки (не  более 2–4 ч) 
доставляются в  автоматизированные системы для  ин-
кубирования [2, 15, 20]. После этого в  автоматическом 
режиме происходит оптическое считывание состояния 
индикатора, находящегося в области дна флакона и реаги-
рующего изменением окраски на нарастание концентра-
ции углекислого газа, синтезируемого микроорганизма-
ми в процессе своего роста. При изменении цвета инди-
катора инкубатор подает сигнал, по получении которого 
флакон извлекают, выполняют окраску по Граму и микро-
скопическое исследование его содержимого, последова-
тельный посев гемокультуры на  плотные питательные 
среды с  идентификацией микроорганизмов и  определе-
нием чувствительности / резистентности к  антибактери-
альным препаратам [23].

Стандартное время для  получения роста, выделения 
чистой культуры и  идентификации возбудителя при  ис-
следовании биологического материала на жидких и твер-
дых питательных средах составляет от  18–24 ч до  не-
скольких суток [7]. Этого времени достаточно для  вы-

явления практически всех возбудителей ИЭ, включая 
Candida  spp., Abiotrophia defectvia и  Granulicatella spp. Из-
вестно, что грамотрицательные бактерии часто дают рост 
во флаконах уже через 6 ч, инкубация грибов длится око-
ло 72 ч, имеются данные о необходимости сверхдлитель-
ного культивирования для  Cutibacterium acnes (ранее 
Propionibacterium) – до 14 дней [24]. Традиционно счи-
тается, что бактерии группы HACEK относятся к трудно-
культивируемым микроорганизмам, однако современные 
автоматизированные системы позволяют выделять даже 
такого рода бактерии с  увеличенным временем инкуба-
ции [25, 26]. Наряду с идентификацией возбудителя оце-
нивается его чувствительность / резистентность к  анти-
бактериальным препаратам, что  достигается применени-
ем традиционных подходов (например, метод серийных 
разведений и его модификации, метод Кirby–Bauer) [23].

При  соблюдении всех условий проведения исследо-
вания ожидается, что большинство возбудителей ИЭ вы-
являются при  использовании современных систем ге-
мокультивирования. Однако взятие крови на  фоне АБТ, 

 

Обязательные параметры, влияющие  
на качество проведения исследования

Критические 
ошибки

Пути по повышению качества 
проведения исследования

Микробиологические исследования – позволяют идентифицировать микроорганизм на основе фенотипических  
(морфология колоний, выращенных на твердых субстратах), биохимических и иммунологических признаков  
после предварительного культивирования на жидких и твердых питательных средах

• � При подозрении на ИЭ проводится взятие не менее 
3 образцов крови с интервалом 30 мин между каж-
дой пробой.

• � При подозрении на лихорадку неясного генеза – 
не менее 2 образцов крови с интервалом не менее 
1 ч между первой и последней пробой.

• � Взятие образцов крови осуществляется путем пунк-
ции разных периферических вен со строгим соблю-
дением правил асептики и антисептики.

• � Для исключения вероятности контаминации образ-
ца во время пункции первые 2 мл крови для иссле-
дования не используются (удаляются).

• � Взятие биологических образцов проводится  
до назначения АБТ.

• � Исследование каждого биологического образца про-
водится в аэробных и анаэробных условиях (два фла-
кона: с аэробной и анаэробной питательной средой).

• � Достаточный объем исследуемого образца крови 
на один флакон (8–10 мл).

• � Доставка биологических образцов в диагностиче-
скую лабораторию должна осуществляться в тече-
ние 2–4 ч.

• � Время инкубации биологических образцов должно 
быть достаточным (от 18–24 ч до 5–7 дней).

•  При проведении исследования на фоне АБТ:
· � рассмотреть возможность отмены АБТ на 48–72 ч;
· � проводить исследование в специальных услови-

ях (например: использование сорбентов для анти-
биотиков)

• �Недостаточное количество образцов 
крови для исследования.

• �Взятие крови из центральных кате-
теров.

• �Взятие крови на фоне активной АБТ 
в отсутствие возможности использо-
вания специальных сред для исследо-
вания.

• �Взятие биологических образцов 
в один флакон (например, только  
с аэробной питательной средой).

• �Малый объем исследуемого образца 
крови (<8 мл).

• �Поздняя доставка биологического ма-
териала в диагностическую лаборато-
рию (>4 ч, крайне поздно >24–48 ч).

• �Длительное хранение биологических 
образцов без соблюдения темпера-
турного режима.

• �Недостаточное время инкубации 
биологических образцов 

• �Изменение режима работы лаборато-
рии с учетом необходимости кругло-
суточного культивирования образцов 
крови и анализа проб с «положитель-
ным ростом».

• �Использование современных авто-
матизированных систем культивиро-
вания и непрерывного мониторин-
га роста микроорганизмов в образ-
цах крови.

• �Использование качественных пита-
тельных сред, отвечающих современ-
ным требованиям (например, флаконы 
с обогащенной питательной средой).

• �Соблюдение временнóго промежутка 
и температурного режима при достав-
ке исследуемых образцов в диагности-
ческую лабораторию.

• �Соблюдение длительности периода 
инкубации биологических образцов.

• �Интеграция быстрых методов иден-
тификации возбудителя (MALDI–
TOF MS).

• �При подозрении на ИЭ, вызванный 
труднокультивируемыми патогенами, 
проводить дополнительные исследова-
ния (иммунохимические, ПЦР, секве-
нирование)

Таблица 1 (начало). Требования, повышающие качество исследований  
по идентификации возбудителя при диагностике ИЭ, доступные для практического внедрения [2, 6, 14, 15]
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а  также наличие трудно / некультивируемых этиопатоге-
нетически значимых микроорганизмов определяют вы-
сокую частоту развития ИЭ с отрицательными результа-
тами микробиологического исследования крови [2, 3, 27, 
28]. Очевидно, что  неотъемлемым условием успешной 
идентификации возбудителя в  крови является получе-
ние адекватного количества качественных образцов кро-
ви до  назначения АБТ (см. табл. 1). Однако ввиду часто 
позднего обращения пациентов за  медицинской помо-
щью у большинства обследуемых АБТ, как правило, про-

водится уже на догоспитальном этапе. Для таких случаев 
рекомендовано рассмотреть возможность прекращения 
приема обследуемыми АБТ на  несколько дней (соглас-
но некоторым данным, до 10 дней) с повторным микро-
биологическим исследованием крови и / или  использова-
ние для  выполнения культивирования специальных фла-
конов, содержащих обогащенную питательную среду 
и сорбент для антибиотиков (например, активированный 
уголь или полимерные гранулы) [21]. К сожалению, в на-
стоящее время у большинства пациентов с ИЭ, получаю-

 

Обязательные параметры, влияющие  
на качество проведения исследования

Критические 
ошибки

Пути по повышению качества 
проведения исследования

Иммунохимические исследования – в основе метода лежит специфическое взаимодействие антиген – антитело, позволяющее качественно 
или количественно определять различные низкомолекулярные соединения (антигены различных возбудителей; Ig классов А, М, G и др.)

• � Исследование наиболее информативно при подо-
зрении на ИЭ, вызванный атипичными возбудите-
лями: Coxiella burnetii, Bartonella spp., Brucella spp., 
Tropheryma whipplei, Mycoplasma spp., Legionella spp., 
Chlamydia / Chlamydophila spp. и др.

• � Проведение исследования не по по-
казаниям (поиск неспецифичных АТ 
к АГ неопределенного круга возбу-
дителей).

• � Доставка и хранение биологических 
образцов без соблюдения темпера-
турного режима

• � Использование НР с доказанным отсут-
ствием или минимально низким процен-
том перекрестной реактивности с АТ 
к АГ других микроорганизмов.

• � Соблюдение температурного режима 
при доставке и хранении исследуемых 
биологических образцов

МАНК (ПЦР) и секвенирование – методы, направленные на обнаружение специфических участков  
ДНК или РНК микроорганизмов в различных типах биологического материала в кратчайшие сроки

Чрезвычайная важность преаналитического этапа!
• � Соблюдение правил асептики и антисептики при 

взятии образца крови / ткани иссеченного клапана 
для исследования.

• � Взятие образца крови осуществляется путем пунк-
ции периферических вен.

• � Взятие образца крови следует производить в сте-
рильную пробирку с 6 % ЭДТА.

• � При взятии крови для исключения вероятности 
контаминации образца во время пункции первые 
2 мл для исследования не используются (удаляются)

• � Проведение исследования не по по-
казаниям (поиск НК неопределенно-
го круга возбудителей).

• � Взятие крови из катетеров.
• � Использование в качестве антикоагу-

лянта гепарина.
• � Доставка и хранение биологических 

образцов без соблюдения темпера-
турного режима

• � Предпочтительно использование НР 
на основе ПЦР с видоспецифичными 
праймерами с высокими показателя-
ми аналитической чувствительности 
и специфичности.

• � Использование НР с доказанным от-
сутствием или минимально низким 
процентом влияния интерферирую-
щих веществ.

• � Использование международных 
баз геномных данных.

• � Соблюдение температурного режима 
при доставке и хранении исследуемых 
биологических образцов 

MALDI-TOF MS – метод, основанный на анализе белковых спектров микроорганизмов, используется для точного видового определения 
большинства возбудителей, значительно сокращая сроки идентификации при проведении микробиологического исследования

Аналогично микробиологическим  
исследованиям (см. выше)

Аналогично микробиологическим 
исследованиям (см. выше)

• � Расширение качественной базы дан-
ных референтных масс-спектров ми-
кроорганизмов.

• � При проведении анализа необходимо 
учитывать, что существуют определен-
ные трудности дифференциации сход-
ных / близкородственных организмов, 
идентификации полифлоры.

• � При возникновении трудностей иден-
тификации возбудителей применять 
дополнительные методы (ПЦР, секве-
нирование) 

ИЭ – инфекционный эндокардит; АБТ – антибактериальная терапия; АТ – антитела; АГ – антигены; МАНК – методы амплификации ну-
клеиновых кислот; ПЦР – полимеразная цепная реакция; НК – нуклеиновые кислоты, ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота; РНК – 
рибонуклеиновая кислота; ЭДТА – этилендиаминуксусная кислота, предотвращает свертывание крови в пробирке; MALDI-TOF MS – 
матрично-активированная лазерная десорбция / ионизация с времяпролетной масс-спектрометрией; НР – наборы реагентов.

Таблица 1 (продолжение). Требования, повышающие качество исследований  
по идентификации возбудителя при диагностике ИЭ, доступные для практического внедрения [2, 6, 14, 15]
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щих АБТ, эти рекомендации не выполняются, что и опре-
деляет неприемлемо высокий уровень ложноотрицатель-
ных результатов.

Второй причиной ИЭ с  отрицательными результата-
ми микробиологического исследования крови являет-
ся ИЭ, вызванный труднокультивируемыми патогена-
ми – Coxiella burnetii, Bartonella spp. и Tr. whipplei, на долю 
которых приходится до  37, 28 и  6 % случаев ИЭ неуста-
новленной этиологии соответственно [7, 29, 30]. К дру-
гим редким возбудителям ИЭ относятся Cutibacterium 
acnes; Mycoplasma hominis и  Mycoplasma pneumoniae, 
Legionella  spp., Chlamydia / Chlamydophila  spp., бактерии 

из  группы HACEK, Streptococcus defectiva (например, 
Gemella  spp.), Granulicatella spp., Abiotrophia spp. или  гри-
бы (преимущественно Candida spp.) [2, 7, 25].

Для  преодоления высокой распространенности 
ИЭ неустановленной этиологии используется ряд вы-
сокотехнологичных исследований, которые включены 
в  мультимодальную стратегию для  оптимизации выяв-
ления этиологического агента, представленных иммуно-
химическими и  молекулярно-биологическими метода-
ми, среди которых наиболее распространены ПЦР, FISH 
(fluorescence in situ hybridization, флуоресцентная гибри-
дизация in situ), MALDI–TOF MS (рис. 1), а также пред-

А – определение возбудителя из гемокультуры с положительными результатами исследования, без дополнительной обработки; Б – опре-
деление возбудителя после посева первичной гемокультуры на плотные питательные среды; В – определение возбудителя из фильтрата 
первичной гемокультуры.
1.  Тестирование в  месте оказания медицинской помощи (Point-of-care testing, POCT, экспресс-тестирование); 2. Микробиологиче-
ский метод – автоматизированные системы культивирования; 3. NGS – секвенирования нового поколения; 4. Обнаружение антител 
(АТ) к Coxiella burnetii, Bartonella spp., Brucella spp., Tr. whipplei, Mycoplasma spp., Legionella spp., Chlamydia / Chlamydophila spp. и грибам); 
5. PCR / ESI–MS – электрораспылительная ионизационная масс-спектрометрия; 6. НК – нуклеиновая кислота (ДНК или РНК).

С плотных 
питательных сред

Время после получения
положительных результатов

исследования гемокультуры (часы)

0 1 2 123

I ступень. Взятие первых образцов крови

II ступень. Взятие первых образцов крови

А

Б

Фильтрат первичной
гемокультуры

В

Положительно

Отрицательно

Грам

Дополнительные методы при отрицательных результатах микробиологического исследования

Идентификация возбудителя Антибиотикочувствительность

Идентификация бактерий:
• MALDI–TOF MS (<1 ч)
• Микробиологический метод (2–18 ч)

Исследование на небактериальный тромбэндокардит:
• AT к кардиолипину (IgG)
• AT к бета-2-гликопротеину (IgG и IgM)
• AT к ДНК (IgG)
• AT к протеину свиньи 
   (у пациентов с биологическим протезом клапана)

Идентификация НК6 возбудителя

Идентификация из цельной крови:
• ПЦР [Real-time (4–6 ч), NGS3 (6–48 ч)]
• Иммунохимические исследования 4
• PCR/ESI-MS 5 (5 ч)

Субкультура (длительный рост):
• MALDI–TOF MS (<1 ч)
• Микробиологический метод (2–18 ч)
• ПЦР с секвенированием (12–36 ч)

Идентификация из гемокультуры
с положительными результатами исследования:
• FISH (1–2 ч)
• ПЦР (РОСТ ПЦР1, Real-time) (4–6 ч)

24 36

Микробиологические (культуральные) исследования (12–36 ч)

Субкультура (быстрый рост):
• MALDI–TOF MS (<1 ч)
• Микробиологический
   метод2 (2–18 ч)

Грам

Рисунок  1. Алгоритм этиологической диагностики инфекционного эндокардита
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ложены требования, повышающие качество проводимых 
исследований, непосредственно применимые на  практи-
ке (табл. 1).

Иммунохимические исследования
Направлены на  обнаружение специфических антител 

к  антигенам искомых возбудителей, характеризуются вы-
сокой аналитической специфичностью и  чувствительно-
стью, быстротой проведения. Они применяются при  по-
дозрении на ИЭ, ассоциированный с атипичными возбуди-
телями: Coxiella burnetii, Bartonella spp., Brucella spp., а также 
для  Tr. whipplei, в  некоторых случаях для  Mycoplasma  spp., 
Legionella spp., Chlamydia / Chlamydophila spp. и грибов [31]. 
Наиболее достоверные результаты иммунохимического 
исследования продемонстрированы для  Coxiella burnetii 
(большой критерий ИЭ иммуноглобулин G  – IgG фазы I 
>1:800) [10, 13]. Среди ограничений следует отметить сле-
дующее: перекрестная реактивность (Bartonella spp. и Chla­
mydia / Chlamydophila  spp. / Legionella  spp.; Bartonella  spp. 
и Coxiella spp.), выявление анамнестических антител (анти-
тела класса IgG к антигенам возбудителей заболеваний, пе-
ренесенных ранее) и не связанных с оцениваемым эпизо-
дом ИЭ, невозможность исследования на  антибиотикоре-
зистентность и трудности применения метода у пациентов 
с нарушениями иммунной системы [10, 13, 31].

Молекулярно-биологические исследования
Включают методы амплификации нуклеиновых кис-

лот (МАНК), секвенирование, методы на  основе масс-
спектрометрического анализа.

МАНК и секвенирование
Наиболее широкое распространение среди молеку-

лярно-биологических методов, основанных на  МАНК, 
включенных в алгоритм диагностики ИЭ, получила ПЦР, 
в основе которой лежит многократное избирательное ко-
пирование (амплификация) определенного участка ну-
клеиновых кислот (НК).

Для ИЭ неустановленной этиологии при выполнении 
лабораторных исследований наиболее эффективно при-
менение видоспецифичной ПЦР в  формате моноплекс 
(определение одного вида возбудителя) или мультиплекс 
(несколько видов возбудителей одновременно в  одной 
постановке) в связи с доказанной ее высокой диагности-
ческой эффективностью для  выявления как  трудно / не-
культивируемых микроорганизмов, так и других возбуди-
телей с  доказанной этиопатогенетической значимостью 
при ИЭ. В отсутствие предположений о потенциальном 
возбудителе ИЭ с  неустановленной этиологией возмож-
но проведение родоспецифичной ПЦР [выявление более 
широкой генетической группы возбудителей  – рода, се-
мейства (например, Streptococcus spp.), без  возможности 

определения до вида в рамках проводимого исследования, 
также в формате моно / мультиплекс] с целью сужения ди-
агностического поиска с  последующей расшифровкой 
до  вида (при  необходимости), например, с  помощью ис-
пользования наборов реагентов на  основе видоспеци-
фичной ПЦР или секвенирования по Сенгеру.

В  современной этиологической диагностике ИЭ 
на  определенных этапах могут применяться различные 
высокотехнологичные методы исследования (см.  рис. 1): 
флуоресцентная гибридизация in situ, FISH (основана 
на  гибридизации искомых микроорганизмов с  помощью 
флуоресцентно меченных олигонуклеотидных зондов, ком-
плементарных специфическим участкам гена 16S или 18S 
рРНК, что  позволяет идентифицировать возбудителя 
до  рода, установить его местонахождение); ПЦР в  режи-
ме реального времени (ПЦР-РВ; основана на определении 
искомой мишени в  качественном или  преимущественно 
количественном формате после каждого цикла амплифи-
кации); секвенирование, в  том числе секвенирование но-
вого поколения (Next Generation Sequencing, NGS высо-
копроизводительное секвенирование, массовое параллель-
ное секвенирование)  – одно из  наиболее перспективных 
современных направлений [32–35]. NGS  – общее назва-
ние для  ряда различных методов, позволяющих одновре-
менно определять последовательности НК либо для очень 
большого количества коротких молекул ДНК (до несколь-
ких миллионов молекул длиной 450–550 пар оснований) – 
секвенирование второго поколения, либо для относитель-
но небольшого количества очень длинных молекул (до не-
скольких десятков тысяч молекул длиной до  200 000  пар 
оснований) – секвенирование третьего поколения.

Применяемые в  настоящее время молекулярно-био-
логические исследования обладают несомненными 
временны́ми преимуществами, высокой диагностиче-
ской эффективностью (приближающейся к  100 %) с  воз-
можностью идентификации трудно / некультивируемых 
микроорганизмов. Из важных особенностей МАНК сле-
дует отметить: возможность получения ложноотрица-
тельных / дискордантных результатов (ограниченный пе-
речень идентифицируемых патогенов, относительные 
трудности применения метода при  обследовании паци-
ентов на  АБТ, связанные со  снижением концентрации 
возбудителя в  крови, и / или  влияние интерферирующих 
веществ, относящихся к  ингибиторам); ложноположи-
тельных результатов (идентификация этиопатогенети-
чески незначимых возбудителей), для  преодоления кото-
рых следует отдавать предпочтение видоспецифичной 
ПЦР (см. табл. 1); несовершенство разработанных алго-
ритмов по определению генетических маркеров антибио-
тикорезистентности; в  ряде случаев высокая стоимость 
расходных материалов и необходимость создания специ-
ализированной лаборатории [6, 36, 37]. В настоящее вре-
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мя совершенствование МАНК заключается в разработке 
и  внедрении диагностических подходов, направленных 
на  выявление генетических маркеров резистентности 
и факторов вирулентности микроорганизмов.

Методы, основанные на масс-
спектрометрическом анализе

В  последнее время в  лабораторной диагностике ин-
фекционных болезней получили распространение про-
теомные методы исследования, среди которых в  кли-
нической микробиологии наиболее широко известна 
MALDI–TOF MS, базирующаяся на  качественном и  ко-
личественном измерении физических свойств веществ 
методами спектроскопии (анализ спектра поглощения ис-
следуемого материала) и характеризующаяся сочетанием 
мощных аналитических возможностей и информативной 
базы данных (по  состоянию на  2019 г.  – до  2 700 видов 
микроорганизмов) с высокой автоматизацией, скоростью 
и  простотой выполнения исследований [38]. MALDI-
TOF MS позволяет проводить идентификацию возбуди-
теля, что в  сочетании с  микробиологическим исследова-
нием дает возможность с высокой точностью идентифи-
цировать широкий спектр микроорганизмов, включая 
труднокультивируемые, в частности, род Brucella spp.

Среди особенностей применения метода в  рамках 
диагностики ИЭ следует отметить, что  биологическим 
материалом для исследования служит гемокультура (об-
разцы крови пациента, культивированные во  флаконах 
с  аэробной и  анаэробной питательной средой в  специ-
альных анализаторах), на получение которой требуется 
не менее 24 ч, как при проведении микробиологического 
исследования [39]. Выделяют два варианта MALDI–TOF 
MS: традиционная (объектом исследования служат коло-
нии бактерий, выращенные на  твердой питательной сре-
де) и прямая (объект исследования – первичная гемокуль-
тура, т. е. взвесь микробных клеток, клеток крови и детри-
та в  жидкой питательной среде) [40, 41]. Таким образом, 
после получения сигнала из  автоматического анализа-
тора о  наличии роста микроорганизмов во  флаконе вре-
мя идентификации возбудителя при  проведении прямой 
MALDI–TOF MS составляет не более 1 ч, а при традици-
онной MALDI–TOF MS  – 16–18 ч (см. рис. 1). В  настоя-
щее время проводятся исследования по  применению ме-
тода MALDI–TOF MS в сочетании с прямой идентифика-
цией культуры крови, дополненные прямым определением 
чувствительности к  АБТ путем тестирования фильтрата 
первичной гемокультуры. Это сокращает время получения 
окончательного результата до 11,4 ч по сравнению с 56,3 ч 
при использовании традиционного микробиологического 
метода [42].

Совершенствование методов MALDI–TOF MS также 
направлено на разработку способов выявления специфи-

ческой резистентности и факторов вирулентности (диф-
ференцирование Staphylococcus aureus MRSA и  MSSA; 
определение резистентности к  бета-лактамам, основан-
ное на  детекции деградации бета-лактамных антибио-
тиков) [43–45]. Кроме того, имеются данные об  успеш-
ном применении метода газовой хроматографии-масс-
спектрометрии в  этиологической диагностике ИЭ, 
позволяющего обнаруживать специфические белки  – 
маркеры возбудителей ИЭ непосредственно в  анали-
зируемом материале (кровь, биоптаты), минуя стадии 
предварительного посева на питательные среды [46, 47]. 
Разрабатываются методы, объединяющие ПЦР с  иони-
зацией путем распыления в  электрическом поле и  масс-
спектрометрию (PCR / ESI–MS  – электрораспылитель-
ная ионизационная масс-спектрометрия) [48, 49].

Исследование ткани клапана сердца
Хирургическое лечение ИЭ требуется в  25–53 % слу-

чаев [2, 11]. Последующее изучение тканей клапана серд-
ца включает два важных этапа: гистологическое и этиоло-
гическое исследования, которые при подозрении на ИЭ 
должны проводиться даже в отсутствие видимых измене-
ний. Показано, что характер воспаления зависит от вида 
этиологического агента, а также от длительности и актив-
ности заболевания. ИЭ, вызванный S. aureus, как прави-
ло, ассоциирован с острым воспалением и характеризует-
ся обширной нейтрофильной инфильтрацией с  крупны-
ми колониями микроорганизмов и  соответствующими 
участками разрушения ткани клапана. Для  подострого 
ИЭ, вызванного менее вирулентными организмами (на-
пример, зеленящими стрептококками), характерно чере-
дование участков нейтрофильного воспаления и бактери-
альных колоний с признаками регенерации с появлением 
фибрина и  мононуклеарных клеток. В  случае ИЭ, ассо-
циированного с Bartonella spp., C. burnetii или Tr. whipplei, 
в  клапанах определяются признаки хронического воспа-
ления с преобладанием инфильтрации мононуклеарными 
клетками, макрофагами (для C. burnetii или Tr. whipplei – 
пенистые макрофаги) и  лимфоцитами (для  Bartonella 
spp.), без  нейтрофилов, при  этом макроскопически они 
могут иметь абсолютно неизмененный вид [50], что оши-
бочно может приниматься за  дегенеративные проявле-
ния. Помимо гистологического исследования, направлен-
ного на  выявление признаков воспалительного процес-
са, необходимо определение наличия бактерий в  ткани 
клапана, в  первую очередь микроскопическими метода-
ми, позволяющими увидеть скопление колоний микроор-
ганизмов как на  поверхности, так и в  толще тканей. Од-
нако методами окрашивания определяются не все возбу-
дители, часто по причине применения АБТ (изменяется 
морфология возбудителя) или  инфицирования внутри-
клеточными возбудителями. Следует отметить, что нали-
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чие возбудителя в ткани клапана не обязательно указыва-
ет на активный ИЭ, так как гистологическая элиминация 
микроорганизмов происходит значительно позже, поэ-
тому окончательный результат исследования в  ряде слу-
чаев носит субъективный характер и  напрямую зависит 
от квалификации персонала, выполняющего анализ [51].

Идентификация возбудителя с поверхности ткани клапа-
на или из вегетаций относится к патологическим критериям 
Дюка (2015 г.), в  связи с чем  практически все образцы тка-
ней оперированных клапанов исследуются на наличие возбу-
дителя методами, аналогичными таковым при исследовании 
крови на стерильность [7, 10, 21]. Если этиологический агент 
не установлен до хирургического вмешательства, например, 
микробиологическими или  иммунохимическими (опреде-
ление специфических антител к  антигенам C. burnetii) ме-
тодами, то иссеченные ткани пораженного клапана должны 
подвергаться обязательной гистопатологической и  микро-
биологической оценке. Если возбудитель ИЭ установлен, 
то  дополнительные микробиологические исследования ре-
зецированного клапана сердца при  несоблюдении стро-
гих правил асептики, минимизирующих риск контамина-
ции, могут внести путаницу в  идентификацию этиопато-
генетического агента в  связи с  возможностью получения 
ложноположительных результатов. Ряд исследований проде-
монстрировал низкую диагностическую чувствительность 
и специфичность (6–26 %) выявления этиологии ИЭ при ис-
следовании тканей клапанов сердца [28, 51, 52]. Показано, 
что  число дискордантных результатов микробиологическо-
го исследования тканей клапана сердца у  оперированных 
пациентов по поводу ИЭ достигало 36 %, при этом у паци-
ентов без признаков ИЭ ложноположительные результаты 
микробиологического исследования тканей клапана серд-
ца составляли 28 %, что объясняется контаминацией во вре-
мя взятия или предобработки (ошибки преаналитического 
этапа) [52]. В  связи с  низкой специфичностью идентифи-
кации выделяемых культур с поверхности клапанов сердца 
исследование последних микробиологическими методами 
можно рекомендовать только в  случае ИЭ с  неустановлен-
ным возбудителем или  ИЭ с  противоречивыми результата-
ми микробиологического исследования крови до операции. 
Среди новых методов этиологической диагностики предпо-
чтение следует отдавать молекулярно-биологическим (в осо-
бенности видоспецифичной ПЦР), отличающимся высокой 
чувствительностью и специфичностью, что чрезвычайно не-
обходимо [6, 32, 33, 35].

Заключение
Современный инфекционный эндокардит отличает-

ся ростом распространенности заболевания с неустанов-
ленной этиологией, связанного с  изменениями эпидеми-
ологического профиля (увеличение частоты развития ин-
фекционного эндокардита протезированных клапанов, 

внутрисердечных устройств и  нозокомиальных форм), 
а также с низкой частотой бактериемии по причине широ-
кого использования антибактериальной терапии на дого-
спитальном этапе, что  обусловливает необходимость по-
иска способов повышения эффективности диагностики.

Решение проблемы ранней и точной этиологической 
диагностики и, соответственно, эффективного лечения 
невозможно без  развития и  совершенствования микро-
биологистики. В  первую очередь следует уделить вни-
мание требованиям к  исследованию крови при  подозре-
нии на инфекционный эндокардит, а именно: тестирова-
ние как минимум двух образцов культуры крови, каждый 
из которых состоит из двух флаконов с аэробной и анаэ-
робной питательной средой, взятие достаточного объема 
крови для анализа, желательно до начала антибактериаль-
ной терапии. Именно некачественное проведение преа-
налитического этапа определяет высокую вероятность 
получения ложноположительного или ложноотрицатель-
ного результата. Важным вопросом диагностики инфек-
ций крови, в том числе инфекционного эндокардита, яв-
ляется недостаточный охват лечебных учреждений мно-
гопрофильными лабораториями, работающими в режиме 
24 / 7, что  имеет решающее значение для  улучшения ка-
чества диагностики (по данным литературы, 40–70 % об-
разцов поступают в лабораторию или дают положитель-
ный рост именно в нерабочие часы), а длительный период 
хранения образцов или позднее взятие крови значитель-
но снижают вероятность идентификации этиопатогене-
тически значимого инфекционного агента. Одним из ре-
шений по 24‑часовому охвату работы лаборатории может 
быть сотрудничество с  крупными лабораториями, рабо-
тающими в круглосуточном режиме.

Разработка и  внедрение в  практику новых медицин-
ских технологий, специфических методов диагностики 
позволили существенно улучшить этиологическую диа-
гностику инфекционного эндокардита, однако идеальное 
исследование в настоящее время пока не разработано, все 
рассмотренные в статье приемы обладают как преимуще-
ствами, так и недостатками.

Традиционное микробиологическое исследование 
наиболее широко применяется в  диагностике инфек-
ционного эндокардита и  отличается высокой анали-
тической чувствительностью и  специфичностью, воз-
можностью определения антибиотикорезистентности, 
при неприемлемо большой длительности проведения ис-
следования, с высокими требованиями к взятию биологи-
ческого материала и высокой частотой получения ложно-
отрицательных результатов (инфекционный эндокардит 
неустановленной этиологии). Для  повышения качества 
микробиологических исследований в  настоящее время 
рекомендуется использование современных автомати-
зированных систем инкубирования и  непрерывного мо-
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ниторинга роста микроорганизмов, применение всех 
возможных способов минимизации влияния антибакте-
риальной терапии на  результаты, позволяющих иденти-
фицировать большинство значимых возбудителей инфек-
ционного эндокардита.

Иммунохимические исследования при  высокой ана-
литической чувствительности и  специфичности ограни-
чены возможностью получения ложноположительных ре-
зультатов и  невозможностью определения антибиотико-
резистентности.

Молекулярно-биологические методы (методы ампли-
фикации нуклеиновых кислот, секвенирование) характе-
ризуются быстротой получения результата, крайне высо-
кой аналитической чувствительностью и специфичностью, 
но ограничены высокой стоимостью и многоэтапностью 
проведения анализа, строгими требованиями к  оснаще-
нию лаборатории и  качеству наборов реагентов, а  так-
же отсутствием возможности определения чувствитель-
ности к широкому спектру антибиотиков, вероятностью 
получения ложноотрицательных и ложноположительных 
результатов тестирования.

Методы, основанные на масс-спектрометрическом ана-
лизе, отличаются высокой производительностью, анали-
тической и  диагностической чувствительностью /специ
фичностью и  низкой стоимостью (при  условии наличия 
обширной, достаточной качественной базы данных рефе-
рентных масс-спектров), но  ограничены возможностью 
проведения исследования только из  гемокультуры, труд-

ностями идентификации ко-патогенов, внутриродовой 
и внутривидовой дифференциации, сложностями опреде-
ления резистентности возбудителей к антибиотикам.

Достоверным методом диагностики инфекционного 
эндокардита всегда считалось исследование ткани пора-
женного клапана сердца, однако вероятность получения 
ложноотрицательных / ложноположительных результатов 
исследования определяет необходимость комплексного 
исследования, включающего гистологическую оценку из-
менений клапана, дополненную выявлением этиологиче-
ского агента из самой ткани, оптимальнее всего методами 
амплификации нуклеиновых кислот.

Таким образом, сочетание принципов микробиоло-
гистики с  достижениями новых высокотехнологичных 
методов (матрично-активированная лазерная десорб-
ция / ионизация с времяпролетной масс-спектрометрией, 
полимеразная цепная реакция, секвенирование, флуо-
ресцентная гибридизация in situ, секвенирования нового 
поколения) при исследовании культуры крови и тканей 
пораженного клапана сердца  – обязательные элементы 
успешной своевременной этиологической диагностики 
инфекционного эндокардита, внедрение которых в прак-
тическую деятельность врача является составляющей не-
отъемлемой частью персонализированной медицины.

Авторами не заявлен конфликт интересов.
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