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Быстрая диагностика инфекций кровотока является актуальной задачей современной педиатрии. Пред-
ставлены данные сравнительного анализа двух способов идентификации микроорганизмов в крови от детей 
с подозрением на инфекцию кровотока – рутинного микробиологического исследования и MAldi-TOF-масс-
спектрометрии. Результаты, полученные при помощи масс-спектрометрического (MAldi-TOF) метода иден-
тификации микроорганизмов в гемокультурах от детей с инфекциями кровотока, содержащих один микроб-
возбудитель, имеют высокую степень соответствия результатам классического микробиологического иссле-
дования (каппа Коэна 0,97, р < 0,001). MAldi-TOF-масс-спектрометрическая идентификация возбудителей 
инфекций кровотока может быть рекомендована в качестве дополнительного метода диагностики, направ-
ленного на сокращение времени анализа.
К л ю ч е в ы е  с л о в а :  инфекции кровотока; бактерии; микроскопические грибы; диагностика; MAldi-TOF-
масс-спектрометрия.

Kryzhanovskaya O. A.1, lazareva A. V.1, Ponomarenko O. A.1, Katosova l. K.1, Tepaev R.  F.1,2, Karaseva O. V.3, chebotar' i. V.1

MaSS SPEcTroMETrIc IdENTIfIcaTIoN of caUSaTIvE PaThogENS of bloodSTrEaM INfEcTIoNS: ExPErIENcE 
IN PEdIaTrIc PracTIcE
1Scientific centre of child healthcare, 2, bld. 1, lomonosov avenue, Moscow, russian federation, 119991
2 I.M. Sechenov first Moscow State Medical University, 119991, Moscow, Trubetskaya st., 8  I.M. Sechenov first Moscow State 
Medical University, 8-2, Trubetskaya Str., Moscow, russian federation, 119991
3clinical and research Institute of Emergency children's Surgery and Trauma, 20, bolshaya Polyanka Str., Moscow, russian 
federation, 119180

Rapid diagnosis of bloodstream infections is an urgent task of modern pediatrics. There are presented data of the comparative 
analysis of two methods of identification of microorganisms in the blood of children with suspected bloodstream infections 
- routine microbiological examination and MAldi-TOF-mass spectrometry. The results obtained by mass spectrometry 
MAldi-TOF method for identification of microorganisms in blood cultures from children with bloodstream infections 
containing the one causative microbial pathogen, have a good match with the results of classical microbiological 
examination (cohen's kappa 0.97, p <0.001). MAldi-TOF-mass spectrometric identification of causative pathogens in 
blood flow may be recommended as an auxiliary diagnostic method aimed at reducing the analysis time. 
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И нфекции, связанные с системой кровоо-
бращения, или инфекции кровотока (англ. 
bloodstream infections) являются актуальной 

проблемой современной медицины. Они регистри-
руются у 15% пациентов отделений реанимации и 
интенсивной терапии и заканчиваются летально в 
12–25% случаев [1, 2]. В педиатрической практике 
госпитальная летальность от наиболее тяжелого про-
явления инфекций кровотока – сепсиса составляет в 

среднем 10,3% [3]. Эффективность лечения инфек-
ций кровотока во многом определяется своевремен-
ной и верной диагностикой. Необходимо акцентиро-
вать внимание на необходимом условии ее развития – 
присутствии в крови живых бактерий (бактериемия) 
и/или грибов (фунгемия). Бактериемия и фунгемия – 
это состояния, которые не только являются патогене-
тической основой инфекций кровотока, но и исполь-
зуются в качестве важнейших критериев для поста-
новки диагноза. Микробиологическая диагностика 
инфекций кровотока должна отвечать на два главных 
вопроса: присутствуют ли в крови микроорганизмы 
и, если присутствуют, к каким видам они принадле-
жат. Клинически доступные способы диагностики 

Для корреспонденции (correspondence to): Чеботарь Игорь 
Викторович, канд. мед. наук, вед. науч. сотр. лаб. микробиологии 
ФГБНУ НЦЗД, e-mail: nizarnn@yandex.ru



Крыжановская О.А., Лазарева А.В., Пономаренко О.А., Катосова Л.К. и др.
5

РОССИЙСКИЙ ПЕДИАТРИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ

5' 2014

реализуются на базе трех методических подходов 
[4–6]. Исторически первый и самый распространен-
ный метод основан на классическом микробиологи-
ческом культивировании. При условии корректного 
исполнения он обладает достаточной чувствитель-
ностью и специфичностью, но имеет важный недо-
статок – длительность выполнения (от 48 до 96 ч). 
Второй подход связан с обнаружением в крови гене-
тических маркеров того или иного вида возбудителя – 
специфических нуклеотидных последовательностей. 
Преимуществом генетической диагностики является 
быстрота получения результата. Но и этот способ не 
лишен принципиального недостатка. Положитель-
ный результат говорит не о наличии в крови живого 
возбудителя, а о присутствии нуклеиновых кислот, 
которые могут быть дериватами погибших микробов, 
что приводит к ложноположительным диагнозам [7].

Настоящая работа посвящена оценке третьего ме-
тодического подхода к диагностике инфекций крово-
тока, основанного на сочетании микробиологической 
подготовки образца крови (культивирование в инку-
баторе) и масс-спектрометрической идентификации 
возбудителя по его протеомному профилю. Масс-
спектрометрию проводили по технологии времяпро-
летной регистрации масс-спектров, полученных при 
помощи матрично-активированной лазерной десорб-
ции/ионизации протеинов образца, – MaldI-Tof 
(от англ. Matrix-assisted laser desorption/Ionization, 
Time-of-flight).

Цель исследования – провести сравнительный 
анализ двух способов идентификации микроорга-
низмов в крови от детей с подозрением на инфекцию 
кровотока – рутинного микробиологического иссле-
дования и MaldI-Tof-масс-спектрометрии.

М а т е р и а л ы  и  м е т о д ы

Объектами исследования были образцы крови, по-
лученные от детей из стационаров Научного центра 
здоровья детей и НИИ неотложной детской хирургии 
и травматологии Департамента здравоохранения г. 
Москвы. Критерием включения в исследование было 
подозрение на инфекцию кровотока и сопряженную 
с ней бактериемию. Все образцы крови, инокулиро-
ванные во флаконы для гемокультивирования, инку-
бировали в анализаторе гемокультур bacTEc 9050 
(becton dickinson) до момента регистрации микроб-
ного роста. Критерием исключения было отсутствие 
роста в инкубаторе bacTEc. Немедленно после ре-
гистрации микробного роста из гемокультуры про-
водили забор материала, который разделяли на две 
части. Первую часть использовали для посева на 
плотные питательные среды для выделения чистой 
культуры возбудителя по традиционным микробио-
логическим методикам. Для идентификации изолятов 
применяли микроскопическое исследование, посев 
на селективные и хромогенные питательные среды, 
иммунохимические и биохимические методы, вклю-
чая использование автоматического бактериологиче-
ского анализатора vitek 2 (bioMerieux). Вторую часть 
использовали для масс-спектрометрического опреде-
ления таксономической принадлежности изолята, 

которое выполняли согласно отработанному ранее 
протоколу [8]. Методика включала 4 этапа. На пер-
вом этапе, соблюдая условия стерильности, из фла-
кона для гемокультивирования отбирали аликвоты 
для экстракции микробных протеинов. Экстракцию 
микробных протеинов проводили на втором этапе, 
используя многократное центрифугирование и по-
следовательную обработку образца деионизованной 
воды, 0,1% раствором додецилсульфата натрия, 70% 
этанолом, 70% муравьиной кислотой и ацетонитри-
лом. Итогом второго этапа было получение суперна-
танта, содержащего микробные рибосомальные про-
теины. На третьем этапе осуществлялось нанесение 
экстракта протеинов на мишень масс-спектрометра 
и связывание протеинов с матрицей (α-циано-4-
гидроксикоричная кислота), обеспечивающей вы-
полнение MaldI-Tof-масс-спектрометрии. На 
четвертом этапе выполнялось собственно масс-
спектрометрическое исследование образцов и ком-
пьютерная обработка полученных масс-спектров с 
помощью базы данных biotyper 3 (bruker). На этом 
этапе проводили определение принадлежности про-
теинов из образца к той или иной таксономической 
группе на масс-спектрометре Microflex (bruker) 
[9]. Для повышения достоверности каждый образец 
тестировали в триплетах. Снятие спектров прово-
дилось в автоматическом режиме (режим детекции 
– MbT-fc), диапазон спектра – 2–20 кД. С каждого 
образца получали 240 спектров. Степень достоверно-
сти идентификации оценивали по полученным значе-
ниям Score. Случаи со Score < 1,7 рассматривались 
как недостоверные и не учитывались в качестве слу-
чаев успешного определения таксономической при-
надлежности изолята [9].

Для сравнения эффективности указанных методов 
идентификации возбудителей инфекций кровотока при-
меняли стандартный статистический прием, направ-
ленный на определение степени парной согласован-
ности результатов. Для этого была использована каппа 
Коэна – мера согласованности, которая имеет максимум 
1 при полной согласованности, и равна 0 в том случае, 
если согласованность между оценками (тестами) на-
блюдается не чаще, чем можно было бы ожидать при 
случайном совпадении. Значения > 0,75 считаются до-
статочной степенью согласованности [10].

Р е з у л ь т а т ы  и  о б с у ж д е н и е

При помощи классического микробиологиче-
ского исследования тестировано 85 гемокультур, из 
которых было выделено 103 изолята. Спектр иден-
тифицированных микроорганизмов включал 19 
видов бактерий и 2 вида дрожжеподобных грибов 
(candida albicans (3 изолята), candida parapsilosis 
(13 изолятов)). Среди бактерий было найдено 7 
грамположительных видов: staphylococcus aureus 
(3 изолята), staphylococcus epidermidis (13 изо-
лятов), staphylococcus haemolyticus (8 изолятов), 
staphylococcus hominis (6 изолятов), enterococcus 
faecalis (5 изолятов), enterococcus faecium (1 изолят) и 
streptococcus vestibularis (1 изолят). 12 идентифициро-
ванных грамотрицательных видов были представле-
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грамотрицательных бактерий и грибов результаты 
идентификации совпадали в 100%. Моногемокуль-
туры с грамположительными возбудителями де-
монстрировали неполное (91,3%), но достаточно 
высокое совпадение (каппа Коэна 0,89), что согла-
суется с полученными ранее данными у взрослых 
и новорожденных детей [11]. В целом соответствие 
результатов идентификации микробов из моноге-
мокультур было высоким и статистически доказан-
ным.

К сожалению, результаты масс-спектрометри-
ческого исследования полимикробных гемокультур 
оказались менее оптимистичными. Статистиче-
ская обработка данных подтвердила невозможность 
полноценной идентификации возбудителей, при-
сутствующих в ассоциации. Лишь в 53,8% методом 
MaldI-Tof определялся один из присутствующих 
возбудителей. В литературе имеются и более пози-
тивные результаты MaldI-Tof-диагностики поли-
микробных инфекций кровотока. Например, в работе 
T. gray и соавт. [12], где было проанализировано 26 

ны Acinetobacter baumannii (8 изолятов), Kleb-
siella pneumoniae (19 изолятов), Pseudomonas 
aeruginosa (9 изолятов), Pseudomonas putida 
(1 изолят), stenotrophomonas maltophilia (5 
изолятов), enterobacter aerogenes (1 изолят), 
enterobacter cloacae (2 изолята), enterobacter 
kobei (1 изолят), escherichia coli (1 изолят), 
chryseobacterium indologenes (1 изолят), ser-
ratia marcescens (1 изолят) и neisseria menin-
gitidis (1 изолят).

В 72 случаях гемокультуры содержали 
только по одному виду микроорганизма и 
являлись монокультурами. В монокультурах 
обнаружено 16 видов бактерий и 2 вида гри-
бов. В 13 образцах идентифицирована ас-
социация микроорганизмов. Поэтому прин-
ципиальным для анализа результатов было 
разделение всех результатов на 2 группы. 
В 1-ю группу вошли результаты, получен-
ные при исследовании гемокультур, содер-
жащих один вид микроорганизма (табл. 1). 
Во 2-ю группу были включены данные для 
гемокультур, содержащих более одного вида 
микроорганизмов, – полимикробных куль-
тур (табл. 2).

Результаты, полученные для монокультур 
методом MaldI-Tof, соответствовали клас-
сической идентификации в 70 (97,2%) слу-
чаях из 72 (см. табл. 1). Два несоответствия 
между методами идентификации касались 
грамположительных бактерий: в одном слу-
чае s. haemolyticus был определен методом 
MaldI-Tof как staphylococcus warneri, в 
другом случае s. vestibularis был ошибочно 
идентифицирован как s. salivarius. Все поло-
жительные результаты масс-спектроскопии 
характеризовались высокой степенью до-
стоверности: значения Score для бактерий 
находилось в пределах от 1,91 до 2,39, для 
candida spp. – от 2,08 до 2,27. Степень со-
гласованности результатов, полученных дву-
мя методами, была очень высокой – значение каппы 
Коэна составило 0,97 (р < 0,001).

Результаты исследования полимикробных ге-
мокультур cуммированы в табл. 2. В 6 (46,2%) об-
разцах из 13 полимикробных гемокультур мето-
дом MaldI-Tof с достоверным уровнем Score не 
идентифицирован ни один вид. Для остальных 7 
(53,8%) гемокультур определение вида с достовер-
ным Score регистрировалось только для одного из 
возбудителей, входящего в ассоциацию. Совпаде-
ние результатов MaldI-Tof-масс-спектрометрии 
и классического микробиологического исследова-
ния наблюдалось лишь для 7 (22,6%) видов из 31 
вида полимикробных культур. Степень согласован-
ности результатов двух методов была статистиче-
ски недостоверной (каппа Коэна составляла 0,70; 
р > 0,05).

Полученные нами данные свидетельствуют о 
двух уровнях соответствия результатов микробио-
логической и масс-спектрометрической диагности-
ки. Первый уровень касался моногемокультур. Для 

Т а б л и ц а  1
Результаты видовой идентификации микроорганизмов из 

гемокультуры, содержащей один вид микроорганизма

Идентификация при помощи 
классического микробиоло-

гического исследования
Идентификация методом MaldI-Tof

идентифициро-
ванный вид

коли-
чество 
случаев

идентифицирован-
ный вид

количество верно 
идентифицирован-

ных случаев

A. baumanii 3 A. baumanii 3

c. albicans 3 c. albicans 3

c. indologenes 1 c. indologenes 1

c. parapsilosis 11 c. parapsilosis 11

e. cloacae 1 e. cloacae 1

e. coli 1 e. coli 1

e. faecalis 3 e. faecalis 3

e. kobei 1 e. kobei 1

K. pneumoniae 14 K. pneumoniae 14

n. meningitidis 1 n. meningitidis 1

P. aeruginosa 7 P. aeruginosa 7

P. putida 1 P. putida 1

s. aureus 2 s. aureus 2

s. epidermidis 9 s. epidermidis 9

s. haemolyticus 5 s. haemolyticus (4)*

s. warneri (1) 4

s. hominis 3 s. hominis 3

s. maltophilia 5 s. maltophilia 5

s. vestibularis 1 s. salivarius 0

В с е г о . . . 72 70

П р и м е ч а н и е . * – в 4-х образцах наблюдалось полное совпадение 
результатов бактериологического и спектрометрического методов, в 1-м 
случае результат MaldI-Tof-исследования был ошибочным, свиде-
тельствуя о присутствии в образце s. warneri.
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случаев полимикробных инфекций кровотока, один 
из возбудителей с достаточным уровнем Score был 
идентифицирован в 96,2%. В 30,8% случаев про-
граммное обеспечение указывало на высокую веро-
ятность присутствия других микробов. Конечно, это 
тоже было недостаточным для постановки полно-
ценного микробиологического диагноза, но соот-
ветствие между результатами масс-спектрометрии и 
другими методами идентификации в работе T. gray 

и соавт. [12] оказалось выше, чем 
в нашем исследовании. Вероятно, 
это было связано с отбором образ-
цов для анализа. T. gray и соавт. 
работали только с гемокультура-
ми, в которых первоначально при 
помощи световой микроскопии 
обнаружены грамотрицательные  
бактерии (хотя другими возбу-
дителями в ассоциации могли 
быть и грамположительные бак-
терии). Как упоминалось выше, 
вероятность верной MaldI-Tof- 
идентификации для грамотри-
цательных микроорганизмов яв-
ляется более высокой, чем для 
грамположительных микробов. 
Специального отбора образцов с 
грамотрицательными бактериями 
для наших экспериментов не про-
водилось.

По-видимому, главная при-
чина, с которой связаны негатив-
ные результаты идентификации 
микробов из смешанных культур, 
связана не принципиальными не-
достатками времяпролетной масс- 
спектрометрии, а с несовершенст-
вом программного обеспечения 
существующих масс-спектромет-
ров. Разработка методов иденти-
фикации микробов в миксткуль-
турах требует создания колос-
сальных протеомных библиотек 
и совершенствования программ 
для обработки результатов. Рабо-
ты в этом направлении ведутся, и 
скоро мы станем пользователями 
новых спектрометрических ре-
шений, позволяющих проводить 
идентификации микробов в слож-
ных ассоциациях [13].

Негативные результаты, полу-
ченные при анализе полимикроб-
ных гемокультур, не означают 
полного отказа от использования 
MaldI-Tof-диагностики инфек-
ций кровотока. Полимикробная 
этиология выявляется лишь у 
4,6% пациентов с инфекциями 
кровотока в детских отделениях 
реанимации и интенсивной те-
рапии и у 4,4% новорожденных 

с инфекциями кровотока [14, 15]. Как показано, в 
педиатрической практике полимикробные ассоциа-
ции составляют незначительную часть от всех при-
чин инфекций кровотока. А значит, они не могут 
существенно снизить диагностическую значимость 
MaldI-Tof-масс-спектрометрии.

В целом полученные нами данные показали пер-
спективность применения масс-спектрометрической 
идентификации возбудителя в мономикробной ге-

Т а б л и ц а  2
Результаты видовой идентификации микроорганизмов из гемокультуры, 

содержащей более одного вида  
микроорганизмов

Гемокуль-
тура

Идентификация при помощи 
классического микробио-
логического исследования 

(идентифицированные виды)

Идентификация методом MaldI-Tof

идентифицированные 
виды

верная иденти-
фикация/коли-
чество видов

1 c. parapsilosis Не идентифицирован 1/3

s. epidermidis Не идентифицирован

s. hominis s. hominis

2 A. baumanii Не идентифицирован 0/2

P. aeruginosa Не идентифицирован

3 s. aureus Не идентифицирован 1/2

s. epidermidis s. epidermidis

4 e. faecalis Не идентифицирован 1/3

s. haemolyticus s. haemolyticus

s. hominis Не идентифицирован

5 c. parapsilosis Не идентифицирован 1/2

s. epidermidis s. epidermidis

6 e. aerogenes Не идентифицирован 1/2

K. pneumoniae K. pneumoniae

7 A. baumanii Не идентифицирован 1/3

e. cloacae e. cloacae

s. epidermidis Не идентифицирован

8 e. faecium Не идентифицирован 0/2

s. haemolyticus Не идентифицирован

9 s. haemolyticus Не идентифицирован 1/2

s. hominis s. hominis

10 A. baumanii Не идентифицирован 0/2

K. pneumoniae Не идентифицирован

11 A. baumanii Не идентифицирован 0/3

e. faecalis Не идентифицирован

K. pneumoniae Не идентифицирован

12 A. baumanii Не идентифицирован 0/3

K. pneumoniae Не идентифицирован

P. aeruginosa Не идентифицирован

13 K. pneumoniae Не идентифицирован 0/2

s. marcescens Не идентифицирован

В с е г о . . . 31 вид 7 видов
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мокультуре. Конечно, MaldI-Tof-идентификация 
не может рассматриваться как абсолютная альтер-
натива общепринятым способам идентификации 
возбудителя. Применение этого метода может быть 
оправдано в качестве дополнительного исследова-
ния, позволяющего сократить время идентификации 
на 24–48 ч, а следовательно, ускорить применение 
адекватных антимикробных препаратов с учетом 
природной (видовой) резистентности возбудителя. 
Нужно помнить, что каждый час промедления на-
значения адекватной терапии при инфекциях кро-
вотока снижает выживаемость пациента на 8% [16]. 
Поэтому необходимо использовать любую возмож-
ность ускорения постановки микробиологического 
диагноза.

Таким образом, результаты, полученные при по-
мощи масс-спектрометрического (MaldI-Tof) 
метода идентификации микроорганизмов в гемо-
культурах от детей с инфекциями кровотока, содер-
жащих один микроб-возбудитель, имеют высокую 
степень соответствия данным классического микро-
биологического исследования. MaldI-Tof-масс-
спектрометрическая идентификация возбудителей 
инфекций кровотока может быть рекомендована в 
качестве дополнительного метода диагностики, на-
правленного на сокращение времени анализа.
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ОСОБЕННОСТИ ЗАТяжНОЙ АДАПТАЦИИ ДЕТЕЙ В ДОМАх РЕБЕНКА
1Астраханская государственная медицинская академия Минздрава России, 414000, Астрахань, Бакинская, 121; 2ГКУЗ АО 
«Специализированный дом ребенка "Звездочка"», Астрахань

Представлены данные обследования 156 детей – воспитанников домов ребенка, рассмотрены динамические 
изменения показателей 285 иммунограмм у детей с нарушенной адаптацией к новым социальным условиям. 
Проведены параллели между продолжительностью воспитания детей-сирот в условиях закрытого учрежде-
ния и становлением их иммунитета. сопоставлены показатели иммунной системы на различных этапах адап-
тации.
К л ю ч е в ы е  с л о в а :  адаптация; дома ребенка; дети-сироты; иммунная система.

 Rayskiy d.V.1, dzhumagaziev A.A.1, dzhalmukhamedova e.i.2, Vayner A.e.2 
fEaTUrES a ProloNgEd adaPTaTIoN of NUrSElINgS IN orPhaNagES
1astrakhan State Medical academy, 121, bakinskaya Str., astrakhan,  russian federation, 414000
2Specialized orphanage "Zvezdochka", 43, bld. 2, Zvezdnaya  Str., astrakhan, russian federation, 414022

There are presented data of the examination of 156 children - nurselings of the orphanage. There are considered the 
dynamic changes in indices of 285 immunograms in children with impaired adaptation to the new social conditions. 
There have been drawn parallels between the duration of care of orphans in conditions of a closed institution and 
development of their immunity. indices of the immune system at different stages of adaptation have been compared 

K e y  w o r d s :  adaptation; orphanage; orphans; the immune system.

П риоритетная задача домов ребенка – выха-
живание, сохранение жизни и преумноже-
ние здоровья их воспитанников [1]. Пер-

воочередность этой задачи связана с возрастными 
особенностями и особенностями альтернативного 
жизнеустройства сирот и социальных сирот. В воз-
растном диапазоне от рождения до 2–3 лет жизнь 
ребенка напрямую зависит от степени внимания, 
которое ему уделяют взрослые, обеспечивающие 
базовые витальные потребности, необходимые для 
выживания. Дефицит внимания к нуждам ребенка 
со стороны родителей (гипоопека) может наблю-
даться даже во внешне благополучных семьях, а 
клинические проявления отклонений здоровья ги-
поопекаемого ребенка разнообразны. У гипоопе-
каемых детей отмечают: нарушения физического 
и психомоторного развития без очевидной связи с 
врожденной или хронической патологией и изме-
нения резистентности, при которых острые заболе-

вания регистрируются в первом полугодии жизни 
и могут повторяться с интервалом в 1–2 мес.

У социальных сирот нарушения резистентности 
сохраняются длительное время даже после их раз-
лучения с социопатической семьей и помещения ре-
бенка в условия закрытого учреждения с режимом 
повышенной противоэпидемической готовности. 
Среднемесячная инцидентность респираторных за-
болеваний у детей домов ребенка превышает таковую 
у детей от 0 до 4 лет, воспитывающихся в семьях, а 
статистические величины годичной заболеваемости 
детей домов ребенка по ряду показателей устойчиво 
превышают средние популяционные. В структуре 
патологии детей домов ребенка доминируют острые 
заболевания верхних дыхательных путей, острые 
бронхиты и осложнения этих заболеваний [4]. Наи-
большая частота перечисленных заболеваний соот-
ветствует первым месяцам пребывания ребенка в 
условиях закрытого учреждения – адаптационному 
периоду. В современных условиях изменения спи-
сочного состава воспитанников Астраханских домов 
ребенка столь динамичны, что только менее четверти 
социальных сирот остаются не устроенными в семьи 
на протяжении двух лет с момента разлучения с био-
логическими родителями, и такая же часть покидает 
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