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РЕЗюМЕ

Обоснование. Инфекционный эндокардит (ИЭ) определяется как инфекция 
нативного или протезированного клапана сердца, поверхности эндокарда 
или постоянного аппарата для сердца. В настоящее время определение 
микроорганизмов, индуцирующих заболевание или вовлечённых в процесс 
патогенеза, методом ПЦР является одним из современных и быстрых 
тестов. 
Цель исследования: установить и сравнить спектр инфекционных воз-
будителей в образцах гомогената нативных клапанов сердца и крови 
пациентов с ИЭ.
Материалы и методы. Обследовано 20  пациентов с подтверждённым 
диагностированным ИЭ, поступивших на госпитализацию в ФГБНУ «НИИ 
комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний» (г. Кемерово, Рос-
сия) в 2019 г. Спектр тестов, использованных в исследовании, был направ-
лен на обнаружение таких микроорганизмов как Streptococcus pyogenes, 
Streptococcus agalacticae, Enterobacter spp., Klebsiella spp., Staphylococcus spp., 
Streptococcus  spp., Bacteroides fragilis, Bacteroides vulgatus, Bacteroides 
thetaiotomicron и Bacteroides ovatus. 
Результаты. В проведённом исследовании установлено, что 19  образ-
цов клапанов сердца характеризовались наличием микроорганизмов 
из  рода Streptococcus  spp., при этом Streptococcus agalacticae обнаружен 
у двух пациентов. Staphylococcus spp. обнаружен в 16 образцах гомогената 
клапана. При детекции других возбудителей выявлены только два случая 
Enterobacter spp. и Klebsiella spp. При анализе образцов крови пациентов с ИЭ 
не было выявлено ни одного инфекционного возбудителя. В проведённом 
исследовании было выявлено статистически значимое различие (p < 0,001) 
между частотой встречаемости Staphylococcus spp. в образцах гомогената 
клапанов и периферической крови пациентов с ИЭ. Статистически значимое 
различие Streptococcus spp. (p < 0,001) также было и в образцах гомогената 
клапанов, и в периферической крови пациентов с ИЭ. 
Заключение. Молекулярно-генетическое исследование с использованием 
технологий ПЦР имеет низкую эффективность в отношении обнаружения 
возбудителя в циркулирующем кровотоке, как и посев крови. Однако иссле-
дование гомогенизированных биоптатов клапанных структур сердца, 
удалённых во время операции, может позволить скорректировать анти-
микробную тактику в раннем послеоперационном периоде протезирования.

Ключевые слова: сердечно-сосудистые заболевания, инфекционный эндо-
кардит, полимеразная цепная реакция, клапан сердца, микробиота
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ComPARISon oF mICRoFloRA ISolATEd FRom PERIPHERAl Blood 
And VAlVulAR STRuCTuRES oF THE HEART In PATIEnTS wITH InFECTIVE 
EndoCARdITIS

AbStrACt

Background. Infective endocarditis (IE) is defined as an infection of a native or pros-
thetic heart valve, endocardial surface, or permanent cardiac apparatus. Currently, 
the determination of microorganisms that induce a disease or are involved in the pro-
cess of pathogenesis by PCR is one of the most modern and rapid tests.
The aim. To determine and to compare the spectrum of infectious pathogens in ho-
mogenate samples of native heart valves and blood of patients with IE.
Materials and methods. Twenty patients with confirmed IE diagnose were ex-
amined, admitted for hospitalization at the Research Institute for Complex Issues 
of  Cardiovascular Diseases (Kemerovo, Russia) in 2019. The range of tests used 
in the study was aimed at detecting such microorganisms as Streptococcus pyogenes, 
Streptococcus agalactiae, Enterobacter  spp., Klebsiella  spp., Staphylococcus  spp., 
Streptococcus spp., Bacteroides fragilis, Bacteroides vulgatus, Bacteroides thetaio-
taomicron, and Bacteroides ovatus.
Results. The study found that 19  samples of heart valves were characterized 
by  the  presence of microorganisms from the genus Streptococcus  spp., wherein 
Streptococcus agalactiae was found in two patients. Staphylococcus  spp. were 
found in 16 samples of valve homogenate. Detection of other pathogens revealed 
only two cases of Enterobacter spp., Klebsiella spp. When analyzing blood samples 
from patients with IE, not a single infectious agent was identified. The study revealed 
a statistically significant difference (p < 0.001) between the incidence of Staphylococ-
cus spp. in samples of valve homogenate and peripheral blood of patients with IE. 
There was also a statistically significant difference (p < 0.001) for Streptococcus spp. 
both in samples of valve homogenate and peripheral blood from patients with IE.
Conclusion. Molecular genetic research using PCR technologies has low efficiency 
in detecting the pathogen in the circulating bloodstream, as well as in blood culture. 
However, the study of homogenized biopsy specimens of the heart valve structures 
removed during surgery may allow correcting antimicrobial tactics in the early 
postoperative period of prosthetics.

Key words: cardiovascular diseases, infective endocarditis, bacterial microflora, 
polymerase chain reaction, heart valve, microbiota
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введеНИе

Инфекционный эндокардит (ИЭ) определяется 
как инфицирование нативного или протезированного 
клапана сердца, поверхности эндокарда или постоянно-
го аппарата для сердца [1, 2]. В течение последнего де-
сятилетия количество случаев заболеваемости и смерт-
ности от ИЭ не уменьшается, и ИЭ остаётся заболевани-
ем, трудно поддающимся терапии со сложной инфекци-
онной этиологией, несмотря на новые диагностические 
и терапевтические стратегии. Эпидемиология ИЭ посте-
пенно менялась с годами, более вирулентные и устойчи-
вые виды Staphylococcus становятся более распростра-
нёнными (~26,6 % всех случаев), чем Streptococcus, чув-
ствительный к пенициллину [3], в частности Streptococcus 
viridans и энтерококки.

Эпидемиология ИЭ, которая изменилась в последние 
годы, должна направлять диагностическое тестирова-
ние. Сегодня стафилококки и стрептококки в совокупно-
сти являются причиной 80 % случаев ИЭ. Staphylococcus 
aureus остаётся доминирующим патогеном, ассоцииро-
ванным с ~25–30 % случаев, в то время как коагулазо-
негативные стафилококки составляют ~11 % случаев [4, 
5]. Стрептококки, прежде всего стрептококки группы 
виридов, вызывают примерно в 30 % случаев ИЭ, при-
чём Streptococcus gallolyticus (член группы Streptococcus 
bovis) участвует от 20 до 50 % случаев стрептококков [4, 
5, 6]. Энтерококки, особенно Enterococcus faecalis, состав-
ляют около 10 % случаев [4, 5]. Грамотрицательные бак-
терии составляют около 5 % случаев и включают орга-
низмы группы HACEK (виды Haemophilus, Aggregatibacter, 
Cardiobacterium, Eikenella и Kingella) и, реже, грамотри-
цательные бактерии, не относящиеся к HACEK, такие 
как  энтеробактерии и неферментирующие грамотри-
цательные бактерии. Грибы являются редкими причи-
нами ИЭ, при этом грибы рода Candida являются наи-
более распространёнными. Ряд некультивируемых 
или  сложных для культивирования организмов, таких 
как Coxiella burnetii, виды Bartonella и Tropheryma whipplei 
[6], так же вызывают ИЭ.

ИЭ чаще всего поражает аортальные или митраль-
ные клапаны, при этом поражение трикуспидального 
клапана составляет менее 10 % случаев, часто связан-
ных с употреблением инъекционных наркотиков [4, 6, 
7]. ИЭ, связанный с протезированными клапанами или 
сердечно-сосудистыми имплантируемыми электрон-
ными устройствами, составляет приблизительно одну 
треть случаев и чаще всего вызывается стафилококка-
ми [4, 7]. Коагулазонегативные стафилококки являются 
более частой причиной протезного и нативного эндо-
кардита клапанов, в то время как стрептококки группы 
вириданов чаще вызывают нативный эндокардит про-
тезов клапанов.

ИЭ чаще развивается в пожилом возрасте, у той ча-
сти населения, которая имеет ослабленный иммунитет 
в совокупности с несколькими хроническими заболе-
ваниями и регулярно сталкивается с большим количе-
ством инфекций, связанных с медицинским обслужива-
нием. Современные схемы классификации различны, 

но все они основаны на различии между ИЭ нативного 
и протезированного клапана. ИЭ, связанный с употре-
блением инъекционных наркотиков, как правило, рас-
сматривается отдельно. В настоящее время наблюдает-
ся тенденция к увеличению факторов риска развития 
ИЭ и изменению их соотношения. Согласно большин-
ству исследований, ведущим возбудителем на данный 
момент является Staphylococcus aureus [8, 9], сместив 
представителей группы Streptococcus, чему послужил 
ряд факторов, таких как инвазивные медицинские ма-
нипуляции, кардиохирургические вмешательства, инъ-
екционная наркомания.

Основополагающим принципом терапевтического 
ведения пациентов с ИЭ является адекватная по назна-
чению, дозе и времени проведения антимикробная те-
рапия. Важно, что терапия, включающая антибактери-
альные препараты, характеризуется этиотропным ме-
тодом лечения [10], что не всегда возможно в совре-
менных условиях, однако необходимость точного уста-
новления этиологии возбудителя в настоящее время 
актуальна.

Эндокардит – это эндоваскулярная инфекция, свя-
занная с постоянным присутствием заражающих микро-
организмов в крови [6]. По этой причине посев крови яв-
ляется стандартным тестом для определения микробио-
логической этиологии ИЭ. В настоящее время опреде-
ление микроорганизмов, индуцирующих заболевание 
или вовлечённых в процесс патогенеза, методом поли-
меразной цепной реакции в реальном времени явля-
ется одним из современных и быстрых тестов [1]. Чаще 
всего для посева и для ПЦР используются образцы кро-
ви пациента с ИЭ, однако они не дают точных результа-
тов по ряду причин.

Цель ИССледовАНИя

Установить и сравнить спектр инфекционных воз-
будителей в образцах гомогената нативных клапанов 
сердца и крови пациентов с ИЭ.

мАТеРИАл И меТоды

Исследуемая группа состояла из 20 пациентов (сред-
ний возраст – 58 лет) с установленным диагнозом ИЭ, го-
спитализированных в ФГБНУ «НИИ комплексных про-
блем сердечно-сосудистых заболеваний» в 2019 г. Под-
робная характеристика исследуемой группы представ-
лена в таблице 1. 

В качестве материала исследования использовался 
гомогенат нативных клапанов сердца и венозная кровь 
пациентов с ИЭ. Образцы крови для анализа структуры 
выделенных микроорганизмов у всех участников ис-
следования собирали из локтевой вены в вакутейнер 
с ЭДТА. Фрагмент повреждённого клапана помещался 
в физраствор для дальнейшей гомогенизации. Все об-
разцы были получены после антибактериальной тера-
пии пациентов.
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Лабораторные методы описаны ранее [11] и вклю-
чали в себя гомогенизацию материала тканей удалён-
ных створок клапана сердца, выделение ДНК и типиро-
вание методом ПЦР в реальном времени.

Перед началом выделения ДНК вакутейнеры с кро-
вью помещали на 1  ч в холодильник с температурой 
4  °С, после аккуратно перемешивали. Затем образец 
крови в  объёме 1,5  мл помещали в пробирку «Эппен-
дорф». Экстракция ДНК из цельной крови проводилось 
с использованием наборов «ПРОБА-ГС-ГЕНЕТИКА» (ООО 
ДНК-Технология, г. Москва), с последующим хранением 
образцов при –20 °С.

Для гомогенизации фрагментов клапана (≈5 мг), с по-
следующим выделением ДНК, используются пробирки 
«Metal Bead Lysing Matrix  D», которые помещают в го-
могенизатор «FastPrep-24 5G» (MP Biomedicals, Индия). 
Экстракция нуклеиновых кислот проводилась по стан-
дартному протоколу наборов ««ДНК-СОРБЕНТ» (ООО 
НПФ «Литех», г.  Москва)». Образцы ДНК также храни-
лись при –20 °С.

Определение патогенной бактериальной флоры про-
водилась методом ПЦР-РВ с использованием ряда ПЦР-
тестов ООО НПФ «Литех», комплектация OneStep (г. Мо-
сква), направленных на обнаружение следующих микроор-
ганизмов: Bacteroides fragilis, Bacteroides vulgatus, Bacteroides 
thetaiotaomicron, Bacteroides ovatus, Enterobacter  spp., 
Klebsiella spp., Streptococcus pyogenes, Streptococcus spp., 
Streptococcus agalacticae, Staphylococcus spp. Наборы со-
держат в себе пробирки с готовой смесью, пробирки с от-
рицательным контрольным образцом и с положительным. 
Образцы ДНК объёмом 7 мкл, как и контрольные образ-
цы, добавляют в пробирки со смесью. Для работы с на-
борами используют каналы FAM (специфический сигнал) 
и HEX (сигнал внутреннего контроля).

ПЦР-амплификация производилась на анализаторе 
Real-time CFX96 Touch («Bio-Rad Laboratories», США) с ис-
пользованием программы Bio-Rad CFX Manager 3.1. Про-
токол представлен в таблице 2.

Т А Б л И ц А   2 
ПРоТокол АмПлИФИкАЦИИ

t A b l E   2 
AmPlIFICATIon PRoToCol

Температура Время (мин, с) Количество циклов

+95 °С 1,30

+95 °С 0,15

40+60 °С 0,30*

+72 °С 0,40

Примечание. * – считывание сигнала.

Анализ результатов исследования проводили 
с помощью программы Bio-Rad CFX Manager 3.1. («Bio-
Rad Laboratories», США). Статистический анализ про-
водили с использованием программного обеспече-
ния Statistica 10.0 (BXXR210F562022FA-A; StatSoft  Inc., 
США). Критерий χ2 Пирсона применялся для определе-
ния статистической значимости между относительны-
ми показателями. Для уменьшения вероятности ошиб-
ки первого типа в случаях, когда ожидаемые явления 
принимали значения от 10 до 5, использовали крите-
рий χ2 с поправкой Йетса; менее 5 – точный критерий 
Фишера. Различия считались статистически значимы-
ми при p < 0,05.

Данная работа согласуется с принципами Хельсинк-
ской декларации Всемирной медицинской ассоциа-
ции и соответствует международному стандарту «Good 
Clinical Practice», а также внутренним этическим норма-
тивам ФГБНУ НИИ КПССЗ (протокол № 1 от 20.01.2019). 
Все участники исследования включены в исследование 
после получения добровольного письменного инфор-
мированного согласия.

Т А Б л И ц А   1 
клИНИко-АНАмНеСТИЧеСкИе ПокАЗАТелИ лИЦ, 
вклюЧёННых в ИССледовАНИе

t A b l E   1 
ClInICAl And AnAmnESTIC IndICAToRS oF PATIEnTS 
InCludEd In THE STudy

Показатель Мужчины Женщины Всего

Количество пациентов 15 5 20

Возраст, лет 58 ± 2 60 ± 3 58 ± 2

Локализация поражения Митральный клапан 12 3 15

Аортальный клапан 3 2 5

Этиология Staphylococcus spp. 12 4 16

Streptococcus spp. 14 5 19

другой возбудитель 1 1 2
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РеЗУльТАТы ИССледовАНИя

В настоящей работе установлено, что встречаемость 
микроорганизмов в гомогенате из рода Streptococcus в ис-
следуемой группе составила 95 % (19 человек), при этом 
Streptococcus agalacticae обнаружен у двух пациентов. Так-
же довольно часто встречается Staphylococcus spp., воз-
будитель обнаружен в 16 образцах гомогената клапана. 
При детекции других возбудителей, как и в предыдущей на-
шей работе [11] по выявлению микроорганизмов в общем 
кровотоке, выявлены только два случая Enterobacter spp., 
Klebsiella spp. (без идентификации вида, в связи с ограни-
ченностью наборов для молекулярного типирования), 
Streptococcus pyogenes, Bacteroides fragilis, Bacteroides vulgatus, 

Bacteroides thetaiotomicron и Bacteroides ovatus не показали 
положительных результатов. При анализе образцов ну-
клеиновых кислот, выделенных из крови пациентов с ИЭ, 
не было выявлено ни одного инфекционного возбудителя.

Двое пациентов имели в составе микробиоты, по-
мимо инфекции из рода стафилококковых, бактерии 
из рода стрептококковых Streptococcus agalacticae. Этио-
логия данных пациентов характеризовалась более ред-
кими патогенными микроорганизмами из таких родов 
как Enterobacter spp. и Klebsiella spp. 

Результаты ПЦР в режиме настоящего времени 
по определению спектра бактериальной флоры гомо-
гената клапанов сердца и периферической крови паци-
ентов с ИЭ представлены в таблице 3.
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1 – – – – – – + – + – – –

2 – – + – + – + – + – – –

3 – – – – – – + – + – – –

4 – – – – – – – – + – – –

5 – – – – – – + – + – – –

6 – – – – – – + – + – – –

7 – – – – – – + – + – – –

8 – – + – + – + – + – – –

9 – – – – – – – – + – – –

10 – – – – – – + – + – – –

11 – – – – – – – – + – – –

12 – – – – – – + – + – – –

13 – – – – – – + – + – – –

14 – – – – – – – – + – – –

15 – – – – – – + – + – – –

16 – – – – – – + – + – – –

17 – – – – – – + – + – – –

18 – – – – – – + – – – – –

19 – – – – – – + – + – – –

20 – – – – – – + – + – – –

Т А Б л И ц А   3 
БАкТеРИАльНАя ФлоРА

t A b l E   3 
b A C t E r I A l  F l O r A
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оБСУждеНИе

Инфекционный эндокардит – это заболевание, 
при котором в клапанах, эндокарде и внутренней мем-
бране крупных кровеносных сосудов образуется расти-
тельность, содержащая бактерии, и оно связано с раз-
личными симптомами, такими как бактериемия, эмболи-
зация и сердечное расстройство [7]. ИЭ не является ши-
роко распространённым заболеванием, но может быть 
смертельным заболеванием и вызывать различные ос-
ложнения при его развитии. Наиболее важными аспек-
тами, которые следует учитывать перед лечением ИЭ, 
являются соответствующая профилактика для пациен-
тов с высоким риском, соответствующий диагноз, вы-
бор эффективных антибактериальных препаратов, ран-
нее выявление осложнений и своевременное сердеч-
но-сосудистое хирургическое вмешательство. Считает-
ся, что бактерии в основном проникают в кровеносные 
сосуды из полости рта [12] и кишечного тракта [13]. Со-
общается, что грамположительные бактерии, такие как 
Streptococcus viridians, Streptococcus bovis и Staphylococcus 
aureus, в основном являются патогенными бактериями 
для ИЭ [12]. Однако грибы и ранее упоминающийся ор-
ганизмы группы HACEK являются низкопатогенными гра-
мотрицательными бактериями, которые также обнару-
живаются при исследовании посева крови [14]. 

Для диагностики ИЭ важную роль играют критерии 
Дьюка, разработанные в 1994 г. [15] и модифицирован-
ные в 2000 г. [16]. Невозможность культивирования ми-
кроорганизмов, вызывающих ИЭ, является серьёзной 
проблемой, затрудняющей диагностику и препятству-
ющей своевременному и эффективному лечению, в ос-
новном из-за предшествующего применения антибио-
тиков [17]. 

В изучаемой группе пациентов с ИЭ детекция микро-
организмов в периферической крови не дала резуль-
татов. Данный факт может быть обусловлен нескольки-
ми факторами: во-первых, как было сказано выше, име-
ло место дооперационное лечение антибиотиками, во-
вторых, – специфическая локализация бактериемии 
при ИЭ. Отрицательные результаты характерны для об-
разцов крови. Так, посев крови с использованием обыч-
ных лабораторных методов остаётся стерильным и мо-
жет составлять от 2,5 до 70 % всех случаев ИЭ [18]. Ан-
тибактериальная терапия эффективно действует на ми-
кробные клетки в крови, но малоэффективна в терапии 
инфекции, непосредственно локализованной в клапане 
сердца, т. к. вегетация, биоплёнка, наросший слой кол-
лагена защищают бактериальную флору [19].

Согласно результатам ПЦР образцов гомогената 
клапанов сердца отмечается небольшое преоблада-
ние случаев обнаружения стрептококковой инфекции 
над стафилококковой. Ранее проводимое нами исследо-
вание показало двукратное превосходство стафилокок-
ков над стрептококками, однако 79 % случаев приходи-
лось на пациентов с инъекционной наркозависимостью 
[11]. Streptococcus spp. может вызывать как поверхност-
ные, так и инвазивные инфекции, часто с очагом в мяг-
ких тканях [20]. Тяжёлым типом инфекции, вызываемой 

Streptococcus spp., является ИЭ. Oppegaard O. et al. описа-
ли случаи ИЭ, вызванного стрептококковыми инфекци-
ями, и сообщили, что начало симптомов было быстрым, 
а течение болезни – тяжёлым [21].

В проведённом нами исследовании при расчёте χ2 
Пирсона были выявлены статистически значимые раз-
личия (p < 0,05) между частотой встречаемости предста-
вителей рода стафилококковых и стрептококковых в об-
разцах гомогената клапанов и периферической крови 
пациентов с ИЭ. Во многих предыдущих исследованиях 
было продемонстрировано, что ПЦР в реальном време-
ни, нацеленная на конкретные микроорганизмы, более 
чувствительна, чем обычная ПЦР для диагностики ИЭ 
[22, 23], поэтому бактериологическое исследование по-
тенциально инфицированной ткани клапанов сердца яв-
ляется более эффективным методом в диагностике ИЭ.

Проведённое исследование имеет ряд ограничений, 
такие как ограниченность выборки, небольшой спектр 
диагностических наборов для обнаружения микроор-
ганизмов методом ПЦР, отсутствие в данном исследо-
вании тестов на устойчивость микроорганизмов к ан-
тибиотикам.

ЗАклюЧеНИе

В подострой фазе течения ИЭ молекулярно-гене-
тическое исследование с использованием технологий 
ПЦР так же неэффективно в отношении обнаружения 
возбудителя в циркулирующем кровотоке, как и по-
сев крови. Отсутствие молекулярных маркеров возбу-
дителей в периферической крови показывает беспер-
спективность проведения рутинных микробиологиче-
ских исследований на данном этапе течения заболева-
ния. При отсутствии данных о возбудителе, полученных 
на момент острого развития процесса и лихорадки, ис-
следование гомогенизированных биоптатов клапанных 
структур сердца, удалённых во время операции, может 
позволить скорректировать антимикробную тактику 
в раннем послеоперационном периоде протезирова-
ния. Дополнительно, полученные нами данные свиде-
тельствуют о сочетанном поражении клапанов, когда 
в одной вегетации присутствуют микроорганизмы раз-
ной родовой принадлежности, что ставит перед иссле-
дователями, кардиохирургами, кардиологами и клини-
ческими фармакологами новые задачи по определению 
тактики ведения таких пациентов. 
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