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Реферат. Одним из серьезных осложнений после эндопротезирования суставов является перипротезная 
инфекция (ППИ). Ведущая роль в развитии данной инфекции отводится микроорганизмам, которые образуют на 
поверхности эндопротеза микробные биопленки. Методом ПЦР-РВ исследован биологический материал 158 па-
циентов с признаками ППИ (основная группа) и 60 пациентов, у которых данные признаки отсутствовали (конт
рольная группа) после эндопротезирования тазобедренного/коленного сустава. Была определена частота вы-
явления ДНК условно-патогенных микроорганизмов с количественным форматом детекции микроорганизмов, 
проведена оценка распространенности генов антибиотикорезистентности и биопленкообразования микроор-
ганизмов. На основании исследований установлено, что выявление в синовиальной жидкости и фрагментах 
синовиальной оболочки и хряща ДНК Staphylococcus spp., Streptococcus spp. и Enterobacteriaceae у пациентов 
с клиническими признаками инфекции является микробиологическим этиологическим фактором ППИ. Нали-
чие генов ica служит генетическим маркером биопленкообразования у микроорганизмов рода Staphylococcus.
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Введение. Эндопротезирование суставов 
является высокоэффективной процедурой для 
облегчения боли и повышения качества жиз-
ни. Несмотря на высокий уровень успешности 
процедуры, существует вероятность возник-
новения опасных для жизни осложнений, та-
ких как сосудистые и нервные повреждения, 
повторные операции, перипротезные перело-
мы и вывихи, а также перипротезная инфек-
ция (ППИ) суставов [1]. 

ППИ является серьезным осложнением 
после эндопротезирования суставов. Частота 
составляет 1–3 % у пациентов после первич-
ного эндопротезирования и 4–6 % у пациентов 
после ревезионного эндопротезирования [2]. 
Инфекция часто приводит к многократным 
операциям, длительной антибиотикотерапии 
и ряду социальных, экономических и психо-
логических последствий для пациента.

Грамположительные бактерии (особенно 
Staphylococcus spp.) наиболее часто выявляе-
мые микроорганизмы, в последние годы было 
описано увеличение инфекций, вызванных гра-
мотрицательными бактериями [3]. Еще одной 
проблемой сегодня является растущее развитие 
устойчивости к противомикробным лекар
ственным препаратам среди микроорганизмов, 
что влияет на выбор антибактериального пре-
парата или стратегии лечения [4]. Более того, 
полимикробная инфекция, часто недооцени-
ваемая из-за технических ограничений и кон-
курирующего роста в бактериальных посевах, 

представляет собой дополнительную пробле-
му в понимании течения некоторых резистент-
ных инфекций. Наличие биопленки как суще-
ственного патогенного фактора также явля-
ется важным вопросом для выбора методов 
микробиологической диагностики ППИ. 

Цель исследования – изучить спектр бак-
териальных возбудителей, включающих ус-
ловно-патогенные и облигатно-патогенные 
микроорганизмы у пациентов с перипротез-
ной инфекцией после эндопротезирования ко-
ленного, тазобедренного сустава; оценить на-
личие генов микроорганизмов, участвующих 
в формировании биопленки, а также генов ан-
тибиотикорезистентности.

Материалы и методы. В основную груп-
пу исследования были включены 158 пациен
тов с подозрением на ППИ после эндопротези-
рования коленного или тазобедренного суста-
ва. Наибольшую группу составили пациенты 
с ППИ тазобедренного сустава – 95 (60,1 %, 
ДИ: 52,0–67,8 %) наблюдений; пациенты с ППИ 
коленного сустава в 63 (39,9 %, ДИ: 32,2–48,0 %) 
наблюдений. Контрольную группу составили 
60 пациентов без подозрения на ППИ после 
эндопротезирования коленного, тазобедренно-
го суставов.

В качестве биологического материала у па-
циентов проводили взятие: синовиальной жид-
кости и фрагментов синовиальной оболочки  
и хряща. Для получения образцов из полости 
суставов использовали разработанную методи-
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ку артроскопической синовиальной биопсии, 
трепан-биопсии коленного/тазобедренного су-
става из минимально-инвазивных доступов 
под контролем электронно-оптического преоб
разователя (ЭОП) навигации. Синовиальную 
жидкость помещали в пробирку типа эппен-
дорф объемом 1,5 мл, фрагменты синовиальной 
оболочки и хряща в пробирку типа эппендорф 
объемом 1,5 мл, содержащую 200 мкл транс-
портной среды с муколитиком («АртБиоТех», 
Республика Беларусь). Пробирки заморажива-
ли и оставляли для хранения при температу- 
ре –20 оС.

Выделение ДНК из синовиальной жид-
кости проводили с использованием набора 
«АртДНК Легкий» («АртБиоТех», Республика 
Беларусь). Для выделения ДНК из фрагмен-
тов синовиальной оболочки и хряща применяли 
предварительную гомогенизацию в течение трех 
минут (частота 10/с) с участием гомогенизатора 
«TissueLyser II» (Qiagen) с последующей экстрак-
цией набором «АртСпин» («АртБиоТех»).

ПЦР-РВ исследования по выявлению и ко
личественному определению ДНК условно-
патогенной микроорганизмов рода Staphylo
coccus spp., рода Streptococcus spp. и семейства 
Enterobacteriaceae проводили с примене
нием набора реагента «АмплиПрайм Фло- 
роскрин» («АмплиПрайм», РФ). Набор ре-
агентов «АмплиСенс MRSA-скрин-титр-FL» 
(«АмплиСенс», РФ) использовался для выяв-
ления и количественного определения ДНК 
метициллин-чувствительного и метициллин-
резистентного Staphylococcus aureus и мети
циллин-резистентных коагулазонегативных 
Staphylococcus spp. Качественное выявление 
и дифференциальную диагностику семейства 
Enterobacteriaceae (выявление ДНК Esche
richia coli, Enterobacter spp., Klebsiella spp., 
Proteus spp., Serratia spp., Enterococcus faecalis/
faecium), а также Pseudomonas aeruginosa про-
водили с использованием набора реагентов 
«Септоскрин» («Литех», РФ). 

Для изучения спектра облигатно-патоген
ных микроорганизмов были выбраны – Chla
mydia trachomatis, Mycoplasma hominis, My
coplasma genitalium, Chlamydia pneumoniae, 
Mycoplasma pneumoniae, как одни из часто вы-
являемых артритогенных возбудителей при 
воспалительной артропатией суставов. Полу-
ченную ДНК использовали для постановки 
ПЦР-РВ с применением наборов реагентов 
«АртТест Хламидия», «АртТест Микоплазма H»,  

«АртТест Микоплазма G» («АртБиоТех») 
и «АмплиСенс Mycoplasma pneumoniae/Chla
mydophila pneumoniae» («АмплиСенс», РФ). 
Амплификацию проводили на термоциклере 
«Rotor-Gene-3000» («Corbett research», Авст
ралия).

Детекция молекулярных детерминант ус
тойчивости к антимикробным препаратам –  
генов антибиотикорезистентности – осуще
ствлялась набором реагентов «Резистом комп
лекс ESKAPE-V» («Литех», РФ). Амплифика
цию проводили на термоциклере «SLAN-96P» 
(«Sansure Biotech», Китай).

Наличие генов биопленкообразования – 
icaA, icaD, icaB, icaC (Stаphylococcus spp.), papC 
(Escherichia coli), fimH (Klebsiella pneumoniae) 
определяли методом полимеразной цепной 
реакции. Для амплификации использовали 
следующие последовательности: icaA-прямой- 
TCTCTTGCAGGAGCAATCAA, icaA-обратный- 
TCAGGCACTAACATCCAGCA (фрагмент 188 п.н.); 
icaD-прямой-ATGGTCAAGCCCAGACAGAG,  
icaD-обратный-CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA  
(фрагмент 198 п.н.); icaB-прямой-CGTGTTTTCAA- 
CATTTAATGCAA, icaB-обратный-ATGGCT- 
TAAA-GCACACGACGC (фрагмент 526 п.н.); 
icaC-прямой-TATCGGCATCTGGTGTGACAG,  
icaC-обратный-ATCATCGTGACACACTTACTAACG  
(фрагмент 934 п.н.); papC-прямой- GACGGCT-
GTACTGCAGGGTGTGGCG, papC-обратный-
ATAT C C T T T C T G CAG G G AT G CA ATA 
(фрагмент 328 п.н.); fimH-прямой-TGTTCAC-
CACCCTGCTGCTG, fimH-обратный-CAC-
CACGTCGTTCTTGGCGT (фрагмент 512 п.н.). 

В состав амплификационной смеси были 
включены: 12,5 мкл ArtMix; 1,1 мкл смеси эк-
вивалентных концентраций прямого и обрат-
ного праймеров (100 мкМ); 1,0 мкл красителя 
ZubrGreen; 8,5 мкл деионизированной воды, 
1 мкл выделенной ДНК. Программа ампли-
фикации: 1 цикл: 94°С – 5 мин; 30 циклов:  
1 мин – 93°С, 30 с – 55°С (для генов icaABCD), 
61°С (для гена fimH), 1 мин – 65°С (для гена 
papC), 1 мин – 68°С; 10 мин – 68°С («Rotor-
Gene-3000» («Corbett research», Австралия))

Для анализа продуктов амплификации 
использовали электрофорез в 1% агарозном 
геле с последующим окрашиванием броми-
стым этидием и детекцией в ультрафиолето-
вом трансиллюминаторе. Длину амплифици-
рованных фрагментов определяли с помощью 
маркера молекулярного веса «DNA Ladder 
100+ kb» («Евроген», РФ).
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Статистическую обработку данных про-
водили с использованием пакета прикладных 
программ Statistica 8.0 («StatSoft», США). Ко-
личественные данные имели непараметриче-
ское распределение (проверку на нормальность 
проводили с использованием показателей ас-
симетриии и эксцесса, W-критерий Шапи-
ро-Уилка, критерий Колмогорова-Смирнова) 
и представлены в виде значений медианы (Me) 
и процентилей (Q25/Q75). Для сравнения коли-
чественных показателей в исследуемых груп-
пах применялся U-критерий Манна-Уитни. 
Анализ категориальных признаков проводили 
с помощью точного критерия Фишера в та-
блице сопряженности 2 х 2. Различия счита-
лись статистически значимыми при уровне 
значимости (р) менее 0,05.

Для качественных переменных определя-
ли абсолютную частоту (n), относительную 
частоту – долю (%) от общего числа случаев 
и 95 доверительный интервал (95% ДИ) мето-
дом Клоппера–Пирсона.

Результаты и их обсуждение. При изу-
чении видового состава условно-патогенных 
микроорганизмов установлена частота их вы-
явления в синовиальной жидкости и фрагмен-
тах синовиальной оболочки у исследуемых 
пациентов метом ПЦР-РВ (табл. 1). 

Анализ результатов выявления ДНК ми-
кроорганизмов в образцах исследуемых суста-
вов показал, что грамположительные бакте-
рии доминируют в качестве этиологического 

фактора ППИ тазобедренного и коленного су-
ставов, это подтверждается преимуществен-
ным выявлением ДНК Staphylococcus spp., 
в том числе ДНК Staphylococcus aureus и ДНК 
коагулазонегативных Staphylococcus spp. встре-
чались с одинаковой частотой 32,3 %, ДИ: 21,2–
45,1 % (n = 21) и 30,8, 95 % ДИ: 19,9–43,4 % (n = 20) 
случаев соответственно.

В 21 образцах биологического материала 
основной группы пациентов выявленные воз-
будители присутствовали в составе полими-
кробной инфекции: ДНК Staphylococcus spp. +  
Streptococcus spp. – в 15 образцах (71,4, 95 % 
ДИ: 47,8–88,7 %), ДНК Staphylococcus spp. + 
Enterobacteriaceae были выявлены в 6 образ-
цах (28,6, 95 % ДИ: 11,3–52,2 %), что дает ос-
нование предполагать, что они формируют 
биологические сообщества в виде биопленок. 
Бактериальные биопленки обеспечивают пре-
восходную и стабильную среду гомеостаза, 
онапредотвращает попадание иммунных клеток 
и противобактериальных лекарственных препа-
ратов в сообщество бактериальной биопленки.

С применение статистического анализа 
(точный критерий Фишера) установлено: вы
явление ДНК условно-патогенным микроор
ганизмов рода Staphylococcus (p < 0,05), 
Streptococcus (p = 0,0002) и семейства Entero-
bacteriaceae (p = 0,0126) в биологическом ма-
териале пациентов достоверно ассоциировано 
с наличием ППИ после эндопротезирования 
крупных суставов. Установлено наличие до-

Т а б л и ц а  1  –  Результаты выявления условно-патогенных возбудителей ППИ после эндопротезирования 
тазобедренного/коленного сустава у исследуемых пациентов

Возбудитель Основная группа (n = 158),
n (95 % ДИ)

Контрольная группа (n = 60),
n (95 % ДИ)

Staphylococcus spp. 65 (41,1; 33,8–48,9)* 2 (3,3; 0,4–11,5)
Метициллин-чувствительный Staphylococcus aureus (MSSA) 8 (12,3; 5,5–22,8) 0 (0,0)
Метициллин-резистентный Staphylococcus aureus (MRSA) 13 (20,0; 11,1–31,8) 0 (0,0)
Метициллин-резистентный коагулазонегативный 
Staphylococcus spp. (MRCoNS) 20 (30,8; 19,9–43,4) 1 (50,0; 1,3–98,7)

Streptococcus spp. 25 (15,8; 10,5–22,5)* 0 (0,0)
Enterococcus faecalis/faecium 8 (5,1; 2,2–9,7) 0 (0,0)
Enterobacteriaceae 14 (8,9; 4,9–14,4)* 0 (0,0)

Escherichia coli 6 (42,9; 17,7–71,1) 0 (0,0)
Enterobacter spp., Klebsiella spp. 4 (28,6; 8,4–58,1) 0 (0,0)
Proteus spp. 0 (0,0) 0 (0,0)
Serratia spp. 0 (0,0) 0 (0,0)
Pseudomonas aeruginosa 0 (0,0) 0 (0,0)

Полимикробные# 21 (13,3; 8,4–19,6)* 0 (0,0)

Примечания:
1 * – различия статистически значимы.
2 # – Относится к числу случаев полимикробной ППИ: конкретные вовлеченные микроорганизмы отражены 

в соответствующих категориях.
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стоверных отличий по частоте выявления 
полимикробной инфекции между основной 
и контрольной группой (p = 0,0013). 

При изучении частоты выявления ДНК 
облигатно-патогенной флоры (Chlamydia tra
chomatis, Mycoplasma hominis, Mycoplasma 
genitalium, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma 
pneumoniae) в синовиальной жидкости и фраг-
ментах синовиальной оболочки основной и кон-
трольной группы были получены отрицатель-
ные результаты во всех исследуемых образцах. 

На следующем этапе нами проведены мо-
лекулярно-генетические исследования по оп- 
ределению количественных уровней (кон
центраций) ДНК рода Streptococcus spp., рода  
Staphylococcus spp. и семейства Enterobac
teriaceae во всех образцах биологического 
материала, в которых детектировалась ДНК 
указанных возбудителей. Результаты исследо-
ваий представлены в табл. 2.

Таким образом, грамположительные бак-
терии доминируют в качестве этиологическо-
го фактора ППИ тазобедренного и коленного 
суставов, это подтверждается преимуществен-

ным выявлением ДНК Staphylococcus spp., 
далее следуют микроорганизмы рода Strepto-
coccus и представители семейства Enterobac-
teriaceae. Частоты выявления Staphylococcus 
aureus и коагулазонегативных видов Staphylo-
coccus spp. при ППИ тазобедренных и колен-
ных суставов относительно равна, когда эти 
исследования оцениваются в совокупности, 
но, возможно, различаются в определенных 
частных ситуациях в зависимости от пути 
заражения и времени инициации воспаления 
после эндопротезирования. 

Проведена идентификация генов антибио-
тикорезистентности в клинических образцах 
для оценки вирулентности условно-патоген-
ных бактерий, данные представлены в табл. 3.

Генетическое нацеливание на бактериаль-
ные гены, вызывающие лекарственную устой-
чивость, имеет важное значение для своевре-
менной коррекции антимикробной терапии.

Проведена идентификация молекулярных 
факторов патогенности у микроорганизмов 
и установление генетических маркеров, ас-
социированных с биопленкообразованием  

Т а б л и ц а  2  –  Количественные данные определения концентраций ДНК Staphylococcus spp.,  
Streptococcus spp. и Enterobacteriaceae в биологическом материале основной группы исследования

Биологический ма-
териал

Концентрация ДНК Staphylococcus spp.,
Ме (Q25/Q75) копий/мл

Концентрация ДНК 
Streptococcus spp.,

Ме (Q25/Q75) копий/мл

Концентрация ДНК 
Enterobacteriaceae,

Ме (Q25/Q75) копий/млMSSA MRSA MRCoNS

Фрагменты  
синовиальной 
оболочки и хряща

6,12 (5,40/8,71) × 104

6,20 (5,19/7,62) × 
× 103

7,16 (6,01/8,34) × 
× 1038,37 (6,98/9,72) × 

× 103
7,12 (6,26/8,23) × 

× 103
9,43 (8,13/10,59) × 

× 103

Синовиальная  
жидкость

4,80 (3,27/5,91) × 103

5,49 (4,43/7,09) × 
× 102

6,82 (5,08/7,35) × 
× 1037,20 (6,24/8,09) × 

× 102
7,51 (6,34/8,32) ×  

× 102
8,18 (7,64/9,28) × 

× 103

Т а б л и ц а  3  –  Результаты выявления генов антибиотикорезистентности условно-патогенных бактерий, 
участвующих в этиологии ППИ

Микроорганизм/Антибиотик Ген устойчивости Присутствие гена, n (95 % ДИ)

Staphylococcus aureus и Staphylococcus spp. (n = 65)
Бета-лактамы mecA 39 (60,0; 47,1–72,0)

Escherichia coli (n = 6)

Цефалоспорины blaCTX-M 0 (0,0)
blaOXA10 2 (33,3; 4,3–77,7)

Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp. (n = 4)

Карбапенемы blaKPC 0 (0,0)
blaOXA48-like 0 (0,0)

Пенициллины blaGES 1 (25,0; 0,6–80,6)
Цефалоспорины blaDHA 0 (0,0)

Streptococcus spp. (n = 25)
Макролиды, линкозамиды, 
 стрептограмин В

Mef 6 (24,0; 9,4–45,1)
ErmB 2 (8,0; 1,0–26,0)

Enterococcus faecalis/Enterococcus faecium (n = 8)
Гликопептиды VanA/VanB 0 (0,0)
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у бактерий, участвующих в этиологии перип
ротезной инфекции. Молекулярное обнаруже-
ние генов ica выявило наличие оперона в боль-
шинстве клинических штаммов (28 из 41; 68,3 %,  
ДИ: 51,9–81,9 %). Обнаружено статистиче-
ски значимое выявление генов ica у штам-
мов Stаphylococcus aureus (n = 20, 95,2 %; ДИ: 
76,2–99,9 %) по сравнению со штаммами коа-
гулазонегативных Stаphylococcus spp. (n = 13,  
65,0 %; ДИ: 40,8–84,6 %) из клинических об-
разцов (p = 0,02). 7 штаммов коагулазонегатив-
ных Staphylococcus spp. не несли оперон ica, 
однако это не исключает фенотипической спо-
собности штаммов образовывать биопленку 
и предполагает существование ica-независимых 
механизмов биоплекоообразования. Референс-
штамм Stаphylococcus aureus ATCC 6538 харак-
теризовался наличием генов ica оперона (icaA, 
icaD, icaB, icaC). Наличие генов ica служит ге-
нетическим маркером биопленкообразования 
у микроорганизмов рода Staphylococcus, участ
вующих в этиологии перипротезной инфекции.

Ген papC детектирован у 4 штаммов Esche
richia coli (66,7 %; ДИ: 22,3–95,7 %) из клиниче-
ских образцов, у референс-штамма Escherichia 
coli ATCC 11229 ген не обнаружен (p = 0,43).

Штамм Klebsiella pneumoniae из клини-
ческого образца характеризовался наличием 
гена fimH, в то время как у референс-штам-
ма Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 дан-
ный ген не выявлен. Достоверных отличий не 
установлено (p = 1,00).

Заключение. На основании исследований 
установлено, что условно-патогенные микро-
организмы являются статистически значимым 
этиологическим фактором ППИ после эндопро-
тезирования крупных суставов. Ведущую роль 
в развитии ППИ играет Staphylococcus spp.  
(n = 65), доля которого 41,1, 95 % ДИ: 33,8–48,9 %,  
на долю Streptococcus spp. (n = 25) – 15,8 %, 95 % 
ДИ: 10,5–22,5% случаев и Enterobacteriaceae 
(n = 14) – 8,9 %, 95 % ДИ: 4,9–14,4 % случаев. 
В 13,3 %, 95 % ДИ: 8,4–19,6 % (n = 21) случа-
ев у исследуемых пациентов выявленные воз-
будители присутствовали в составе полими-
кробной инфекции: ДНК Staphylococcus spp. +  
Streptococcus spp. – в 15 образцах (71,4 %,  
95 % ДИ: 47,8–88,7 %), ДНК Staphylococcus 
spp. + Enterobacteriaceae выявлены в шести 
образцах (28,6 %, 95 % ДИ: 11,3–52,2 %).

При оценке наличия и распространенно-
сти генов биопленкообразования у условно- 
патогенных возбудителей, ассоциированных 
с ППИ, установлено, что у микроорганизмов 
рода Staphylococcus наличие генов ica служит 
генетическим маркером биопленкообразова-
ния. Обнаружена устойчивость к бета-лакта-
мам у Staphylococcus spp. (60,0 %, 95 % ДИ: 
47,1–72,0 %), цефалоспоринам у Escherichia 
coli (33,3 %, 95 % ДИ: 4,3–77,7), пенициллинам 
у Klebsiella pneumoniae/Enterobacter spp. (25,0 %, 
95 % ДИ: 0,6–80,6 %), макролидам/линкоза-
мидам/стрептограмину В у Streptococcus spp. 
(32,0 %, 95 % ДИ: 14,9–53,5 %).
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OPPORTUNISTIC MICROORGANISMS – ETIOLOGICAL FACTOR PERIPROSTHETIC JOINT INFECTION

Lyamtseva A.K., Kostiuk S.A., Poluyan O.S., Benko A.N.

Belarusian State Medical University, Minsk, Republic of Belarus

One of the serious complications after endoprosthesis replacement is periprosthetic joint infection (PJI). The leading role 
in the development of this infection is given to microorganisms that form microbial biofilms on the surface of the endoprosthe-
sis. The biological material of 158 patients with signs of PJI (main group) and 60 patients who did not have these signs (control 
group) after hip/knee joint replacement was studied using the RT-PCR method. The frequency of detection of DNA of oppor-
tunistic microorganisms with a quantitative format for detecting microorganisms was determined, the prevalence of antibiotic 
resistance genes and biofilm formation of microorganisms was assessed. Based on the studies, it was established that the detec-
tion of Staphylococcus spp., Streptococcus spp. and Enterobacteriaceae DNA in synovial fluid and fragments of the synovial 
membrane and cartilage in patients with clinical signs of infection is a microbiological etiological factor of PJI. The presence  
of ica genes serves as a genetic marker of biofilm formation in microorganisms of the genus Staphylococcus.

Keywords: endoprosthesis replacement; knee joint; hip joint; periprosthetic joint infection; opportunistic microorganisms.


