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Резюме 
Актуальность. Необходимость точной видовой идентификации микроорганизмов, вызывающих инфекцион-
ные осложнения у госпитализированных пациентов, в современном здравоохранении не вызывает сомнений. 
Цель. Определение возможности применения секвенирования по Сенгеру при рутинном микробиологическом 
обследовании пациентов в клинике внутренних болезней для повышения качества этиологической диагностики 
бактериальных осложнений. Материал и методы. Исследовали клинические изоляты микроорганизмов, выде-
ленных у пациентов многопрофильного медицинского центра. Применяли классические микробиологические 
методы посева и идентификации культур, секвенирование по Сэнгеру. Результаты. Идентификация по Сэнгеру 
с применением системы MicroSeq (Applied Biosystems, США) обеспечила идентификацию всех 231 исследованных 
изолятов бактерий — возбудителей нозокомиальных инфекций. Для дифференциальной диагностики стреп-
тококков и коагулазонегативных стафилококков в некоторых случаях, когда известные последовательности 
первых 500 нуклеотидов гена 16S рРНК двух видов различались на 1–2 нуклеотида, повышение дискримина-
ционного уровня видовой идентификации до 100% позволяло провести валидное определение видовой принад-
лежности изучаемого микроорганизма. Фенотипические методы не позволили выявить значительную часть 
видов (25,9%) возбудителей нозокомиальных инфекций и лишь 8 (13,8%) из них идентифицировали достоверно 
во всех случаях. Применение секвенирования по Сэнгеру для идентификации бактерий привело к долговремен-
ному эффекту, связанному с повышением квалификации врачей-лаборантов, улучшением дискриминационных 
возможностей визуальной оценки макроморфологии бактериальных культур, что важно для выявления всех 
видов микроорганизмов, присутствующих в биосубстратах. Заключение. Метод секвенирования по Сэнгеру яв-
ляется высокоэффективным и достаточно экономичным, по сравнению с широко применяемыми в клиниче-
ской практике панелями биохимических тестов, методом «золотого стандарта» в этиологической диагностике 
бактериальных осложнений в клинике внутренних болезней.  
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Abstract 
Background. The precise identification of microorganism species that cause infectious complications in hospitalized pa-
tients is beyond doubt relevant in modern healthcare. The aim of this study was to determine the possibility of using Sanger 
sequencing in routine microbiological examination of patients in an Internal Medicine Clinic to improve the quality of 
etiological diagnosis of bacterial complications. Material and methods. Clinical isolates of microorganisms isolated from 
patients of a multidisciplinary medical center were studied. The study used classical microbiological methods of seeding 
and identification of cultures, as well as Sanger sequencing. Results. Sanger identification using the MicroSeq system (Ap-
plied Biosystems, USA) ensured identification of all 231 studied bacterial isolates – causative agents of nosocomial infec-
tions. For differential diagnostics of streptococci and coagulase-negative staphylococci, in some cases, when the known 
sequences of the first 500 nucleotides of the 16S rRNA gene of two species differed by 1–2 nucleotides, increasing the dis-
crimination level of species identification to 100% allowed valid determination of the species affiliation of the studied mi-
croorganism. Phenotypic methods failed to identify a significant proportion of species (25.9%) of nosocomial infection 
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Введение 
История современной микробиологии нача-

лась в XVII в., когда А. ван Левенгук сконструировал 
прообраз современного светового микроскопа и 
смог первым опубликовать данные по микромор-
фологии бактерий [1, 2]. В течение следующих трёх 
веков идентификация микроорганизмов основы-
валась преимущественно на анализе их микро- и 
макроморфологии, физиологических особенностях 
возбудителей [3]. Поворотным моментом в разви-
тии медицины в целом и микробиологии в частно-
сти стало открытие структуры молекулы дезокси-
рибонуклеиновой кислоты (ДНК) Д. Уотсоном и 
Ф. Криком в 1953 г. [4, 5], однако анализ последова-
тельности нуклеотидов стал возможен только в 
1977 г., когда Ф. Сэнгер предложил метод прочтения 
нуклеотидных последовательностей. Метод и сего-
дня, после ряда усовершенствований, разработки 
аппаратной базы и прикладных программ, оста-
ётся, несмотря на развитие методов секвенирова-
ния нового поколения, незаменимым методом ис-
следования последовательности нуклеотидов 
различных участков геномов бактерий, является 
актуальным и информативным методом этиологи-
ческой диагностики бактериальных осложнений в 
клинике внутренних болезней [6–9]. 

Цель исследования — определение возмож-
ности применения секвенирования по Сенгеру 
при рутинном микробиологическом обследова-
нии пациентов в клинике внутренних болезней 
для повышения качества этиологической диаг-
ностики бактериальных осложнений.  

Материал и методы 
Этиологическую диагностику бактериальных ослож-

нений проводили в клинике НМИЦ им В. А. Алмазова в кли-
нической микробиологической лаборатории. Выделяли чи-
стую культуру возбудителя при инфекциях различной 
локализации. Методика варьировала в зависимости от локуса 
инфекции и исследуемой биологической пробы. При подо-
зрении на сепсис или бактериемию у пациентов забирали 
кровь в объёме 20 мл, 10 из которых вносили в анаэробный, 
10 — в аэробный флаконы с питательной средой, содержащей 
полимерные гранулы сорбента антибиотиков (Biomerieux, 
Франция; Becton Dickinson, США). Флаконы помещали в бак-
териологические анализаторы BactАlert 120 (Biomerieux, Фран-
ция) или Bactec (Becton Dickinson, США). В случае детекции 

роста микроорганизма во флаконе осуществляли посев на 
плотную питательную среду (кровяной агар, шоколадный 
агар, желточно-солевой агар, уроселект, среда Эндо). При по-
дозрении на бактериальные инфекции, локализующиеся в 
органах и тканях, не являющимися в норме стерильными, 
осуществляли прямой посев биосубстратов (бронхоальвео-
лярный лаваж, мокрота, отделяемое послеоперационной 
раны, моча, мазки из носоглотки, фекалии и другие) на плот-
ную питательную среду (кровяной агар, шоколадный агар, 
желточно-солевой агар, уроселект, среда Эндо). Посевы ин-
кубировали при 37°С в течение 18–24 ч (при необходимости 
время инкубации увеличивали до 48 ч). Выделение чистой 
культуры возбудителя проводили на кровяном или шоколад-
ном агаре в течение 16–24 ч при 37°С. После выделения чистой 
культуры проводили видовую идентификацию фенотипиче-
ским и молекулярно-генетическим методом с использованием 
секвенирования по Сэнгеру. Идентификацию культуры, ос-
нованную на фенотипических признаках, проводили опытные 
бактериологи со стажем, превышающим 20 лет, с использо-
ванием методов, которые с наибольшей частотой применя-
лись в клинических бактериологических лабораториях для 
определения видовой принадлежности микроорганизмов. 
Идентификацию начинали с изучения макроморфологии ко-
лоний и микроморфологии возбудителя. Применяли тест с 
3-сахарным агаром, оценивали подвижность микроорга-
низма, проводили тесты с индолом и мочевиной. При необхо-
димости применяли 16 дополнительных биохимических те-
стов (MICROLATEST, Erba Lachema, Чехия). Идентификацию 
культур методом секвенирования по Сэнгеру проводили од-
новременно с фенотипическими тестами. Для этого из чистой 
культуры бактерии выделяли ДНК с применением набора 
PrepMan Ultra (Applied Biosystems, США), после чего выпол-
няли полимеразную цепную реакцию с применением прай-
меров, направленных на амплификацию первых 500 нуклео-
тидов гена 16S рРНК, которые включают в себя 
гипервариабельные участки V1, V2, V3, с использованием ре-
агентов MicroSeq 500 16S rDNA Bacterial Identification PCR Kit 
(Applied Biosystems, США) и в соответствии с инструкцией про-
изводителя. Полученные ампликоны затем исследовали в со-
ответствии с протоколом MicroSeq 500 16S rDNA Bacterial Iden-
tification Kits Protocol (Applied Biosystems, США) в соответствии 
с рекомендациями производителя, полученные результаты 
оценивали с помощью программы MicroSeq ID Software v. 2.0. 
Эта программа оценивала качество проведения анализа — 
длину исследуемой последовательности ДНК, а также процент 
совпадения с последовательностью из закрытой референсной 
базы данных MicroSeq ID 16S rDNA 500 Library v2.0. Иденти-
фикация до вида расценивалась как корректная при совпа-
дении не менее 99% нуклеотидных последовательностей ис-
следуемой пробы с референсной последовательностью, а 
также при длине исследуемого фрагмента ДНК, составляю-
щей не менее 80% от референсной.  

Статистическая обработка результатов. Для категориаль-
ных переменных в статистическом анализе использовали кри-
терий Фишера χ². Результаты считали достоверными при р�0,05. 
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pathogens, and only 8 (13.8%) of them were reliably identified in all cases. The use of Sanger sequencing to identify bacteria 
led to a long-term effect associated with improved qualifications of laboratory doctors, and enhanced discriminatory ca-
pabilities of visual assessment of the macromorphology of bacterial cultures, which is important for identifying all types 
of microorganisms present in biosubstrates. Conclusion. The Sanger sequencing method is highly efficient and quite cost-
effective, compared to the biochemical test panels widely used in clinical practice — the «gold standard» method in the 
etiological diagnosis of bacterial complications in the clinic of internal diseases. 
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Результаты 
Исследовали 231 штамм бактерий, выделен-

ных из биосубстратов госпитализированных па-
циентов в соответствии с локализацией инфек-
ционного осложнения в клинике НМИЦ 
им. В. А. Алмазова, в том числе 47 (20,3%) изоля-
тов, полученных из крови, 3 (1,3%) — из клапанов 
сердца, 20 (8,7%) — из бронхоальвеолярного ла-
важа, 35 (15,2%) — из мокроты, 5 (2.2%) — из плев-
рального экссудата, 4 (1,7%) — из ткани лёгкого, 
45 (19,5%) — из мочи, 33 (14,3%) — из отделяемого 
послеоперационных ран, 23 (10,0%) — из отделяе-
мого полости рта, 9 (3,9%) — из эндометрия, 
5 (2,2%) — из фекалий. При применении метода 
секвенирования по Сэнгеру изученные культуры 
микроорганизмов были отнесены к 58 различ-
ным видам, принадлежащим к 27 родам бактерий.  

Исследованные штаммы были представлены 
Staphylococcus aureus — 6 (2,5%), S. haemolyticus — 
1 (0,4%), S. epidermidis — 11 (4,8%), S. capitis — 
1  (0,4%), S. hominis — 3 (1,3%), S. constellatus — 
1 (0,4%), S. warneri — 1 (0,4%), Streptococcus salivar-
ius — 8 (3,2%), S. mitis — 13 (5,6%), S. parasangui-
nis — 5 (2,2%), S. pneumoniae — 1 (0,4%), S. crista-
tus — 1 (0,4%), S. agalactiae — 3 (1,3%), S. oralis — 
4  (1,7%), S. bovis — 2 (0,9%), Pediococcus pentosa-
ceus  — 1 (0,4%), Enterococcus faecium — 7 (3,0%), 
E.  faecalis — 39 (16,9%), E. durans — 1 (0,4%), 
E. avium — 1 (0,4%), Lactococcus lactis — 1 (0,4%), 
Enterobacter hormaechei — 3 (1,3%), E. pyrinus — 
3 (1,3%), E. asburiae — 1 (0,4%), E. cancerogenus — 
3  (1,3%), Citrobacter freundii — 2 (0,9%), Achromo-
bacter xylosoxidans — 1 (0,4%), Bacillus cereus — 
2  (0,9%), B. thuringiensis — 4 (1,7%), B. pumilus — 
1 (0,4%), Escherichia coli — 17 (7,4%), Klebsiella aero-
genes (ранее Enterobacter aerogenes) — 2 (0,9%), 
K.  pneumoniae — 7 (3,0%), Serratia marcescens — 
3  (1,3%), Proteus mirabilis — 6 (2,5%), Chryseobac-
terium indologenes — 1 (0,4%), Rhizobium radio-
bacter — 1 (0,4%), Acinetobacter genomospecies 3 — 
2 (0,9%), A. genomospecies 14 — 2 (0,9%), A. bauman-
nii — 25 (10,8%), Stenotrophomonas maltophilia — 
5 (2,2%), Pseudomonas aeruginosa — 9 (3,9%), P. mon-
teilii — 3 (1,3%), P. stutzeri — 1 (0,4%), Morganella 
morganii — 1 (0,4%), Pragia fontium — 1 (0,4%), Ser-
ratia marcescens — 3 (1,3%), Corynebacterium xero-
sis — 1 (0,4%), C. urealyticum — 1 (0,4%), C. mucifa-
ciensis — 1 (0,4%), Shewanella putrefaciens — 1 (0,4%), 
Burkholderia cepacia — 3 (1,3%), Rothia mucilagi-
nosa — 1 (0,4%), Haemophilus influenzae — 1 (0,4%), 
Cutibacterium acne — 2 (0,9%) изолята. При ис-
пользовании фенотипических методов те же мик-
роорганизмы были отнесены к 19 видам, принад-
лежащим 15 родам бактерий (p=0,040523). 

 Среди изученных видов микроорганизмов 
восемь (13,8%) были корректно идентифициро-
ваны фенотипическими методами во всех слу-
чаях — S. aureus, S. pneumoniae, S. agalactiae, E. fae-

cium, A. baumannii, S. maltophilia, C. acne, H. in-
fluenzae (рисунок).  

Для ряда микроорганизмов процент кор-
ректно идентифицированных до вида культур 
превышал уровень 70%, составляя, в порядке 
убывания, 98,2% для E. faecalis, 89,1% для S. epi-
dermidis, 84,7% для E. coli, 80,0% для Enterobacter 
spp., 80% для P. mirabilis, 80% для S. maltophilia, 
71,2% для K. pneumoniaе (см. рисунок ) 

Среди исследованных культур 15 (25,9%) ви-
дов бактерий не были выявлены с применением 
фенотипических методов, включая S. salivarius, 
S. mitis, S. parasanguinis, S. pneumoniae, S. cristatus, 
S. agalactiae, S. oralis, S. bovis, P. pentosaceus, E. durans, 
E. avium, A. genomospecies 3 (A. seifertii), A. geno-
mospecies 14, M. morganii, P. fontium (см. рисунок)  

Обсуждение 
Разработки в области медицинских техноло-

гий и фармакологии последних лет способство-
вали успешному лечению широкого спектра за-
болеваний, в том числе злокачественных 
новообразований кроветворной системы и солид-
ных органов, которые ранее не поддавались тера-
пии [10, 11]. Эти достижения привели к увеличе-
нию продолжительности и качества жизни [10–13]. 
Тем не менее, обратная сторона этих достижений, 
заключающаяся в резком увеличении числа па-
циентов, страдающих инфекционными ослож-
нениями, поставила перед системой здравоохра-
нения непростые задачи усовершенствования 
методов диагностики и лечения этих ослож-
нений  [10]. Этиологическая диагностика инфек-
ций составляет важнейшую задачу клинических 
микробиологических лабораторий [14]. 

При интродукции метода секвенирования по 
Сэнгеру в рутинную практику клинической мик-
робиологической лаборатории НМИЦ им. В. А. Ал-
мазова были проведены тщательные экономиче-
ские расчёты, которые показали, что стоимость 
одного исследования по идентификации бактерий 
на основе автоматических бактериологических 
анализаторов, широко используемых до настоя-
щего времени в рутинной практике микробиоло-
гических лабораторий (Vitek 2, Biomerieux, Фран-
ция; Phoenix, BD, США; Microscan, Siemens, 
Германия), превышала стоимость реагентов, не-
обходимых для проведения одного исследования 
последовательности первых 500 нуклеотидов гена 
16S рРНК в 1,2 1,6 раз в зависимости от компании–
производителя. Использованные нами наборы 
биохимических тестов (MICROLATEST, Erba La-
chema) не превышали стоимости секвенирования. 
Метод секвенирования по Сэнгеру гена 16S рРНК 
был общепризнанным «золотым стандартом» 
идентификации бактериальных культур на момент 
внедрения и остаётся им до настоящего времени, 
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последовательность нуклеотидов именно этого ре-
гиона лежит в основе идентификации микроорга-
низмов при исследовании разнообразия микро-
биоты методами секвенирования нового 
поколения. До настоящего времени в бактерио-
логических лабораториях применяют методики 
фенотипического определения видовой принад-
лежности микроорганизмов, описанные в разделе 
«Материал и методы» и, соответственно, на этих 
методах основываются в значительной степени 
эпидемиологические данные по распространён-
ности бактерий — этиологических агентов как вне-
больничных, так и госпитальных инфекций в раз-
личных регионах Российской Федерации. Нам 
представляется крайне важным подчеркнуть 
значение качества первичных микробиологиче-
ских данных для адекватной оценки эпидемиоло-
гических данных в стационарах, при внебольнич-
ных инфекциях, что необходимо для принятия 
управленческих решений в органах здравоохране-
ния различного уровня.  

«Золотым стандартом» определения вида 
микроорганизма на современном этапе являются 
генетические методы [15, 16]. Первый этап при-
знания генетических методик эталонными про-
изошёл в 1987 г., когда Международный комитет 
по систематике бактерий (МКСБ, в последующем 
Международный комитет по систематике прока-
риот — МКСП) постановил, что в основе таксо-

номии бактерий должна лежать филогения, т. е. 
определение генетического родства микроорга-
низмов [17]. Это впоследствии нашло подтвер-
ждение в ведущих руководствах и трудах много-
численных исследователей [18–22].  

В связи с изменением таксономии бактерий 
внедрение в клиническую практику дорогостоя-
щих бактериологических анализаторов и методов, 
основанных на анализе комплекса биохимических 
реакций, то есть, фенотипических признаках, 
представляется недостаточно обоснованным. 
Применение секвенирования позволило полу-
чить достоверные данные по распространённости 
различных микроорганизмов среди возбудителей 
внутрибольничных инфекций.  

Дальнейшие исследования показали, что в 
ряде случаев установленных дискриминацион-
ных критериев — 99% совпадений последователь-
ности первых 500 пар нуклеотидов гена 16S рРНК 
недостаточно для дифференциации видов неко-
торых микроорганизмов, как правило, некоторых 
коагулазонегативных стафилококков и стрепто-
кокков. Эта проблема может быть решена, по на-
шим наблюдениям, тремя путями: применением 
секвенирования иных генов, например, rpoB, или 
совокупности 4–7 генов «домашнего хозяйства» 
(мультилокусного сиквенс-анализа), повыше-
нием качества сиквенсов наряду с повышением 
уровня межвидовой дискриминации со стандарт-
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ных 99 до 100% и/или применением доступной 
базы данных NCBI (Национального Центра био-
технологической информации) в случае отсут-
ствия исследуемого вида микроорганизма в ре-
ференсной базе данных [23–26].  

Применение секвенирования по Сэнгеру 
имело незапланированный эффект, который был 
связан с повышением квалификации врачей бак-
териологов. Видовая идентификация выделенных 
микроорганизмов осуществлялась одновременно 
двумя методами — фенотипическим и методом 
«золотого стандарта», что позволяло сотрудникам 
в режиме реального времени сравнивать резуль-
таты, полученные при применении обеих методик. 
При этом врачи приобрели навыки определения 
видовой принадлежности ряда микроорганизмов, 
например, B. cepacia, уже на этапе изучения мак-
роморфологии колоний, выращенных на стан-
дартных питательных средах.  

Таким образом, сотрудники клинической мик-
робиологической лаборатории научились в рутин-
ной практике дифференцировать клинически важ-
ные микроорганизмы на предварительном этапе 
видовой идентификации, что актуально при 
оценке первичного посева, особенно при исследо-
вании биосубстратов, для которых характерно на-
личие разнообразных возбудителей инфекций. 
Примером может служить исследование бронхо-
альвеолярного лаважа при нозокомиальных пнев-
мониях, для которого характерно, согласно нашим 
наблюдениям, частое присутствие возбудителей из 
различных таксономических групп. Поэтому более 
точное понимание различий макроморфологии 
колоний и микроморфологии возбудителей ин-
фекционных осложнений позволяет выявить весь 
комплекс микроорганизмов, которые вызвали за-
болевания у пациента и повысить качество оказа-
ния медицинской помощи за счёт рационального 
назначения антибактериальных препаратов.  

Метод секвенирования по Сэнгеру, как пра-
вило, замещается в научно-практической работе 
другим молекулярным методом — MALDI-TOF 
масс-спектрометрией (времяпролетная масс-спек-
трометрия с матрично-активированной лазерной 
десорбцией/ионизацией), базирующейся на 
оценке белкового спектра микроорганизмов, ко-
торый имеет ряд преимуществ по сравнению с ме-
тодом «золотого стандарта» [27]. Эти преимуще-
ства  — низкая стоимость, высокая скорость и 
высокая точность видовой идентификации разно-
образных микроорганизмов; кроме того, методика 
не требует наличия высококвалифицированного 
персонала [16, 28–33]. Применение MALDI-TOF 
масс-спектрометрии в этиологической диагно-
стике бактериальных осложнений, тем не менее, 
сопряжено с определёнными ограничениями, за-
ключающимися в недостаточной точности опре-
деления видов ряда бактерий — возбудителей но-

зокомиальных инфекций (Streptococcus spp., Neis-
seria spp.), а также в невозможности контролиро-
вания чистоты выделенной культуры [34–37]. Метод 
MALDI-TOF масс-cпектрометрии, как и секвениро-
вание по Сенгеру, способен определять видовую 
принадлежность компонентов смешанной куль-
туры при применении современных методик и про-
граммного обеспечения [36, 38–40]. 

Необходимо отметить, что возможности при-
менения секвенирования по Сэнгеру в микробио-
логической практике не ограничиваются иденти-
фикацией микроорганизмов. Метод Сэнгера 
позволяет провести типирование возбудителей ме-
тодами ПДРФ (полиморфизм длин рестрикцион-
ных фрагментов), методом микросателлитного ана-
лиза и мультилокусного сиквенс-типирования, что 
крайне важно при расследовании вспышек внут-
рибольничных инфекций, а также в оценке рас-
пространения определённых сиквенс-типов акту-
альных возбудителей в различных стационарах и 
регионах [41, 42]. Метод позволяет типировать 
гены антимикробной резистентности, что может 
быть важно для подбора персонифицированной 
антибактериальной терапии [43]. Примером может 
служить типирование гена KPC при выявлении 
карбапенеморезистентной K. pneumoniae, проду-
цирующей одноимённую карбапенемазу: высоко-
эффективный против гена KPC 2 препарат цефта-
зидим–авибактам недостаточно эффективен 
против варианта гена KPC 3. 

Заключение 
Использование метода секвенирования по 

Сэнгеру — «золотого стандарта» идентификации 
микроорганизмов — позволяет точно определить 
видовую принадлежность возбудителей инфек-
ционных осложнений в клинике внутренних бо-
лезней, а также подтвердить чистоту выделенной 
культуры микроорганизма. Применение его 
важно в образовательном процессе, особенно для 
последипломной подготовки высококвалифици-
рованных кадров. Учитывая дополнительные 
возможности типировать микроорганизмы и 
гены антимикробной резистентности актуальных 
патогенов с помощью этого метода, он представ-
ляется полезным для практического использо-
вания как в клинической, так и учебной работе.  
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