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Цель исследования — оценить эффективность идентификации бактериальных агентов в нативных клапанах сердца, пора-
женных инфекционным эндокардитом, методом 16S рРНК метабаркодинга.

Материалы и методы. Материалом для исследования послужили 20 образцов нативных клапанов сердца, полученных от 
16 пациентов. Секвенирование проводили в Центре коллективного пользования «Геномика» (Институт химической биологии и 
фундаментальной медицины Сибирского отделения РАН, Новосибирск) на секвенаторе MiSeq (Illumina, США), используя набор 
MiSeq Reagent Kit v. 3 (2×300 bp; Illumina, США).
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Результаты. Выявлены мажорные микроорганизмы (доля которых в анализируемом образце составила более 5% от 
всех идентифицированных бактериальных агентов), относящиеся к родам Streptococcus (40% от всех проанализированных 
клапанов), Sphingomonas (35%), Pseudomonas (35%), Roseateles (25%), Phyllobacterium (25%) и Enterococcus (15%). Кроме 
того, в изученных клапанах обнаружены единичные случаи присутствия Ralstonia pickettii и представителей родов Bacillus и 
Klebsiella. 

Заключение. Результаты исследования продемонстрировали эффективность метода 16S рРНК метабаркодинга для иден-
тификации бактериальных агентов по сравнению с рутинными неинвазивными методами диагностики. Нативные клапаны сер-
дца, удаленные у пациентов с инфекционным эндокардитом, характеризовались большим количеством условно-патогенных ми-
кроорганизмов при отрицательных результатах посева крови.

Ключевые слова: инфекционный эндокардит; бактериальные агенты; 16S метабаркодинг; нативные клапаны сердца.
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The aim of the study was to estimate the efficiency of identifying bacterial agents in native cardiac valves affected by infective 
endocarditis using 16S rRNA metabarcoding.

Materials and Methods. The study material involved 20 native cardiac valve samples from 16 patients. Sequencing was carried out 
in the Center for Collective Use “Genomics” (Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch of the Russian 
Academy of Sciences, Russia) on a sequenator MiSeq (Illumina, USA) using MiSeq Reagent Kit v3 (2×300 bp; Illumina, USA).

Results. The study revealed major microorganisms (their portion in the sample under study was over 5% from all identified bacterial 
agents) belonging to Streptococcus (40% of all valves studied), Sphingomonas (35%), Pseudomonas (35%), Roseateles (25%),  
Phyllobacterium (25%), and Enterococcus (15%). Moreover, the studied valves were found to have rare cases of Ralstonia pickettii, as 
well as Bacillus and Klebsiella representatives.

Conclusion. The findings demonstrated the efficiency of 16S rRNA metabarcoding in identifying bacterial agents compared to 
routine noninvasive diagnostic methods. Native cardiac valves isolated from the patients with infective endocarditis were characterized 
by numerous opportunistic pathogenic bacteria in negative blood cultures.

Key words: infective endocarditis; bacterial agents; 16S metabarcoding; native cardiac valves.
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Анализ бактериальных агентов методом 16S рРНК метабаркодинга

Введение

Инфекционный эндокардит (ИЭ) — воспали-
тельное заболевание преимущественно бакте-
риальной природы, характеризующееся лока-
лизацией возбудителей на  нативных клапанных 
структурах сердца, эндокарде, а  также на  проте-
зах клапанов сердца и  кардиостимуляторах [1]. 
Эпидемиологические исследования демонстрируют 
рост заболеваемости ИЭ и  увеличение летальных 
исходов от  осложнений, сопряженных с  данным 
патологическим состоянием [2, 3]. Идентификация 
возбудителя является крайне важным аспектом ди-
агностики ИЭ, что влияет на  антибиотикотерапию 
и  риск рецидива бактериемии у  пациентов с  про-
тезированными клапанами сердца [4]. «Золотым 
стандартом» определения этиологии ИЭ считается 
микробиологический посев крови или ткани иссе-
ченного клапана сердца. Однако стоит отметить, что 
в  большинстве случаев результаты посевов явля-
ются отрицательными. В  таких ситуациях, согласно 
действующим клиническим рекомендациям [5], воз-
можно использование молекулярно-генетических ме-
тодов (например, полимеразной цепной реакции) [6]. 
Предоперационная антибиотикотерапия, проводимая 
в стационаре, затрудняет обнаружение возбудителей 
стандартными методами, вследствие чего возраста-
ет потребность в  более точной диагностике и  иден-
тификации бактериальных агентов для снижения 
смертности от ИЭ [7].

На сегодняшний день одним из перспективных 
методов является секвенирование нового поколения 
(NGS), которое позволяет идентифицировать патоге-
ны в тех случаях, когда стандартные молекулярно-
генетические тесты не дают положительного ре-
зультата [8]. Стоит отметить, что чувствительность 
и специфичность данного метода выше для экс-
плантированной ткани, чем для периферической 
крови [9]. На начальном этапе метагеномного сек-
венирования 16S рРНК происходит амплификация 
вариабельных участков с использованием специфи-
ческих праймеров, после чего осуществляется сек-
венирование полученного продукта, что позволяет 
идентифицировать бактериальный агент на уров-
не рода и вида. Ген 16S рРНК, который кодирует 
субъединицу рибосомы 16S, обнаружен во всех бак-
териях и включает в себя высококонсервативные 
области с вариабельными последовательностями 
[10]. Несомненным преимуществом данного метода 
является выявление бактериальной ДНК нежизне-
способных микроорганизмов, а также бактериальных 
агентов у пациентов после курса терапии антибио-
тиками [11].

Цель исследования — оценить эффектив-
ность идентификации бактериальных агентов 
в нативных клапанах сердца, пораженных инфек-
ционным эндокардитом, методом 16S рРНК мета-
баркодинга.

Материалы и методы

Исследуемая группа. Материалом для исследо-
вания послужили 20 образцов нативных клапанов 
сердца, пораженных ИЭ, которые были получены 
от  16 пациентов во  время кардиохирургического 
вмешательства. Стоит отметить, что в большинст-
ве случаев преобладал левосторонний ИЭ, право-
сторонний наблюдался только у одного пациента.

Клиническая характеристика пациентов:
мужской пол — 12 человек (75%);
средний возраст (Me [Q1; Q3]) — 57,0 [35,0; 63,0] 

года;
индекс массы тела (mean±SD) — 24,63±3,95;
фракция выброса левого желудочка 

(mean±SD) — (63,64±9,50)%;
легочная гипертензия — 10 пациентов (62,5%);
гипертоническая болезнь — 7 пациентов 

(43,75%);
хроническая сердечная недостаточность — 16 

пациентов (100%);
фибрилляция предсердий — 3 пациента 

(18,75%);
острое нарушение мозгового кровообращения — 

4 пациента (25%);
хроническая болезнь почек — 8 пациентов (50%);
хроническая обструктивная болезнь легких — 4 

пациента (25%);
антибиотики, принимаемые до  госпитализа-

ции, — 12 пациентов (75%);
пораженный клапан: аортальный, митральный 

и трикуспидальный — 9 (45%), 10 (50%) и 1 (5%) 
пациент соответственно.

Лабораторные показатели (Me [Q1; Q3]):
лейкоциты — 7,20 [5,40; 9,30]·109/л;
нейтрофилы — 4,40 [2,90; 5,85]·109/л;
С-реактивный белок — 4,80 [2,00; 16,40] мг/л;
скорость оседания эритроцитов — 18,0 [5,50; 

51,50] мм/ч.
Исследование было выполнено в соответствии 

со стандартами надлежащей клинической практики 
(Good Clinical Practice) и принципами Хельсинкской 
декларации (2024). Все участники подписывали до-
бровольное информированное согласие на участие 
в исследовании. Работа одобрена локальным эти-
ческим комитетом Научно-исследовательского ин-
ститута комплексных проблем сердечно-сосудистых 
заболеваний (протокол №1 от 26 января 2024).

Диагноз «инфекционный эндокардит» устанав-
ливали на основе клинических, микробиологиче-
ских и лабораторных данных, а также результатов 
эхокардиографии (эхоКГ). По данным эхоКГ, у всех 
пациентов, включенных в исследование, визуализи-
ровались подвижные вегетации на клапанах. Кроме 
того, диагноз был верифицирован в соответствии 
с международными критериями Дьюка. Исследуе-
мым пациентам проводили забор периферической 
крови для микробиологического тестирования в трех 
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повторах с интервалом в 6 ч за неделю до опера-
тивного вмешательства. Гистологическую окраску 
по Граму осуществляли посредством коммерческого 
набора (Abcam, Великобритания).

16S рРНК метабаркодинг. Из  образцов экс-
плантированных клапанов выделяли ДНК с  по-
мощью набора HostZERO Microbial DNA Kit (Zymo 
Research, США). Регион V3–V4 гена 16S рРНК 
был амплифицирован с  помощью праймеров 
343F (5’-CTCCTACGGRRSGCAGCAG‑3’) и  806R 
(5’-GGACTACNVGGGTWTCTAAT‑3’), содержащих 
адаптерные последовательности (Illumina, США), 
линкер и  баркод [12]. Амплификацию проводили 
в  20 мкл реакционной смеси (в  трех повторах), 
содержащей 0,4 ЕД Hot Start Taq ДНК полимера-
зы («Биолабмикс», Россия) и однократный HS Taq 
ПЦР-буфер («Биолабмикс», Россия); по  0,2  мкM 
прямого и  обратного праймеров; 10 нг ДНК; 
2,3  мМ MgCl2 («Биолабмикс», Россия) и  0,2  мM 
dNTP (Life Technologies, США). Количество циклов 
для каждого образца ДНК подбирали, проводя 
ПЦР с детекцией флуоресцентного сигнала в ре-
жиме реального времени на ДНК-амплификаторе 
CFX‑96 (Bio-Rad, США). В  качестве интеркали-
рующего флуорофора использовали краситель 
Eva488 (Lumiprobe, США). Условием выбора ци-
кла являлось нахождение флуоресцентного сиг-
нала на фазе линейного логарифмического роста. 
В  случае низкой эффективности ПЦР макси-
мальным количеством циклов было 34. Выход 
целевого продукта анализировали на  приборе 
MultiNA с  помощью набора 12000 DNA Base Pair 
Kit (Shimadzu, Япония). ПЦР проводили по  сле-
дующей программе: 5 мин при 95oС; далее до 40 
циклов — 15 с при 95oС, 15 с при 62oС, 30 с при 
72oС; последний этап  — 5 мин при 72oС. Ампли-
коны (по  200 нг каждый) объединяли и  очищали 
при помощи магнитных частиц AMPure XP Beads 
(Beckman Coulter, США) согласно инструкции 
фирмы-производителя.

Секвенирование проводили в  Центре коллек-
тивного пользования «Геномика» (Институт хи-
мической биологии и  фундаментальной медицины 
Сибирского отделения РАН, Новосибирск) на  сек-
венаторе MiSeq (Illumina, США), используя набор 
MiSeq Reagent Kit v.  3 (2×300 bp; Illumina, США). 

Количество ридов, полученных для каждого образ-
ца, определяли с помощью программы Seqkit [13]. 
Анализ качества проводили с  использованием 
FastQC [14]. Парные последовательности анализи-
ровали с помощью UPARSE-скриптов [15], исполь-
зуя Usearch v. 11.0.667 [16]. Биоинформатическая 
обработка включала перекрывание парных ридов, 
фильтрацию по качеству и длине, учет одинаковых 
последовательностей, отбрасывание синглетонов, 
удаление химер и получение ОТЕ с помощью ал-
горитма кластеризации UPARSE [17]. Таксоно-
мическую принадлежность последовательностей 
ОТЕ определяли с помощью SINTAX [18] и рефе-
ренсной базы 16S RDP training set v. 19 [19].

Статистическую обработку данных про-
водили в  программе Prism 8 (GraphPad Software, 
США). Количественные результаты представляли 
в  виде среднего арифметического (М) и  среднек-
вадратического отклонения (SD), а  также медианы 
(Me), нижнего и верхнего квартилей [Q1; Q3].

Результаты

Микробиологический анализ крови, выпол-
ненный в  соответствии со  стандартным протоко-
лом, описанным в  клинических рекомендациях 
[5], позволил установить этиологическую принад-
лежность ИЭ только в  25% случаев, в  которых 
возбудители ИЭ были представлены грамполо-
жительными бактериями. При гистологической 
окраске по  Граму иссеченных створок нативных 
клапанов сердца удалось идентифицировать бак-
териальные агенты в  45% случаев (см. таблицу). 
Методом 16S рРНК метабаркодинга в  большинст-
ве образцов выявлены мажорные микроорганизмы 
(доля которых в  анализируемом образце составила 
более 5% от всех идентифицированных бактериаль-
ных агентов), относящиеся к  родам Streptococcus 
(40% от  всех проанализированных клапанов), 
Sphingomonas (35%), Pseudomonas (35%), Roseateles 
(25%), Phyllobacterium (25%) и  Enterococcus (15%). 
Однако в основной массе митральных и небольшой 
доле аортальных клапанов практически полностью 
отсутствует разнообразие бактерий и  присутствует 
только один мажорный род: либо Streptococcus, либо 
Klebsiella или Enterococcus (см. рисунок).

Таксономическое разнообразие бактерий, выявленных у пациентов с инфекционным 
эндокардитом (20 клапанов)

Тип клапана Культуральные  
исследования

Результат окраски 
 по Граму

16S рРНК секвенирование  
(процент в образце)

Аортальный Культура стерильна Отрицательный Pseudomonas stutzeri (27%)
unc_Acinetobacter (14%)
unc_Roseateles (9%)
unc_Pseudomonas (8%)
unc_Sphingomonas (6%)
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Тип клапана Культуральные  
исследования

Результат окраски 
 по Граму

16S рРНК секвенирование  
(процент в образце)

Аортальный Enterococcus faecalis Отрицательный unc_Bacillus (67%)
unc_Enterococcus (8,3%)

Митральный Enterococcus faecalis Отрицательный unc_Enterococcus (100%)

Аортальный Культура стерильна Палочки/кокки Ralstonia pickettii (55%)
Pseudomonas stutzeri (5,5%)

Митральный Культура стерильна Отрицательный unc_Roseateles (15%)
Pseudomonas stutzeri (11%)
unc_Acinetobacter (6,7%)
unc_Reyranella (6,1%)

Митральный Культура стерильна Отрицательный Pseudomonas stutzeri (19%)
Sphingobium limneticum (9,6%)
unc_Acinetobacter (8,4%)
unc_Pseudomonas (8,0%)
unc_Roseateles (6,7%)
unc_Agrobacterium (6,4%)

Аортальный Streptococcus gordonii Кокки Pseudomonas stutzeri (19%)
unc_Streptococcus (13%)
unc_Agrobacterium (10%)
unc_Pseudomonas (6,3%)
unc_Roseateles (5,8%)
unc_Sphingomonas (5,5%)

Митральный Streptococcus gordonii Кокки unc_Streptococcus (47%)
Pseudomonas stutzeri (12%)

Трискупидальный Культура стерильна Отрицательный Pseudomonas stutzeri (16%)
unc_Roseateles (15%)
unc_Sphingomonas (11%)
unc_Acinetobacter (13%)
Sphingobium limneticum (9,7%)

Аортальный Культура стерильна Кокки unc_Streptococcus (72%)
unc_Sphingomonas (6,5%)
unc_Phyllobacterium (5,2%)

Митральный Культура стерильна Кокки unc_Streptococcus (99%)

Митральный Культура стерильна Отрицательный unc_Sphingomonas (17%)
unc_Phyllobacterium (32%)

Аортальный Культура стерильна Кокки unc_Streptococcus (99%)

Аортальный Культура стерильна Кокки unc_Klebsiella (100%)

Митральный Культура стерильна Отрицательный unc_Streptococcus (100%)

Аортальный Enterococcus faecalis Кокки unc_Enterococcus (100%)

Аортальный Культура стерильна Кокки unc_Streptococcus (100%)

Митральный Культура стерильна Кокки unc_Streptococcus (86%)

Митральный Культура стерильна Палочки/кокки unc_Sphingomonas (11%)
unc_Phyllobacterium (26%)

Аортальный Культура стерильна Отрицательный unc_Sphingomonas (7,5%)
unc_Phyllobacterium (30%)

П р и м е ч а н и е :  unc — неклассифицированный.

Окончание таблицы 

Анализ бактериальных агентов методом 16S рРНК метабаркодинга
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Таксономическая структура бактериальных сообществ нативных клапанов сердца, пораженных ин-
фекционным эндокардитом
ОТUs — оперативная таксономическая единица

Обсуждение

В основе ИЭ лежит колонизация клапанов сердца 
микроорганизмами. Несмотря на достижения в про-
филактике, диагностике и  лечении этого заболе-
вания, на  сегодняшний день сохраняется высокий 
уровень летальности: внутригоспитальная леталь-
ность составляет от  6 до  50%, пятилетняя смерт-
ность — от  19 до  82% [20]. Эпидемиологические 
исследования показывают, что распространенность 
ИЭ составляет от 5,0 до 14,3 случаев на 100 000 ты-
сяч взрослого населения [21]. Кроме того, отмечено 
изменение этиологической структуры ИЭ. Так, на  се-
годняшний день на  долю основных возбудителей 
(Streptococcus spp. и Staphylococcus spp.) приходится 
почти 80% случаев ИЭ. Примерно в 10% случаев эти-
ологическим агентом являются энтерококки, в  част-
ности Enterococcus faecalis, причем процент этих 
бактерий выше у лиц старше 65 лет [22]. Грамотрица-
тельные палочки, включая организмы группы HACEK 
(виды Haemophilus, Aggregatibacter, Cardiobacterium, 
Eikenella и Kingella), выявляются гораздо реже (на их 
долю приходится около 5% случаев ИЭ).

Корректная идентификация возбудителя яв-
ляется крайне важным аспектом диагностики ИЭ 
[4]. Рутинное определение этиологического аген-
та ИЭ путем посева крови или резецированного 
участка ткани может давать ложноотрицательные 
результаты в  диапазоне от  2,5 до  31,0% случаев, 

что зачастую сопряжено с  антибиотикотерапией 
до  поступления в  стационар [20]. Кроме того, ряд 
вызывающих ИЭ бактерий могут относиться к  труд-
нокультивируемым или некультивируемым группам 
[23]. В  результате проведенного нами исследо-
вания продемонстрировано, что на  долю выяв-
ленных с  использованием микробиологических 
тестов возбудителей приходилось всего около 
30% изученных случаев ИЭ, в то время как иден-
тификация бактериальных агентов методом 16S 
рРНК метабаркодинга составила 100%. Так, 16S 
рРНК метабаркодинг позволил выявить бактерии 
родов Streptococcus, Enterococcus, Sphingomonas, 
Roseateles, Phyllobacterium, Pseudomonas, Ralstonia, 
Bacillus и  Klebsiella. Не  отмечено ни  одного случая 
Staphylococcus, несмотря на то что микроорганизмы 
данного рода являются одними из наиболее распро-
страненных возбудителей, поражающих ткани кла-
панных структур сердца.

Представители рода Streptococcus занима-
ют второе место по  значимости в  патогенезе ИЭ 
после Staphylococcus aureus. Род Streptococcus 
представляет собой гетерогенную группу бакте-
рий с  50 идентифицированными видами. Ряд ис-
следований демонстрируют, что отдельные виды 
стрептококков, особенно из  группы Mitis, являются 
основными возбудителями ИЭ [24, 25]. Показано, что 
Streptococcus gordonii и  Streptococcus mutans — это 
наиболее часто встречающиеся виды стрептококков 

unc_Sphingomonas 
unc_Streptococcus 
unc_Sphingomonadaceae 
unc_Roseateles 
Ralstonia pickettii 
Pseudomonas stutzeri 
unc_Phyllobacterium 
unc_Enterococcus 
unc_Pseudomonas 
unc_Acinetobacter 
unc_Streptococcus 
Corynebacterium kroppenstedtii 
unc_Klebsiella 
Sphingobium limneticum 
unc_Agrobacterium 
unc_Bacillus 
unc_Sediminibacterium 
Taonella mepensis 
unc_Staphylococcus 
unc_Bradyrhizobium 
unc_Betaproteobacteria 
unc_Brevundimonas 
unc_Micrococcus 
Aquabacterium parvum 
unc_Reyranella
прочие
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(наблюдаются в 50% случаев), реже распространены 
Streptococcus pneumoniae и  Streptococcus pyogenes 
(1–2%) [25].

Род Enterococcus включает в  себя грамположи-
тельные бактерии, занимающие лидирующие пози-
ции среди возбудителей ИЭ. До 20% всех случаев ИЭ 
может быть обусловлено бактериями данного рода, 
преимущественно Enterococcus faecalis [26]. Терапия 
ИЭ, вызванного представителями рода Enterococcus, 
сопряжена с определенными трудностями, поскольку 
данный патоген способен образовывать биопленки 
и сохранять микроорганизмы не только на нативных 
клапанах сердца, но  и  на  протезированных клапан-
ных структурах [27, 28]. Стоит отметить, что, по срав-
нению с  другими этиологиями, для ИЭ, вызванного 
E. faecalis, характерны рецидивы после протезирова-
ния клапанов сердца, которые могут возникать после 
отмены антибиотикотерапии [29, 30].

Кроме того, в нашем исследовании выявлено два 
случая бактериальной инвазии более редкими микро-
организмами, такими как Ralstonia pickettii и Bacillus 
spp. R. pickettii, относящаяся к роду Ralstonia, пред-
ставляет собой аэробную грамотрицательную ок-
сидазоположительную бациллу, которую в  послед-
нее время рассматривают как оппортунистический 
патоген у  пациентов с  ослабленным иммунитетом. 
R. pickettii способна выживать в широком диапазоне 
температур (от  15 до 42ºC), а  также образовывать 
биопленку, устойчивую к  иммунному ответу хозяина 
и  ряду антибиотиков [31]. Кроме того, на  сегодняш-
ний день нет стандартизированного протокола ле-
чения инфекций, вызванных R. pickettii, из-за разли-
чий в  чувствительности к  антибиотикам. Пациенты 
с  ослабленным иммунитетом, особенно индивиду-
умы с  приобретенной (ВИЧ) или фармацевтической 
иммуносупрессией, находятся в  группе риска зара-
жения данным видом бактерий [32], что в целом опи-
сывает наш случай выявления R. pickettii у пациента 
с  поражением аортального клапана и  сопутствую-
щим ВИЧ, а также гепатитом С.

В  результате проведенного 16S рРНК метабар-
кодинга в  одном случае нами также был идентифи-
цирован возбудитель рода Bacillus в  митральном 
клапане пациента, посев крови которого показал по-
ложительный результат на E. faecalis. Бактерии рода 
Bacillus — грамположительные факультативные ана-
эробы, встречающиеся в окружающей среде, в пище, 
а  также в  микрофлоре кишечника [33]. Кроме того, 
отмечено, что бактерии рода Bacillus способны вызы-
вать ИЭ, поражая в большинстве случаев митральный 
клапан сердца, и  ассоциированы с  высокой леталь-
ностью у пациентов с протезированными клапанными 
структурами [34]. Показано, что эндокардит, вызван-
ный бактериями рода Bacillus, чаще встречался у па-
циентов с  внутривенным употреблением наркотиков, 
венозными катетерами, протезами клапанов сердца, 
злокачественными новообразованиями, а  также им-
муносупрессией [35].

Важно заметить, что в  нашем исследовании 
в одном случае также выявлена грамотрицательная 
бактерия из рода Klebsiella. Наиболее распростра-
ненными видами из данного рода являются Klebsiella 
pneumoniae и Klebsiella oxytoca. Klebsiella granulomatis, 
Klebsiella ozaenae и Klebsiella rhinoscleromatis встре-
чаются реже. Среди известных видов именно 
K. pneumoniae наиболее часто вызывает ИЭ, характе-
ризующийся тяжелым течением заболевания, главным 
образом за счет того, что данный вид бактерии являет-
ся устойчивым к некоторым видам антибиотиков [36].

Заключение

Таким образом, результаты нашего исследования 
показали, что нативные клапаны сердца, удаленные 
у пациентов с ИЭ, характеризовались большим коли-
чеством условно-патогенных микроорганизмов при 
отрицательных результатах посева крови. Это свиде-
тельствует о  том, что остаточная бактериемия у па-
циентов, которым проводилась предоперационная 
антибактериальная терапия, направленная в  основ-
ном против известных возбудителей ИЭ, может при-
водить к развитию протезного ИЭ в послеоперацион-
ном периоде с  последующей повторной операцией, 
ухудшением качества жизни пациента и повышением 
риска летального исхода. Полученные результаты 
показывают значимость 16S рРНК метабаркодинга 
удаленных клапанов сердца и  необходимость углу-
бленного изучения таксономического разнообразия 
клапанов сердца, пораженных ИЭ, с использованием 
высокопроизводительных методов.
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