
117

RUSSIAN CLINICAL LABORAtORy DIAGNOStICS. 2019; 64(2)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2019-64-2-117-121

MICROBIOLOGy

© КОЛЛЕКТИв АвТОРОв, 2019 

Оганесян1 А. Н., воропаева1 Е. А., Мельникова2 А. А., Миронов1 А. Ю., Егорова1 Е. А., Урбан1 Ю. Н., 
Гречишникова1 О. Г., Метельская1 в. А., воропаев1 А. Д.

ЭФФектИвнОстЬ МетОдОв ЛаБОратОрнОй дИагнОстИкИ гнОйнОгО 
БактерИаЛЬнОгО МенИнгИта

1ФБУН «Московский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии» им. Г. Н. Габричевского», 
Роспотребнадзора, 125212, Москва, Россия; 
2Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, 127994, Москва, 
Россия

По данным Всемирной организации здравоохранения ежегодно в мире регистрируется около 1 млн случаев гнойных бак-
териальных менингитов, из которых 200 тыс. случаев заканчиваются летально. ГБМ - полиэтиологичны, что делает 
задачу по определению возбудителя – основной при организации эпидемиологического надзора, схемы лечения, планиро-
вании профилактических и противоэпидемических мероприятий. Основное влияние на это оказывает качество лабора-
торной диагностики. При низкой результативности лабораторной диагностиком могут быть снижены истинные по-
казатели заболеваемости менингитами различной этиологии. Работа проведена с целью оценки эффективности исполь-
зуемых лабораторных методов при индикации приоритетных возбудителей ГБМ: Haemophilus influenzae, Streptococcus 
pneumoniae, Neisseria meningitidis; в рамках выполнения Программы по дозорному эпиднадзору за инвазивными бакте-
риальными заболеваниями (ИБЗ), осуществляемой Европейским региональным бюро ВОЗ в ряде стран Европейского 
(Украина, Беларусь), Закавказского (Азербайджан, Армения, Грузия), Азиатского (Узбекистан, Кыргызстан, Казахстан) 
регионов в период 2010-2017 гг. Исследовано 2893 пробы клинического материала (СМЖ, кровь), полученного от паци-
ентов с менингеальным синдромом культуральным методом, РАЛ, ИХ-тест (BinaxNOW), ПЦР (рутинная и в реальном 
времени), применявшихся для индикации и идентификации N. meningitidis, S. pneumoniae, H. influenzae. При идентифика-
ции возбудителей ГБМ ПЦР результативнее культурального метода в 5 раз при детекции N. meningitidis; в 3 раза при 
детекции S. pneumoniae; в 4 раза при детекции H. influenzae b. ИХ-тест и РАЛ, позволяют повысить идентификацию 
возбудителей ГБМ для N. meningitidis – на 35,6%; S. pneumoniae – на 67%; H. influenzae b – на 19,2%, возможна их по-
становка в полевых условиях и в эпидочаге в случае необходимости. Бактериологическим лабораториям при работе с 
клиническим материалом от пациентов с диагнозом ГБМ целесообразно дополнять культуральный метод микробиоло-
гической диагностики РАЛ, ИХ-тестом или ПЦР.
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ции латекса; ПЦР; ПЦР-РВ; иммунохроматографический тест; ВОЗ; гнойные бактериальные 
менингиты.
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According to the World Health Organization, every year about 1 million cases of purulent bacterial meningitis (PBM) are 
registered in the world, of which 200 thousand cases end in death. Bacterial meningitis is polyethiologic, which makes the task of 
determining the pathogen the main in the organization of epidemiological surveillance, treatment regimens, planning of preventive 
and anti-epidemic measures. The quality of laboratory diagnostics has a key influence on this. The true incidence of meningitis 
of different etiology can be altered at low-efficiency laboratory diagnostics. This work was carried out to assess the effectiveness 
of existing laboratory methods for the detection of PBM pathogens: Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae and 
Neisseria meningitidis; as a part of the programme on sentinel surveillance of invasive bacterial diseases (IBD) carried out by 
the WHO regional office for Europe in a number of countries in Europe (Ukraine, Belarus), Transcaucasia (Azerbaijan, Armenia, 
Georgia), Asia (Uzbekistan, Kyrgyzstan, Kazakhstan) in the period 2010-2017. 2893 samples of clinical material (CSF and blood) 
obtained from patients with the meningeal syndrome were studied by four diagnostic methods: cultural method, latex-agglutination 
test, immunochromatographic test (BinaxNOW), PCR (conventional and real-time), used to identify the following pathogens: 
Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae. When identifying the causative agents of BM, PCR 
more effective than culture method is 5 times in detecting N. meningitidis; 3 times in the detection of S. pneumoniae; 4 times 
the detection of H. influenzae b. Latex-agglutination test and immunochromatographic test allow to increase the identification  
of pathogens of BM for N. meningitidis - by 35.6%; S. pneumoniae - by 67%; H. influenzae b - by 19.2%, it is possible to set 
them in the field and at the epidpoint if necessary. When working with clinical material from patients diagnosed with GBM, it is 
advisable for bacteriological laboratories to complement the culture method of microbiological diagnosis of latex-agglutination 
test, immunochromatographic test or PCR.
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Введение. Гнойные бактериальные менингиты 
(ГБМ) – тяжёлые инфекционные заболевания, при-
оритетными патогенами которых являются Neisseria 
meningitidis, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus 
influenzae, характеризующиеся воспалением оболо-
чек мозга, ведущие к значительной заболеваемости и 
смертности во всем мире [14].

Благодаря проводимой иммунопрофилактике за-
болеваемость менингитом в мире снижается, хотя 
сохраняется высокая смертность, многие больные те-
ряют трудоспособность из-за несвоевременной диа-
гностики болезни. В России более половины случаев 
ГБМ остаются этиологически нерасшифрованными. 
H. influenzae и S. pneumoniae могут вызывать бронхит, 
средний отит, синусит, пневмонию, артрит, эндокар-
дит, остеомиелит, перикардит, целлюлит у иммуно-
компрометированных лиц. N. meningitidis вызывает 
генерализованные формы менингококковой инфек-
ции, в том числе менингит. По данным Всемирной 
организации здравоохранения (ВОЗ) ежегодно в мире 
регистрируется около 1 млн случаев ГБМ, из которых 
200 тыс. случаев заканчиваются летально. За период 
2010-2017 гг. в РФ показатель заболеваемости ГБМ 
снизился с 2,2 (2010 г.) до 1,5 (2017 г.) на 100 тыс. на-
селения, генерализованными формами менингокок-
ковой инфекции (ГФМИ) – снизился с 1,0 (2010 г.) до 
0,49 (2017 г.) 100 тыс. населения, ГБМ неменингокок-
ковой и неясной этиологии (ГБМНМиНЭ) – снизился 
с 1,2 (2010 г.) до 1,03 (2017 г.) на 100 тыс. населения 
[1, 5, 6].

ГБМ – полиэтиологичное заболевание, вызы-
ваемое различными видами патогенных и условно-
патогенных бактерий. Это делает индикацию этио-
логического агента ГБМ основной процедурой при 
организации эпидемиологического надзора, схе-
мы лечения, планировании профилактических и 
противоэпидемических мероприятий. Качество и 
результативность лабораторной диагностики влия-
ют на достоверность расшифровки этиологической 
структуры ГБМ. Низкая результативность лабора-
торной диагностики ГБМ может занижать истинные 
показатели заболеваемости менингитами различной 

этиологии. В 2017 году в РФ из 2217 случаев ГБМ 
и ГФМИ удалось этиологически расшифровать 1163 
случаев (52,5%). В этиологической структуре рас-
шифрованных случаев преобладали N. meningitidis 
(41%), далее по частоте выделения следовал S. pneu-
moniae (32%) и H. influenzae (11%). На долю прочих 
возбудителей ГБМ приходилось 17% [1, 5, 6].

Ведущая роль в постановке этиологического диа-
гноза заболеваний, вызываемых N. meningitidis, S. 
pneumoniae, H. influenzae принадлежит микробио-
логической диагностике, которая направлена на вы-
деление и идентификацию возбудителя, определение 
его чувствительности к антимикробным препаратам. 
Микробиологическая диагностика проводится куль-
туральным и экспресс-методами. Культуральный 
метод является ведущим методом микробиологиче-
ской диагностики ГБМ. Поскольку, N. meningitidis, S. 
pneumoniae, H. influenzae имеют сложные питатель-
ные потребности и требуют для своего выделения 
применения обогащенных питательных сред, таких 
как сывороточный, кровяной, шоколадный агар, и 
сложных условий культивирования (создание капно-
фильных условий в СО2-инкубаторе или в эксикато-
ре с зажжённой свечой), процент их положительных 
обнаружений в исследуемом материале может быть 
невелик [4].

Работа проведена в рамках выполнения Программы 
по дозорному эпиднадзору за инвазивными бактери-
альными заболеваниями (ИБЗ), вызываемыми H. influ-
enzae, S. pneumoniae, N. meningitidis, осуществляемой 
Европейским региональным бюро ВОЗ в ряде стран 
Европейского (Украина, Беларусь), Закавказского (Азер-
байджан, Армения, Грузия), Азиатского (Узбекистан, 
Кыргызстан, Казахстан) регионов в период 2010-2017 
гг. Эпидемиология ГБМ в указанных странах до сих пор 
продолжает оставаться недостаточно изученной.

Цель работы - оценка эффективности используе-
мых лабораторных методов диагностики при выявле-
нии приоритетных возбудителей ГБМ: H. influenzae, 
S. pneumoniae, N. meningitidis.

Материал и методы. Исследованы 2893 образца 
клинического материала (СМЖ, кровь), полученного 
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для внесения тампона с исследуемым в ИХ-тесте об-
разцом, расположенную на противоположной сторо-
не кассеты. Результаты ИХ-теста интерпретируются 
по наличию или отсутствию визуально различимых 
окрашенных линий от розового до пурпурного цве-
та. Положительный результат, регистрируемый спу-
стя 15 мин, в зависимости от концентрации антигена, 
присутствующего в тестируемом образце, включает 
выявление двух окрашенных линий в зоне чтения ре-
зультата тестирования пациента, Отрицательный ре-
зультат, читаемый также через 15 минут, даёт только 
одну окрашенную контрольную линию, свидетель-
ствуя о том, что антиген S. pneumoniae в тестируемом 
образце не обнаружен. Отсутствие окрашенной кон-
трольной линии, вне зависимости от наличия или от-
сутствия окрашенной линии в зоне чтения результата 
пациента, свидетельствует о недействительности про-
ведённого теста. Чувствительность и специфичность 
BinaxNOW составляют от 95,4 до 100% и от 98,6 до 
100%, соответственно [10–12].

Молекулярно-генетические методы исследования. 
Экстракцию ДНК из СМЖ осуществляли с помощью 
коммерческого набора для выделения ДНК QIAmp 
DNA Mini Kit (Qiagen, США), согласно протоколу 
производителя.  Для экстракции хромосомальной 
ДНК из культур бактерий использован метод кипяче-
ния.

Видовую детекцию N. meningitidis, H. influenzae,  
S. pneumoniae, определение серогруппы N. meningitidis 
и серовара H. influenzae, осуществляли с помощью 
ПЦР-РВ. Использованы последовательности прайме-
ров и флуоресцентно меченные зонды, рекомендован-
ные руководством ВОЗ [13].

Для определения серогруппы или серовара  
S. pneumoniae применён метод мультиплексной ПЦР-
РВ и мультиплексная ПЦР (мПЦР) с детекцией в 
агарозном геле. Амплификацию с детекцией в режи-
ме реального времени проводили в амплификаторе  
ABI 7500 (Applied Biosystems, США). Продукты ам-
плификации визуализировали на трансиллюминаторе 
ECX-20L (Vilber Lourmat, Германия). Последователь-
ности праймеров и протоколы реакций доступны на 
веб-сайте CDC, США (http://www.cdc.gov/ncidod/
biotech/strep/pcr).

Воспроизводимость. Все эксперименты повторяли 
не менее 3 раз, в том числе выращивание штаммов, 
выделение ДНК, детекцию продукта.

Статистическая обработка данных проведена с по-
мощью программы Microsoft Excel.

Результаты и обсуждение. При исследовании 
2893 образцов клинического материала получены 
следующие результаты. С использованием культу-
рального метода чистая культура возбудителя вы-
делена и идентифицирована в 149 пробах (5,2%). 
Среди клинических изолятов идентифицированы:  
N. meningitidis – 59 проб; S. pneumoniae – 64 пробы;  
H. influenzae b – 26 проб.

Применение набора BinaxNOW позволило повы-
сить количество этиологически расшифрованных 
проб до 188 (6,5%) за счёт увеличения количества 
выявленных S. pneumoniae на 60%. Количество по-
ложительных образцов исследуемого материала от 

от пациентов с менингеальным синдромом. Для ми-
кробиологической диагностики с целью выявления  
N. meningitidis, S. pneumoniae, H. influenzae исполь-
зован культуральный метод, латекс-агглютинация 
(РАЛ), иммунохроматография (ИХ) (BinaxNOW), 
ПЦР (рутинная и в реальном времени) [7, 13].

Культуральным методом исследовали все пробы 
спинномозговой жидкости (СМЖ) и крови при раз-
витии септицемии. Исследуемый материал засевали 
на обогащённые питательные среды: колумбийский 
агар с добавлением 5% дефибриниированной крови 
барана или лошади, «шоколадный агар» на основе су-
хого гемоглобина, с добавлением ростовой добавки, 
содержащей никотинаминадениндинуклеотид (НАД,  
V фактор) и гемин (X фактор) (Oxoid, Великобрита-
ния). Посевы инкубировали в термостате при 37о C 
в течение 24-48 ч в атмосфере, содержащей 5% CO2. 
Для создания капнофильных условий использовали 
анаэростаты (Oxoid, Великобритания) и газогенера-
торную систему (Oxoid, Великобритания). Выделе-
ние чистой культуры возбудителя и её идентифика-
цию проводили общепринятыми методами [2, 3].

Для постановки реакции агглютинации латекса 
(РАЛ) использован набор Pastorex Meningitis (Bio-
Rad, США). Принцип РАЛ заключается в следующем: 
антиген, содержащийся в тестируемом образце, иден-
тифицируется с использованием частиц латекса, по-
крытых специфичными гомологичными антителами. 
В присутствии гомологичного антигена частицы ла-
текса агглютинируют, а при его отсутствии, они оста-
ются в виде гомогенной суспензии. Данный набор 
специфичен для N. meningitidis серогрупп A, C, Y/W; 
N. meningitidis серогруппы B; E. coli K1; H. influenzae 
тип b; S. pneumoniae; S. agalactiae. Чувствительность 
и специфичность данного набора для N. meningitidis 
серогруппы A составляет 87 и 93%, соответственно, 
для N. meningitidis серогруппы W - 85 и 97%, соот-
ветственно, для N. meningitidis серогруппы С – 80 и 
94,4%, соответственно. В странах менингитного поя-
са Африки РАЛ является единственной возможностью 
быстрой диагностики возбудителя менингита [9].

Иммунохроматографический тест (ИХ) BinaxNOW 
является экспресс-тестом для качественной детекции 
антигена S. pneumoniae в образцах СМЖ, полученных 
от пациентов с симптомами менингита. ИХ-тест в со-
четании с культуральным методом предназначен для 
экспресс-диагностики пневмококкового менингита. 
Их-тест проводится на мембране, для выявления рас-
творимого антигена пневмококка в СМЖ. Кроличьи 
антитела к антигену S. pneumoniae адсорбированы в 
виде полосы на нитроцеллюлозной мембране в зоне 
чтения результата пациента. Козья антиглобулино-
вая сыворотка против IgG кролика адсорбирована на 
той же мембране в виде второй полосы (контрольная 
линия). Кроличьи антитела к антигену S. pneumoniae 
вместе с антивидовыми антителами, конъюгирован-
ные с окрашенными частицами для визуализации, 
нанесены на волокнистую инертную подложку и 
высушены. Подложка, содержащая конъюгат и мем-
бранная полоска соединены для формирования тест-
полоски. Данная тест-полоска вмонтирована в кассе-
ту в форме открывающейся книжки, имеющую лунку 
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пациентов, содержащих S. pneumoniae составило 103 
(3,6%).

При использовании дополнительно РАЛ количе-
ство положительных в отношении искомых возбуди-
телей проб возросло до 218 (7,5%). В положитель-
ных пробах клинического материала определены: 
N. meningitidis – 80 проб (2,8%); S. pneumoniae – 107 
проб (3,7%); H. influenzae b – 31 проба (1,1%).

Применение ПЦР повысило детекцию возбуди-
телей ГБМ в пробах до 635 (22%). В положитель-
ных пробах клинического материала определены: N. 
meningitidis – 300 проб (10,4%); S. pneumoniae – 213 
проб (7,4%); H. influenzae b – 122 проб (4,2%).

Сравнительный анализ эффективности методов 
лабораторной диагностики ГБМ представлены на ри-
сунке.

Основной задачей при организации эпидемиологи-
ческого надзора, схемы лечения, планировании про-
филактических и противоэпидемических мероприя-
тий при ГБМ является идентификация возбудителя, в 
связи с полиэтиологичностью данного заболевания.

Культуральный метод исследования является «зо-
лотым стандартом», который позволяет выделить 
и идентифицировать чистую культуру возбудителя, 
определить его чувствительность к антибиотикам, 
провести внутривидовую идентификацию с целью 
эпидемического маркирования, депонировать инте-

ресные клинические изоляты в национальные и др. 
коллекции штаммов. Однако, культуральный метод 
дорогостоящ и длителен. Он требует наличия хоро-
шо оснащённой бактериологической лаборатории, 
располагающей широким набором дорогих электив-
ных, дифференциально-диагностических и др. пита-
тельных сред, тест-систем для идентификации, реа-
гентов, лабораторного оборудования (анаэростаты, 
СО2-инкубаторы и др.), высоко квалифицированного 
врачебного и лаборантского персонала. Выполнение 
бактериологических исследований в полевых услови-
ях вызывает определённые затруднения.

Бактериологическим методом чистая культура воз-
будителя нами выделена и идентифицирована лишь 
в 149 пробах (5,2%), что объясняется низкой устой-
чивостью исследуемых данных возбудителей в окру-
жающей среде, их требовательностью к условиям 
культивирования и питательным средам, частым на-
чалом эмпирической антибиотикотерапии до взятия 
материала от пациента на исследование.

Настоящее исследование показало, что ис-
пользование ИХ-теста и РАЛ позволяет повысить 
идентификацию приоритетных патогенов ГБМ для  
N. meningitidis – на 35,6%; S. pneumoniae – на 67%;  
H. influenzae b – на 19,2%. Важно отметить, что про-
ведение ИХ-теста и РАЛ возможно в полевых услови-
ях, поскольку не требует специального лабораторно-
го оборудования, за исключением готовых наборов, 
специальных навыков у исследователя (имеются до-
ступные инструкции). Кроме того, ИХ-теста и РАЛ 
выявляют даже нежизнеспособные и разрушенные 
формы микроорганизмов, что актуально в условиях 
раннего начала антибиотикотерапии.

Наиболее эффективным методом идентификации 
в данном исследовании является ПЦР. Необходимо 
учитывать, что ПЦР, требует наличия специального 
оборудования и реактивов, специальных навыков и 
умений у исследователя, длительной пробоподго-
товки (за исключением direct ПЦР). ПЦР позволяет-
ся определить довольно малые и нежизнеспособные 
концентрации возбудителя в биологических средах 
пациента и имеет высокую чувствительность и спец-
ифичность.

Выводы. При идентификации возбудителей ГБМ 
ПЦР результативнее культурального метода в 5 раз 
при детекции N. meningitidis; в 3 раза при детекции  
S. pneumoniae; в 4 раза при детекции H. influenzae b.

ИХ-тест и РАЛ, позволяют повысить идентифика-
цию возбудителей ГБМ для N. meningitidis – на 35,6%; 
S. pneumoniae – на 67%; H. influenzae b – на 19,2%, 
возможна их постановка в полевых условиях и в эпи-
дочаге в случае необходимости.

Бактериологическим лабораториям при работе с 
клиническим материалом от пациентов с диагнозом 
ГБМ целесообразно дополнять культуральный метод 
микробиологической диагностики РАЛ, ИХ-тестом 
или ПЦР.

Для повышения выявления патогенов ГБМ в ис-
следуемом клиническом материале оптимально соче-
тание культурального метода с ПЦР, РАЛ, ИХ.

Финансирование. Исследование проведено в рам-
ках программы по дозорному эпиднадзору за инвазив-
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ными бактериальными заболеваниями, при финанси-
ровании ВОЗ.
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