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Внебольничная пневмония (ВП) – широко распро�

страненное заболевание, являющееся ведущей при�

чиной заболеваемости и смертности от инфекцион�

ных болезней у взрослых в развитых странах [1–4].

Согласно данным государственного доклада о состо�

янии здоровья населения РФ в 2003 г., пневмония

является важной причиной внутрибольничной ле�

тальности (> 10 %), а уровень диагностических оши�

бок при данном заболевании достигает 40 % [5].

Основу терапии ВП на сегодняшний день состав�

ляет антибактериальная терапия (АБТ), которая, как

правило, проводится эмпирически. Необходимость

этиологической диагностики ВП определяется сле�

дующими факторами [6]:

1. Своевременно выполненные микробиологичес�

кие исследования при ВП позволяют скорректи�

ровать АБТ у конкретного пациента – в частно�

сти, при выделении необычного возбудителя,

который не принимался в расчет при выборе пре�

паратов для эмпирической терапии и / или в слу�

чае неожиданного профиля его резистентности

к антимикробным препаратам (АМП). Исполь�

зование деэскалационной терапии или переход

с АМП широкого спектра (или комбинирован�

ной терапии) на препарат узкого спектра (или

монотерапию) при установленном этиологичес�

ком диагнозе ВП будет способствовать сокраще�

нию затрат, уменьшению риска развития неже�

лательных лекарственных реакций и селекции

антибиотикорезистентности.

2. Исследования, направленные на выявление ря�

да потенциальных возбудителей ВП, могут иметь

важное эпидемиологическое значение с точки зре�

ния профилактики эпидемий (ТОРС�ассоцииро�

ванный коронавирус, вирус гриппа, Legionella spp.)

и выявления фактов биотерроризма (возбудитель

чумы, туляремии, сибирской язвы).

3. С точки зрения общественной пользы монито�

ринг структуры возбудителей ВП и их чувстви�

тельности к АМП необходим для адекватного

формирования рекомендаций по эмпирическому

выбору АБТ у разных категорий пациентов и ее

своевременной коррекции.

В тоже время микробиологическая диагностика

ВП по�прежнему представляет серьезную проблему не

только в повседневной клинической практике, но

и при проведении исследований. Поэтому, даже при

использовании разнообразных методов, этиологичес�

кий диагноз удается установить в < 50 % случаев [7–9].

Микробиологическая диагностика при ВП харак�

теризуется следующими особенностями [10, 11]:

• Возбудителями могут быть довольно большой

круг микроорганизмов из разных классов, что

определяет широкий перечень биологических

материалов и методов их исследования.

• Материал, использующийся для микробиологи�

ческой диагностики, чаще всего оказывается

контаминированным микрофлорой верхних ды�

хательных путей (ВДП) и полости рта, что затруд�

няет интерпретацию полученных данных.

• Микроорганизмы семейства Enterobacteriaceae
и Staphylococcus aureus, являясь нечастыми воз�

будителями ВП, могут колонизировать мокроту

и маскировать пневмококковую и аспирацион�

ную пневмонию.

• Предшествующая АБТ искажает первичную эти�

ологию заболевания и затрудняет постановку

этиологического диагноза [12].

Для микробиологической диагностики ВП ис�

пользуется различный биологический материал –
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мокрота, промывные воды бронхов, бронхоальвео�

лярный лаваж (БАЛ), браш�биоптаты, плевральный

экссудат, пунктаты и биоптаты легочной ткани,

цельная кровь, сыворотка крови, моча, мазки из ро�

тоглотки.

Наиболее распространенным клиническим мате�

риалом при ВП является свободно отделяемая мо�

крота [6, 13]. Мокрота наиболее доступна для иссле�

дования, однако по специфичности результатов она

в большинстве случаев уступает образцам, получае�

мым инвазивными методами, т. к. всегда оказыва�

ется контаминированной микрофлорой ротоглотки

и ВДП.

Повышению результативности микробиологи�

ческого исследования мокроты у пациентов с ВП

способствует соблюдение определенных правил ee

сбора, хранения и транспортировки [14]. Мокроту

предпочтительнее собирать утром натощак; перед

сбором мокроты необходимо почистить зубы и про�

полоскать рот кипяченой водой; сроки доставки

образца в лабораторию не должны превышать 2 ч

с момента получения (допускается хранение в холо�

дильнике не более 6 ч), в противном случае резко па�

дает вероятность выявления Streptococcus pneumoniae
и наблюдается активное размножение контаминиру�

ющих мокроту бактерий. Диагностическая ценность

мокроты также зависит от уровня профессионализ�

ма персонала бактериологической лаборатории

и факта предшествующей АБТ [15, 16].

Первый этап исследования мокроты при ВП

предполагает бактериоскопию мазка, окрашенного

по Грамму, для оценки ее качества и пригодности для

дальнейших исследований. Диагностический крите�

рий качественной мокроты – наличие ≥ 25 поли�

морфно�ядерных лейкоцитов и < 10 эпителиальных

клеток при просмотре 10 полей зрения под малым

увеличением микроскопа. При варьирующихся

показателях чувствительности и специфичности бак�

териоскопия может использоваться для ранней этио�

логической диагностики ВП, вызванной пневмокок�

ками (характерно наличие большого количества

грамположительных диплококков в мазке гнойной

мокроты при окраске по Граму), помогает в правиль�

ной интерпретации результатов культурального

исследования в случае выделения условно�патоген�

ных микроорганизмов [10, 11, 17]. Бактериоскопия

мазков мокроты, окрашенных специальными мето�

дами, применяется в диагностике поражений лег�

ких, вызванных такими микроорганизмами, как

Mycobacterium tuberculosis, Pneumocystis jiroveci.
Этиологический диагноз ВП при бактериологи�

ческом исследовании мокроты считается достовер�

ным только в случае обнаружения облигатных пато�

генов (Legionella pneumophila, респираторные вирусы

и др.) [16]. При выделении условно�патогенных

микроорганизмов, которые могут быть частью нор�

мальной микрофлоры, таких как пневмококк,

Haemophilus influenzae, оценка их этиологической

значимости определяется в совокупности с данными

клинической картины и бактериоскопии окрашен�

ного по Граму мазка [16].

Значимость культурального исследования мокро�

ты возрастает при подозрении на инфицирование

амбулаторными штаммами метициллинорезистент�

ного золотистого стафилококка (CA�MRSA), т. к.

их выявление требует совершенно иного подхода

к АБТ. Согласно рекомендациям Американского

торакального общества / Американского общества

инфекционных болезней в случае некротизирующей

и абсцедирующей пневмонии культуральное иссле�

дование мокроты должно проводиться у всех паци�

ентов [6].

Так как мокроту при ВП удается получить дале�

ко не в 100 % случаев, для этиологической диагнос�

тики ВП могут использоваться другие респираторные

образцы. Однако получение большинства из них

сопряжено с некоторыми техническими сложностя�

ми и требует участия квалифицированного персонала.

Кроме того, информативность БАЛ, бронхоскопии

с защищенной браш�биопсией и трансторакального

аспирата для терапии ВП не изучалась в проспектив�

ных клинических исследованиях [5]. Исследование

инвазивных образцов рекомендуется проводить,

в первую очередь, у пациентов с иммунодефицитом,

при тяжелой ВП, а также в случае неэффективности

стартовой АБТ [6, 13]. Клинически значимыми счита�

ются микроорганизмы, выделенные из БАЛ в количе�

стве > 104 КОЕ / мл, из биоптата, полученного с по�

мощью защищенных щеток, – > 103 КОЕ / мл [11].

Мазки из ротоглотки используются для выявле�

ния респираторных вирусов и "атипичных" возбуди�

телей методами амплификации нуклеиновых кислот

(МАНК) [11].

Исследование плевральной жидкости предусмат�

ривает бактериоскопию мазка, окрашенного по Граму

или другими методами (например, с целью выявле�

ния микобактерий), с последующим культуральным

исследованием [6, 10, 11, 13]. Оно выполняется при

наличии плеврального выпота и условий безопасно�

го проведения плевральной пункции (визуализация

на латерограмме свободно смещаемой жидкости

с толщиной слоя > 1,0 см). При исследовании воз�

можно выявление как аэробных, так и анаэробных

возбудителей.

Бактериемия может встречаться при инфициро�

вании разными возбудителями (энтеробактерии,

Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, H. influenzae), однако

наиболее часто выявляется при ВП пневмококковой

этиологии [6, 7, 11]. Исследование крови культу�

ральным методом характеризуется высокой специ�

фичностью [14]. Однако чувствительность метода

в этиологической диагностике ВП является доста�

точно низкой. Так, частота положительных результа�

тов гемокультуры в когорте госпитализированных

пациентов с ВП, по данным нескольких зарубежных

исследований, варьировалась от 5 до 14 % [18, 19].

Частота положительных результатов гемокультуры

зависит от тяжести течения ВП, присутствия факто�

ров риска бактериемии, предшествующей АБТ и со�

блюдения правил получения, хранения и транспор�

тировки клинического материала. Так, получение

образцов крови на фоне АБТ, как минимум, в 2 раза
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снижало результативность данного метода исследо�

вания [20]. Повышению диагностической ценности

метода способствует соблюдение правил сбора об�

разцов – необходимо получение оптимального объ�

ема крови, составляющего у взрослых 20–30 мл, при

этом соотношение крови с питательной средой

должно быть 1 : 5 – 1 : 10; кровь получают при вене�

пункции из 2 разных периферических вен с интерва�

лом 30–40 мин, что снижает частоту ложно�положи�

тельных результатов исследования; для посева

предпочтительно использовать коммерческие фла�

коны с питательными средами.

Исследование мочи в настоящее время проводит�

ся с целью выявления растворимых антигенов ряда

возбудителей, в частности L. pneumophila и S. pneu+
moniae. Основное преимущество данных методов ис�

следования – возможность получения результатов

в короткие сроки после сбора образцов. Экспресс�

тесты у взрослых пациентов с ВП демонстрируют

достаточно вариабельную чувствительность, но вы�

сокую специфичность [13].

Образцы сыворотки крови исследуют у пациен�

тов с ВП в острый период и период реконвалесцен�

ции с целью выявления специфических антител, от�

носящихся к иммуноглобулинам разных классов.

Серологические исследования чаще всего применя�

ются для диагностики "атипичных" возбудителей

и респираторных вирусов [10].

Особенности диагностики ВП, вызванной 
различными возбудителями

Для диагностики ВП пневмококковой этиологии

наиболее часто используют бактериоскопию мазка

мокроты, окрашенного по Граму [21]. Следует отме�

тить, что S. pneumoniae относится к "привиредли�

вым" микроорганизмам, для его выделения из кли�

нического материала необходимо использовать

питательные среды, обогащенные дефибринирован�

ной кровью животных (барана, лошади или козла)

в 5%�ной концентрации [21]. Еще одно условие куль�

тивирования пневмококков – инкубация в атмосфе�

ре с повышенным до 3–7 % содержанием CO2, т. к.

они являются факультативными анаэробами [21].

Ключевым тестом дифференциации пневмокок�

ков от других α�гемолитических стрептококков яв�

ляется чувствительность к оптохину [21]. Однако

среди S. pneumoniae растет число оптохинорезис�

тентных штаммов, что требует использования аль�

тернативных методов идентификации возбудителя

(лизис в присутствии солей желчных кислот, латекс�

агглютинация с поливалентной пневмококковой ан�

тисывороткой и др.).

Среди некультуральных методов диагностики

S. pneumoniae наибольшее распространение в по�

следние годы получил иммунохроматографический

тест, предусматривающий выявление пневмококко�

вого клеточного полисахарида (С�полисахарида)

в моче, который с середины 2008 г. доступен в РФ.

Основное его преимущество – возможность исполь�

зования "у постели больного" в связи с простотой

выполнения и получением результата в течение

15 мин с момента постановки. Пневмококковый

экспресс�тест демонстрирует приемлемую чувстви�

тельность (50–80 %) и достаточно высокую специ�

фичность (> 90 %) при ВП у взрослых [22–24].

По мнению специалистов, его использование наи�

более перспективно при невозможности получения

качественного образца мокроты, у пациентов, уже

получающих системную АБТ (предшествующий

прием АМП существенно снижает информатив�

ность культурального исследования). К недостаткам

экспресс�теста относятся возможность получения

ложноположительных результатов при пневмокок�

ковом носительстве и у лиц, недавно перенесших

ВП [25].

У взрослых ВП вызывается нетипируемыми

штаммами H. influenzae. Для этиологической диаг�

ностики ВП, вызванной H. influenzae, основное зна�

чение имеет культуральный метод. Гемофильная па�

лочка также относится к категории "прихотливых"

микроорганизмов, требующих для культивирования

наличия в питательных средах факторов X, V и 5–7 %

CO2 в атмосфере инкубации [7]. Для выделения ге�

мофильной палочки из клинического материала

обычно используется шоколадный агар; идентифи�

кация возбудителя основана на определении потреб�

ности выделенного микроорганизма в V� и X�факто�

рах и результатах биохимических тестов [14, 26].

Следует отметить, что нетипируемые штаммы

H. influenzae входят в состав нормальной микрофло�

ры ВДП, причем частота бессимптомного носитель�

ства у взрослых достигает 75 % [26]. Более высокую

диагностическую ценность при ВП у взрослых в слу�

чае подозрения на H. influenzae имеет исследование

инвазивных респираторных образцов, в частности

БАЛ и транстрахеального аспирата [10].

В диагностике ВП, вызванной энтеробактерия�

ми, основная роль также принадлежит культураль�

ному исследованию (посев клинического материала

осуществляется на селективные среды – агар Эндо

или McConkey). Несмотря на то, что энтеробактерии,

в частности Klebsiella pneumoniae, не являются час�

тыми возбудителями, их выявление нередко ассо�

циируется с тяжелым течением заболевания и не�

благоприятным прогнозом. Следует отметить, что

с возрастом, при наличии хронических сопутствую�

щих заболеваний, а также недавней системной АБТ,

частота колонизации ВДП энтеробактериями воз�

растает. Этот факт необходимо учитывать при кли�

нической интерпретации результатов бактериологи�

ческого исследования респираторных образцов,

особенно мокроты.

При подозрении на ВП, вызванную S. aureus,

важное значение приобретает не только выделение и

идентификация возбудителя культуральным мето�

дом (посев на желточно�солевой агар или Mannitol
Salt Agar), но и определение его чувствительности

к оксациллину [11]. Несмотря на отсутствие фактов

выявления CA�MRSA у пациентов с ВП на террито�

рии РФ, опасность их появления и распространения

является вполне реальной. Среди фенотипических
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методов детекции метициллинорезистентности наи�

более часто используются скрининг на агаре Мюл�

лера–Хинтон с добавлением 4%�ного NaCl и окса�

циллина в концентрации 6 мг / л, тестирование

диско�диффузионным методом с диском, содержа�

щим 1 мг оксациллина или 30 мкг цефокситина [11,

27]. Все больший интерес для подтверждения инфи�

цирования MRSA привлекают генетические методы,

отличающиеся более высокой точностью и скорос�

тью получения результата [27].

Для диагностики ВП, вызванной Legionella spp.,
используются следующие методы [28, 29]:

1. Культуральное исследование.

2. Определение уровня антител серологическими

методами в острый период заболевания и в пе�

риод реконвалесценции.

3. Выявление растворимого антигена L. pneumophila
1�й серогруппы в моче.

4. Детекция ДНК возбудителя МАНК.

5. Обнаружение Legionella spp. в респираторных об�

разцах с помощью реакции прямой иммунофлю�

оресценции (ПИФ).

Культуральное исследование является "золотым

стандартом" диагностики болезни легионеров, т. к.

характеризуется 100%�ной специфичностью, может

использоваться для выявления легионелл различных

видов и L. pneumophila разных серогрупп [29–32]. Для

выделения легионелл используется различный кли�

нический материал – мокрота, инвазивные респира�

торные образцы (БАЛ, биоптаты и т. д.), плевральная

жидкость, аутопсийный материал [29]. Легионеллы

культивируют на буферном угольно�дрожжевом ага�

ре с α�кетоглутаровой кислотой (среда BCYEα),

а также в специально разработанных коммерческих

средах (например, Legionella agar base). Для подавле�

ния роста колонизирующих мокроту микроорганиз�

мов, которые могут маскировать рост легионелл

и затруднять выделение чистой культуры, в среду

обычно добавляют АМП (полимиксин, анизоми�

цин, цефамандол или ванкомицин) [28]. Рост коло�

ний Legionella spp. из клинического материала наб�

людается не ранее 3–5�х сут. и наиболее заметен к 8–

10�м сут. [28]. Идентификация выросших колоний

проводится по фенотипическим признакам, либо

по реакциям иммунофлюоресценции или латекс�

агглютинации с использованием коммерческих на�

боров [28].

Чувствительность культурального исследования

зависит от тяжести ВП и может варьироваться от 15

до 25 % – при нетяжелой, до > 90 % – при тяжелой

ВП, требующей респираторной поддержки [33].

Чувствительность культурального метода, как пра�

вило, выше в лабораториях, специализирующихся

на выявлении легионелл. Следует отметить, что

меньше половины пациентов с легионеллезной ВП

продуцируют мокроту, поэтому при наличии клини�

ческих показаний и подозрении на легионеллез це�

лесообразно использовать инвазивные респиратор�

ные образцы [28, 31]. Необходимо отметить, что

у многих пациентов с легионеллезной пневмонией

мокрота не является гнойной. Как показали

J.G.Ingram et al., при использовании стaндaртных

подходов к оценке качества мокроты до 84 % образ�

цов, позитивных на L. pneumophila, не подлежали

культуральному исследованию [34]. Ценность куль�

турального исследования заключается в возможно�

сти выделения чистой культуры и проведении эпи�

демиологического расследования на основании

фенотипического и генотипического сравнения

штаммов [31].

Для диагностики легионеллезной инфекции

в настоящее время доступны различные методы вы�

явления специфических антител – метод непрямой

иммунофлюоресценции, который в историческом

плане был первым и использовался для исследова�

ния сывороток у пациентов во время вспышки леги�

онеллеза в Филадельфии, иммуноферментный ана�

лиз (ИФА), ELISA (Enzyme+linked immunosorbent
assay) и др. [31]. Чувствительность серологических

методов диагностики варьируется от 41 до 94 % [35].

Так, при исследовании сывороток пациентов с леги�

онеллезной инфекцией во время вспышки в Нидер�

ландах чувствительность ELISA, ИФА и реакции

микроагглютинации составила 64, 61 и 44 % соответ�

ственно [36]. Иммуннологический ответ при легио�

неллезной инфекции характеризуется, в первую оче�

редь, появлением антител класса IgM, поэтому их

выявление повышает чувствительность серологичес�

ких методов исследования. У 25–40 % пациентов

с легионеллезной инфекцией сероконверсия проис�

ходит в течение недели с момента появления симп�

томов [35]. Четырехкратное повышение титра анти�

тел, как правило, отмечается к 3–4�й нед., но

в некоторых случаях может занимать > 10 нед. [37].

Отмечены случаи сероконверсии у клинически здо�

ровых лиц без признаков инфекции [29]. Следует

отметить, что чувствительность и специфичность

сероконверсии, рассматривающейся как диагности�

чески значимый критерий легионеллезной инфек�

ции, хорошо изучена только для L. pneumophila 1�й

серогруппы [31]. Кроме того, с учетом необходимос�

ти получения парных сывороток серологическая ди�

агностика носит ретроспективный характер и не

влияет на лечение конкретного пациента.

Метод ПИФ разработан W.B.Cherry et al. для вы�

явления Legionella spp. в клиническом материале

в острый период инфекции [38]. Обычно для ис�

следования используют инвазивные респираторные

образцы или плевральную жидкость [28]. Чувстви�

тельность метода составляет 25–70 % [29]. Специ�

фичность – широко варьируется; высокая частота

ложноположительных результатов характерна для

регионов с низкой распространенностью возбудите�

ля и при использовании тест�систем с поликлональ�

ными антителами [28, 29]. В то же время ПИФ явля�

ется весьма надежным методом идентификации

L. pneumophila в чистой культуре [29].

В настоящее время широкое распространение

для диагностики ВП, вызванной L. pneumophila 1�й

серогруппы, получили методы обнаружения раство�

римого антигена возбудителя в моче. Антиген, явля�

ющийся компонентом клеточной стенки, обнаружи�
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вается в моче с первых дней развития заболевания

и может определяться в моче до 1 года [30, 39]. Раз�

работанные для детекции растворимого антигена

тест�системы используют разные методы – ИФА,

иммунохроматографический, агглютинации, радио�

иммунный [31]. В настоящее время активно изучает�

ся возможность использования других клинических

образцов для определения растворимого антигена.

Иммунохроматографический тест Binax NOW,

предназначенный для экспресс�диагностки легио�

неллезной инфекции, 19 июня 2008 г. зарегистри�

рован в РФ [30]. Появление и внедрение тестов на

антигенурию явилось революционным событием

в изучении эпидемиологии легионеллезной инфек�

ции в мире, резко повысив выявляемость споради�

ческих случаев, и эпидемических вспышек [40].

Чувствительность теста для выявления L. pneu+
mophila 1�й серогруппы составляет 70–80 %, а специ�

фичность достигает 99 % [31]. Как показывают ис�

следования, чувствительность зависит от тяжести

заболевания – так, у пациентов с легкой инфекцией

этот показатель составлял 40–53 %, а при тяжелой

легионеллезной ВП, требующей неотложной тера�

пии, достигал 88–100 % [31]. Чувствительность теста

выше при исследовании концентрированной мочи

и детекции случаев легионеллеза, связанных с путе�

шествиями (travel+associated легионеллез) [31, 41].

Последнее обстоятельство обусловлено различиями

в частоте встречаемости разных серотипов L. pneu+
mophila и разных видов легионелл при легионеллез�

ной инфекции, ассоциированной с путешествиями,

при внебольничных и нозокомиальных случаях.

Следует иметь в виду, что отрицательный тест на

легионеллезную антигенурию не исключает диагноза

легионеллезной ВП, т. к. он не обладает достаточной

чувствительностью для выявления L. pneumophila дру�

гих серогрупп и легионелл других видов. Кроме того,

т. к. тест может оставаться позитивным длительное

время, он имеет диагностическую ценность только

при наличии клинических проявлений заболевания.

МАНК, в частности полимеразная цепная реак�

ция (ПЦР) и ПЦР в реальном времени, рассматри�

ваются как весьма перспективные методы выявле�

ния Legionella spp. как в клиническом материале, так

и в объектах окружающей среды [33, 42, 43].

В качестве мишеней для амплификации исполь�

зуются различные участки ДНК L. pneumophila – ге�

ны, кодирующие 5S РНК, 16S РНК, mip (macrophage
infectivity potentiator) ген, спейсерные участки между

генами, кодирующими 16S и 23S РНК, 23S и 5S

РНК, ген dnaJ [42]. Разрабатываемые в последнее

время тест�системы используют ПЦР в реальном

времени, которая позволяет определять количество

ДНК в анализируемом образце [42].

Для исследования методом ПЦР могут использо�

ваться как респираторные образцы (например, БАЛ,

мокрота), так и сыворотка крови, моча, лейкоциты,

что особенно важно при обследовании пациентов

с непродуктивным кашлем [31, 42].

При исследовании образцов из нижних дыхатель�

ных путей чувствительность метода ПЦР эквива�

лентна или превосходит таковую культурального ис�

следования [33, 44]. Чувствительность при исследо�

вании нереспираторных образцов варьируется от 30

до 86 % [45–48].

Вопрос о специфичности ПЦР при исследовании

респираторных образцов является достаточно про�

тиворечивым. Несмотря на ложноположительные

результаты, о которых сообщается в литературе, ин�

терпретировать их сложно в связи с недостаточно

высокой специфичностью методов, которые исполь�

зуются в качестве референтных, особенно в условиях

низкой распространенности возбудителя [31].

При оценке контроля качества детекции Legio+
nella spp. методом ПЦР в 2004 г. в 46 лабораториях

Европы, большинство из которых использовало "до�

машние" тест�системы, частота ложноположитель�

ных результатов составила 4 %, в 2005 г. – 8,2 % [49].

Агентством по контролю пищевых продуктов

и лекарственных средств (FDA, США) официально

зарегистрирована только 1 тест�система (BD Probe+
Tec ET L. pneumophila) для исследования мокроты,

которая выявляет 1–14�й серотипы L. pneumophila [6].

Однако эксперты отмечают, что она недостаточно

валидирована для диагностики легионеллезной ин�

фекции у пациентов с ВП в реальной клинической

практике.

Для диагностики ВП, вызванной Mycoplasma
pneumoniae, применяется культуральное исследова�

ние, иммунологические методы (включающие как

выявление антигенов, так и определение специфи�

ческих антител) и МАНК [50, 51].

Культуральный метод является трудоемким и до�

рогостоящим, т. к. M. pneumoniae относится к мед�

ленно растущим бактериям, чрезвычайно требова�

тельным к условиям культивирования [50, 51]. Для

роста микоплазм необходимы исключительно бога�

тые питательные среды, а также поддержание опре�

деленного осмотического давления. Инкубация про�

должается в течение нескольких недель, что нередко

приводит к контаминации посева другими менее

прихотливыми микроорганизмами.

При бактериологическом исследовании орофа�

рингеальных образцов следует учитывать присут�

ствие в них других видов микоплазм, являющихся

комменсалами человека, поэтому для окончатель�

ной видовой идентификации M. pneumoniae помимо

биохимических тестов используются дополнитель�

ные методы исследования (иммуноблотинг с монок�

лональными антителами, ПЦР и др.) [51].

Чувствительность культурального исследования

даже при очень четком выполнении всех процедур

по хранению, транспортировке клинического мате�

риала и соблюдению оптимальных условий для куль�

тивирования в лабораториях, имеющих опыт работы

с микоплазмами, не превышает 60 % [51]. В то же

время специфичность его при использовании допол�

нительных тестов для видовой идентификации

M. pneumoniae достигает 100 %. При интерпретации

результатов культурального исследования следует

учитывать возможность бессимтомного носитель�

ства и персистенции M. pneumoniae в ВДП после
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перенесенной инфекции. Так, частота выявления

микоплазм у здоровых лиц может варьироваться, по

данным исследований, от 0 до 13,5 % [52–55].

К методам прямой детекции антигенов M. pneu+
moniae в респираторных образцах относятся ПИФ,

встречный иммуноэлектрофорез, иммуноблотинг,

ИФА [51]. Их использование в последнее время зна�

чительно сократилось в связи с невысокой чувстви�

тельностью и возможностью перекрестных реакций

с другими видами микоплазм. Так, например, конце�

нтрация M. pneumoniae в мокроте обычно составляет

102–106 КОЕ / мл, а порог детекции антигенов выше�

указанными методами – 103–104 КОЕ / 100 мкл об�

разца [51].

Серологические методы в течение многих лет иг�

рали ключевую роль в диагностике микоплазменной

инфекции. Наиболее ранний из них – выявление

антител к гликолипидному антигену M. pneumoniae
в реакции связывания комплемента (РСК) – харак�

теризовался высокой частотой перекрестных реак�

ций с другим видом микоплазм (M. genitalium), тка�

нями и биологическими жидкостями человека [56].

Кроме того, в РСК определялись преимущественно

IgM, что ограничивало их диагностическую цен�

ность первичным эпизодом микоплазменной ин�

фекции [57]. В настоящее время для выявления

антител к гликолипидному и поверхностному белко�

вому антигенам M. pneumoniae используют реакцию

непрямой иммунофлюоресценции (НИФ), латекс�

агглютинации, ИФА и его модификации [51].

Реакция НИФ требует наличия флюоресцентно�

го микроскопа, а оценка результатов является доста�

точно субъективной; ложноположительные резуль�

таты возможны в присутствии ревматоидного

фактора и высокого уровня антител к M. pneumoniae
класса IgG [51]. В реакции латекс�агглютинации

выявляются одновременно IgG и IgM [51]. В ряде

сравнительных исследований реакция латекс�агглю�

тинации уступала по чувствительности и специфич�

ности ИФА, по крайней мере, в детекции IgM [58–

60]. ИФА�тест�системы наиболее распространены

как коммерческие тесты для диагностики инфек�

ций, вызванных M. pneumoniae, что связано с более

высокой чувствительностью, возможностью тести�

ровать разное количество сывороток, использовать

минимальный объем образца (≤ 100 мкл), проводить

серотипирование [51]. Так, по чувствительности вы�

явления острой инфекции у пациентов без иммуно�

дефицита и соблюдению сроков получения образцов

сыворотки ИФА превосходил культуральное иссле�

дование и не уступал ПЦР [51]. В настоящее время

несколько ИФА�тест�систем могут использоваться

для экспресс�диагностики.

При использовании серологических методов

у взрослых наиболее точная диагностика микоплаз�

менной инфекции обеспечивается при определении

IgM и IgG в парных сыворотках, собранных с интер�

валом не менее 2–3 нед. [51, 61]. Свидетельством

острой или недавно перенесенной инфекции может

считаться, как минимум, 4�кратное нарастание тит�

ра антител. При интерпретации результатов сероло�

гических методов исследования следует учитывать

то, что достаточно высокий уровень антител класса

IgG к M. pneumoniae может сохраняться длительное

время после перенесенной инфекции, нарастание

титра IgG может быть отсроченным во времени,

а IgM у взрослых могут вообще не выявляться [62].

В связи с этим для более точной диагностики

M. pneumoniae�инфекции целесообразно комбини�

ровать серологические тесты с другими методами,

например МАНК [51].

ПЦР приобретает все большее значение в диаг�

ностике микоплазменной инфекции, что особенно

актуально в связи с низкой доступностью в клини�

ческой практике культуральных методов исследо�

вания. В качестве мишени для амплификации выби�

рают гены АТФ�азного оперона, Р1�адгезина, 16S

рРНК и др. [42, 51]. Разрабатываются методики

детекции микоплазм при помощи "гнездной" ПЦР,

которая отличается более высокой чувствитель�

ностью, ПЦР в реальном времени [42, 51]. Послед�

няя, помимо выше указанных преимуществ метода,

по сравнению с классической ПЦР по аналитичес�

ким характеристикам, позволяет определять уровень

микробной нагрузки. По мнению ряда исследовате�

лей, это может использоваться для дифференциации

инфекции c носительством M. pneumoniae и оценки

степени тяжести инфекционного процесса [63, 64].

Исследования по оценке приемлемости раз�

личного клинического материала для выявления

M. pneumoniae продемонстрировали более высокую

диагностическую ценность мокроты по сравнению

с орофарингеальными, назофарингеальными мазка�

ми или назофарингеальным аспиратом, что объяс�

няется большей концентрацией возбудителя в ниж�

них дыхательных путях [65–67]. Поэтому у пациентов

с ВП для культурального исследования и ПЦР следу�

ет использовать мокроту, и только при невозможнос�

ти ее получения – образцы из ВДП [68].

Для лабораторной диагностики Chlamydia pneu+
moniae могут применяться различные методы диаг�

ностики – морфологические, культуральные, им�

мунологические и МАНК [50]. Морфологические

методы, основанные на выявлении включений

хламидий в мазках�отпечатках, окрашенных по Ро�

мановскому–Гимзе и раствором Люголя, имеют,

скорее, историческое значение и в клинической

практике не используются [50].

Так как C. pneumoniae является облигатным внут�

риклеточным патогеном, она не растет на обычных

питательных средах. Для культивирования использу�

ются различные клеточные культуры, из которых

наибольшую чувствительность демонстрируют HL

и Hep�2 [69]. C. pneumoniae характеризуется медлен�

ным и слабо заметным ростом, что нередко требует

нескольких пассажей, а также легко погибает в про�

цессе транспортировки клинического материала [11,

69]. Кроме того, культуральное исследование харак�

теризуется невысокой чувствительностью [11, 69,

70]. В связи с указанными выше трудностями, куль�

туральное исследование в настоящее время прак�

тически утратило свое значение в практической
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медицине и используется только в научных лабора�

ториях [70].

Исследования по обнаружению антигенов в рес�

пираторных образцах, в частности с помощью ПИФ,

также в настоящее время не используется в качестве

самостоятельного метода, а рекомендуется для иден�

тификации культуры при бактериологическом ис�

следовании [70]. Чувствительность метода ПИФ

составляет 20–60 %, специфичность – около 95 %,

однако последний параметр во многом определяется

квалификацией персонала, выполняющего исследо�

вание [69].

Широкое распространение в диагностике инфек�

ций, вызванных C. pneumoniae, получили серологи�

ческие методы, из которых в настоящее время ис�

пользуются реакция микроиммунофлюоресценции

(МИФ), ИФА и ELISA [69, 70]. Так, в рекомендаци�

ях CDC (Centers for Disease Control and Prevention)

МИФ является единственным принятым методом

серологической диагностики, несмотря на его оче�

видные ограничения [71].

Критерием острой хламидийной инфекции, сог�

ласно рекомендациям CDC, является выявление

титра антител класса IgM ≥ 1 : 16 в одиночной сыво�

ротке или 4�кратное повышение уровня IgG в пар�

ных сыворотках [71]. При 1�м эпизоде инфекции

в течение 2–3 нед. регистрируется появление анти�

тел класса IgM, затем после 6–8�й нед. наблюдается

рост уровня IgG, которые могут персистировать дли�

тельно [70]. Таким образом, получение парных сыво�

роток с промежутком в 3 нед. у таких пациентов мо�

жет не выявлять иммунологического ответа [70].

При повторном эпизоде хламидийной инфекции

IgM могут отсутствовать вовсе или выявляться в низ�

ком титре, нарастание уровня антител класса IgG от�

мечается в более ранние сроки – уже на 1–2�й нед.

с момента начала заболевания [70].

МИФ в многочисленных исследованиях демон�

стрировал низкую чувствительность и слабую корре�

ляцию с результатами культурального исследования

и ПЦР, особенно у детей [72, 73]. Проблемами дан�

ного метода также могут быть низкая специфич�

ность вследствие перекрестных реакций как с други�

ми видами хламидий, так и с такими возбудителями,

как Mycoplasma spp., Bartonella spp. и Yersinia spp., от�

сутствие стандартизации реагентов, сложность по�

становки и субъективная оценка результатов [70].

Так, совпадения в оценке результатов МИФ с ис�

пользованием одних и тех же реагентов и антигенов

между лабораториями при исследовании 392 образ�

цов сыворотки составляли 55 % и 38 % в отношении

IgA и IgG соответственно [74].

Преимуществами ИФА, по сравнению с МИФ,

является объективная оценка результатов и относи�

тельная простота постановки теста [70]. Сравнитель�

ное исследование 7 коммерческих ИФА или ELISA�

тест�систем (одна – с родоспецифическими антиге�

нами) для детекции IgG у 80 здоровых добровольцев

с 4 тестами, использующими МИФ, продемонстри�

ровало чувствительность на уровне 88–100 %, спе�

цифичность – 42–100 % [75]. Однако, учитывая не�

высокую чувствительность и специфичность МИФ,

вряд ли этот тест может рассматриваться как опти�

мальный референтный метод для диагностики хла�

мидийной инфекции.

Относительно недавно появился иммунохрома�

тографический экспресс�тест для выявления C. pneu+
moniae�специфичных антител класса IgM [76]. Его

чувствительность и специфичность в сравнении

с МИФ и ИФА составила 100 % и 92,9 % соответ�

ственно [76]. Однако перспективы широкого прак�

тического применения данного теста пока неясны

ввиду ограниченного количества исследований и воз�

можности выявлять только первичный эпизод ин�

фекции.

Следует отметить, что ряд исследователей пред�

лагают рассматривать длительное персистирование

антител IgA (или IgG) в качестве маркеров хроничес�

кой хламидийной инфекции, однако справедливость

такого утверждения до настоящего времени не под�

тверждена исследованиями [70].

Ввиду ограниченных возможностей культураль�

ного исследования МАНК рассматриваются как

весьма перспективные методы диагностики хлами�

дийной инфекции [69]. В качестве мишеней при

детекции C. pneumoniae молекулярными методами

используют гены, кодирующие 16S pРНК�, 16S�23S�

спейсерный участок, гены, кодирующие поверхно�

стные антигены МОМП, протеины 53 kDа, 60 kDа

и др. [42]. Для детекции C. pneumoniae в клиничес�

ком материале (респираторные образцы, кровь, би�

оптаты сосудистой стенки) применяются различные

методы – ПЦР, обратная транскрипция ПЦР, "гнезд�

ная" ПЦР, ПЦР в реальном времени, NASBA и др.

[42, 70].

При активной разработке коммерческих тестов

на основе МАНК для диагностики хламидийной ин�

фекции их реальная клиническая ценность остается

не до конца определенной. Это связано как с чрез�

вычайной вариабельностью самих тестов (различ�

ные праймеры, процедура экстракции ДНК и т. д.),

так и с дизайном исследований по оценке их чувстви�

тельности и специфичности [70]. Кроме того, сам

факт выявления ДНК возбудителя, учитывая воз�

можное присутствие C. pneuminiae в ВДП у здоровых

лиц, создает дополнительные проблемы для интер�

претации результатов, полученных при использова�

нии ПЦР. В исследованиях использовались различ�

ные клинические образцы, в качестве референтных

методов диагностики рассматривались как сероло�

гические тесты и культуральное исследование, так

и имеющиеся тест�системы на основе МАНК [70].

Таким образом, различный дизайн исследований не

позволяет сравнивать полученные в них результаты.

Многоцентровое исследование K.Loens et al. выя�

вило высокую вариабельность детекции C. pneumo+
niae в разных лабораториях Бельгии при использова�

нии 15 "домашних" тест�систем на основе ПЦР [77].

В тоже время даже коммерчески доступная тест�си�

тема, превосходившая по своим аналитическим ха�

рактеристикам рутинно использовавшиеся "домаш�

ние" тест�системы, характеризовалась снижением
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чувствительности по мере уменьшения микробной

нагрузки, что требует дополнительных исследований

по ее валидации на различных клинических образ�

цах [78].

В исследовании D.Hvidsten et al. у 127 новобранцев,

обследованных во время вспышки респираторной

хламидийной инфекции, метод ПЦР при исследова�

нии назофарингеальных мазков по чувствительности

уступал нескольким серологическим тестам, в ко�

торых предусматривалось обнаружение IgM, однако

обеспечивал наиболее высокую специфичность

(93 %) [79].

Данные о характере клинического материала, ко�

торый целесообразно использовать при подозрении

на хламидийную инфекцию, также являются проти�

воречивыми. Так, в одном из исследований при ана�

лизе различных респираторных образцов, получен�

ных во время вспышки хламидийной инфекции,

наибольшая чувствительность при исследовании

разными методами (ПЦР, культуральное исследова�

ние и определение антигенов методом ИФА) была

продемонстрирована для мокроты в сравнении

с орофарингеальным и назофарингеальными мазка�

ми [80]. Преимущества мокроты как клинического

образца также были подтверждены в исследовании

Y.Kuoppa et al., что может быть связано с более высо�

кой концентрацией возбудителя в мокроте по срав�

нению с образцами из ВДП [81].

В то же время, при исследовании R.P.Verkooyen et al.
разных респираторных образцов методом ПЦР у 156

госпитализированных пациентов с ВП наиболее вы�

сокой чувствительностью характеризовалась не мок�

рота, а назофарингеальные мазки [82]. Хотя в дан�

ном случае речь могла идти, cкорее, о колонизации

ВДП C. pneumoniae, нежели об инвазивной инфек�

ции НДП.

В настоящее время активно разрабатываются

мультиплексные МАНК, предполагающие одновре�

менную детекцию в исследуемом материале не�

скольких возбудителей (M. pneumoniae, С. pneumoniae,
Legionella spp.) [83]. Однако они нуждаются в даль�

нейшей валидации. Так, мультиплексная NASBA

в реальном времени, разработанная для выявления

M. pneumoniae, С. pneumoniae и L. pneumophila в рес�

пираторных образцах у пациентов с ВП, по чувстви�

тельности уступала тестам, разработанным для вы�

явления каждого из возбудителей [65].
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