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МЕТОД FISH ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ И ПРОГНОЗИРОВАНИЯ ХИРУРГИЧЕСКОЙ 

ИНФЕКЦИИ И СЕПСИСА  

Оренбургский федеральный исследовательский центр УрО РАН (Институт клеточного и 

внутриклеточного симбиоза УрО РАН), Оренбург, Россия 

Цель. Изучить дополнительные методы для точной, ранней диагностики и прогно-

зирования развития гнойно-септических осложнений хирургических инфекций. 

Материалы и методы. В исследовании использовали бактериологический метод и 

флуоресцентную in situ гибридизацию (FISH) образцов крови больных сепсисом и острым 

пиелонефритом. 

Результаты. У обследуемых больных была выявлена полимикробная инфекция, со-

стоящая из 2-3 микробов-ассоциантов. В 1,3-8,7 раз чаще наблюдали адгезию бактерий к 

поверхности эритроцитов и их внутриэритроцитарное расположение представителей се-

мейства Enterobacteriaceae, чем представителей рода Staphylococcus spp. В результате ста-

тистического анализа была получена регрессионная модель, позволяющая прогнозировать 

тяжесть течения сепсиса и дифференцировать стадии острого пиелонефрита. 

Заключение. При диагностики острого пиелонефрита метод FISH позволяет диффе-

ренцировать серозную и гнойную стадии острого пиелонефрита с возможностью обнару-

жения и одновременной идентификации микроорганизмов (по известным ДНК -зондам), а  

больных сепсисом с помощью данного методического подхода можно разделить на три 

группы по степени тяжести течения заболевания.  

Ключевые слова: FISH, эритроциты, адгезия, проникновение в эритроциты, сепсис, 

острый пиелонефрит. 

 

 

E.A. Shchuplova, M.D. Kuzmin, Yu.A. Khlopko, S.V. Cherkasov  

FISH METHOD FOR THE DIAGNOSIS AND PREDICTION OF  

SURGICAL INFECTIONS AND SEPSIS 

Orenburg Federal Research Сenter, UB RAS (Institute of Cellular and Intracellular Symbiosis, 

UВ RAS), Orenburg, Russia 

Objective. To study additional methods for accurate, early diagnosis and prediction of the 

development of purulent-septic complications of surgical infections. 

Materials and methods. The study used the bacteriological method and fluorescent in situ 

hybridization of blood samples from patients with sepsis and acute pyelonephritis.  

Results. The surveyed patients had polymicrobial infection, consisting of 2-3 of germs of 

associates are realized. Adhesion of bacteria to the surface of erythrocytes and their intra-

erythrocyte location of representatives of Enterobacteriaceae family were observed 1.3-8.7 

times more often than representatives of the genus Staphylococcus spp. As a result of statistical 

analysis, a regression model was obtained, the values of which can predict the severity of sepsis 

and differentiate the stage of acute pyelonephritis. 

Conclusion. In the diagnosis of acute pyelonephritis, the FISH method allows to differenti-

ate the serous and purulent stages of acute pyelonephritis with the possibility of detection and 

simultaneous identification of microorganisms (according to known DNA probes), and patients 

with sepsis with this methodological approach can be divided into three groups according to the 

severity of the disease. 

Key words: FISH, erythrocytes, adhesion, erythrocyte penetration, sepsis, acute pyelone-

phritis. 
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Введение 

В настоящее время инфекционные заболевания продолжают играть од-

ну из ведущих ролей в патологии человека. Известно, что сепсис является 

тяжелым осложнением хирургической инфекции и по-прежнему остается од-

ной из наиболее значимых проблем современной клинической медицины в 

силу большой распространенности и неприемлемо высокой летальности [1-

3]. К инфекционно-воспалительным заболеваниям относят острый пиелонеф-

рит, причем в 25-30% случаев течение данной патологии осложняется разви-

тием гнойно-деструктивных форм (апостематозный пиелонефрит, абсцесс и 

карбункул почки), которые нередко приводят к развитию уросепсиса.  

Этиологическая диагностика сепсиса и уросепсиса представляет собой 

одну из наиболее сложных проблем современной медицины в связи с широ-

ким разнообразием возбудителей, многие из которых являются компонента-

ми нормальной микрофлоры человека [4]. «Золотым стандартом» лаборатор-

ной диагностики сепсиса, уросепсиса является бактериологический метод 

выделения гемокультур. Недостатком данного метода является длительность 

культивирования посевов до 5-7 суток, длительное время для идентификации 

чистой культуры с помощью различных биохимических тестов, а также про-

ведение теста на выявление резистентности к антибиотикам. Данный метод 

не приемлем для некультивируемых бактерий, таких как микоплазмы, нокар-

дии, риккетсии, хламидии и ряд других микроорганизмов [5]. Кроме того, 

эффективность бактериологического метода составляет около 45% [3]. 

По сравнению с бактериологическим методом методы молекулярной 

диагностики лишены вышеуказанных недостатков. Примером молекулярно-

генетических методов являются методы ПЦР-анализа гемокультуры, метод 

флуоресцентной in situ гибридизации (FISH) и другие.  

Для дифференциальной диагностики острого пиелонефрита широкое 

применение находят современные высокотехнологичные методы исследова-

ния, которые позволяют оценивать структурно-функциональное состояние 

почечной паренхимы. К ним относят УЗ-доплерографию, магнитно-

резонансную томографию (МРТ), мультиспиральную компьютерную томо-

графию (МСКТ) [6]. Однако имеющиеся методы диагностики, не всегда по-

зволяют выявлять раннее начало гнойного процесса в почках. 

Цель данной работы – изучить дополнительные методы для точной  

ранней диагностики и прогнозирования развития гнойно-септических ослож-
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нений хирургических инфекций. 

Материалы и методы  

В работе исследованы  образцы крови 40 больных (20 женщин и 20 

мужчин) с предположительным диагнозом сепсис в возрасте от 30 до 82 лет 

(средний возраст составил 56 лет) и 45 пациентов (31 женщина, 14 мужчин) с 

острым пиелонефритом в возрасте от 19 до 85 лет (средний возраст 52 года). 

При обследовании больных осуществляли сбор анамнеза, общий анализ кро-

ви и мочи, а также рентгенологическое и ультразвуковое исследование. Па-

раллельно проводили микробиологическое исследование образцов крови 

всех обследуемых больных с  использованием бактериологического и моле-

кулярно-генетического метода (флуоресцентной in situ гибридизации – 

FISH). Для этого у пациентов брали кровь из локтевой вены стерильным од-

норазовым шприцем и переливали ее в пробирку с антикоагулянтом. С по-

мощью бактериологического метода выделяли гемокультуру, затем проводи-

ли видовую идентификацию по морфологическим, культуральным и биохи-

мическим свойствам, используя тест-системы: Enterotest-24, Staphytest («Erba 

Lachema s.r.o.», European Union). При FISH использовали ДНК-зонды, ком-

плементарные видоспецифическим участкам гена 16S рРНК микроорганиз-

мов, наиболее часто встречающихся при гнойно-септических осложнениях 

хирургических инфекций: Oligo 1 (Enterobacteriaceaе), Oligo 2 (Pseudomonas 

aeruginosa), Oligo 3 (Staphylococcus aureus), Oligo 5 (S. epidermidis), Oligo 6 

(Staphylococcus spp.). Данные зонды были синтезированы и на 5
'
-конце поме-

чены флуоресцеинаизотиоцианатом (FITC) («ДНК-синтез», Москва). Подго-

товку образцов крови для FISH проводили по методу, описанному в работе 

Е.А. Щупловой и соавт. [7]. Далее с помощью конфокального лазерного ска-

нирующего микроскопа (КЛСМ) определяли количество адгезированных на 

поверхности эритроцитов и внутриэритроцитарно расположенных бактерий.  

Статистический анализ полученных результатов проводили с помощью 

программы Statistica 6.0. Для оценки различий (р) использовали критерий (t) 

Стьюдента, различия считали значимыми (достоверными) при р<0,05. 

Результаты и обсуждение 

Полученные результаты клинико-инструментального и лабораторного 

обследования больных с предварительным диагнозом «сепсис» и острый 

пиелонефрит явились показанием к микробиологическому исследованию 

крови. По результатам бактериологического исследования в группе больных 
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сепсисом в 20% случая была выделена гемокультура, причем в 7,5% обнару-

жили Staphylococcus aureus, в 5% – представителей семейства 

Enterobacteriaceae, в том числе рода Proteus, и Pseudomonas aeruginosa, а так-

же грибы рода Candida. В группе больных с острым пиелонефритом только у 1 

пациента (2,9%) удалось выделить моновидовую гемокультуру, которую с по-

мощью биохимических тестов идентифицировали как Escherichia coli.  

В связи с известными недостатками бактериологического метода (см. 

выше) для обнаружения микроорганизмов в образцах крови обследуемых боль-

ных параллельно нами использован современный молекулярно-генетический 

метод флуоресцентной in situ гибридизации (FISH). Чувствительность этого ме-

тода составляет 95% [4], время для исследований сокращается до 8-12 часов, не 

требуется выделения гемокультуры, можно сразу использовать образец крови. 

Метод FISH позволяет одновременно проводить идентификацию микроорга-

низмов, так как ДНК и рРНК бактерий гибридизуется с ДНК-зондами, компле-

ментарными таксонспецифическим участкам гена 16S рРНК [4].  

Для выявления моно- или полимикробной инфекции в образцах крови 

каждого обследуемого больного использовали одновременно все виды оли-

гонуклеотидных зондов.  

В результате работы оказалось, что среди исследуемых образцов крови 

от больных сепсисом в 30,3% случаев срабатывал только один зонд, то есть у 

больных отмечалась моноинфекция (рис. 1).  

 

Рис. 1. Встречаемость ассоциаций микроорганизмов в образцах 

крови септических больных. 
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В 39,4% случаев свечение в образцах крови обнаруживали одновремен-

но с двумя зондами, а с тремя ДНК-зондами отмечалось в 20% случаев. Необ-

ходимо отметить, что одновременное срабатывание четырех зондов наблю-

дали в 6,1% случая, а при обработке образцов крови 5-ти зондами свечений 

от бактерий не выявлено.  

Полученные результаты согласуются с данными литературы, где отме-

чается, что при обследовании образцов крови, взятых от больных сепсисом, 

чаще наблюдается полимикробная этиология заболевания, которая состоит из 

ассоциаций, включающих микроорганизмы 2-3 видов [1].  

От больных острым пиелонефритом с помощью люминесцентной мик-

роскопии было исследовано 45 образцов крови. Результаты исследования по-

казали, что только у 5 (14,3%) из 45 обследуемых больных выявили свечение 

от ДНК-зондов в образцах крови, причем было обнаружено 207 специфиче-

ских свечений от разных ДНК-зондов, что свидетельствовало о развитии по-

лимикробной инфекции.  

В образцах крови обследуемых больных выявляли одновременно свече-

ние от двух зондов (то есть двух ассоциантов бактерий),  свечение одновре-

менно трех зондов не встречалось.  В результате исследования оказалось, что в 

2,4 раза чаще в образцах крови обследуемых больных острым пиелонефритом 

встречались ассоциации представителей семейства Enterobacteriaceaе с S. 

aureus, чем представителей семейства Enterobacteriaceaе с S. epidermidis 

(24,8±5,6 против 10,2±4,5 % соответственно, р<0,05). 

На следующем этапе исследования с помощью люминесцентной мик-

роскопии определяли процент адгезированных на поверхности эритроцитов и 

внутриэритроцитарно расположенных бактерий в образцах крови обследуе-

мых больных (рис. 2).  

Из представленного графика видно, что в 1,3 раза чаще наблюдали ад-

гезию к поверхности эритроцитов бактерий, представителей семейства 

Enterobacteriaceaе (Oligo 1), чем представителей рода Staphylococcus spp. 

(Oligo 5) и в 2,5-4,5 раза чаще, чем S. epidermidis (Oligo 4) и S. aureus (Oligo 

3) соответственно (р≥0,05).  

P. aeruginosa (Oligo 2) в образцах крови больных сепсисом регистриро-

вали редко, всего в 2 случаях из 45.  
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Примечание: * - р<0,05. 

Рис. 2. Значения адгезированных бактерий на поверхности эритроцитов 

и их внутриэритроцитарное расположение в образцах крови 

больных сепсисом. 

При изучении внутриэритроцитарного проникновения бактерий на-

блюдали аналогичные результаты. Необходимо отметить, что при обработке 

исследуемых проб крови Oligo 4 в 1,3 раза чаще наблюдали внутриэритроци-

тарное проникновение бактерий, чем адгезивную способность (20,8±2,5 про-

тив 15,9±1,6%; р≥0,05). 

При обследовании образцов крови 45 больных острым пиелонефритом 

оказалось, что в 40 пробах свечение не обнаружено, то есть искомые бакте-

рии в образцах крови отсутствовали, тогда как у 5 обследованных наблюдали 

207 свечений как адгезированных бактерий на поверхности эритроцитов, так 

и их внутриэритроцитарное расположение (табл. 1).  

Таблица 1.  Значения адгезированных бактерий на поверхности эритроцитов 

и их внутриэритроцитарное расположение в образцах крови 
больных с острым пиелонефритом 

Стадия 

острого 

пиело-

нефрита 

Адгезия (%) Внутриэритроцитарное  

проникновение (%) 

Oligo  
1 

Oligo  
2 

Oligo  
3 

Oligo  
5 

Oligo  
6 

Oligo  
1 

Oligo  
2 

Oligo  
3 

Oligo  
5 

Oligo  
6 

Серозная 

стадия 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Гнойная 

стадия 

 
63,3± 

7,9 

 
8,7± 
4,6 

 
12,2± 

6,1 

 
8,5± 
4,9 

 
7,3± 
4,6 

 
54,8± 

8,3 

 
13,0± 

5,8 

 
12,9± 

6,6 

 
11,5± 

6,1 

 
7,8± 
4,5 

 

% 

* 

* 

* 

* 

* 
* 

* 

* 
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При изучении процесса адгезии бактерий к поверхности эритроцитов 

оказалось, что в 8,7 раз чаще наблюдали свечение от ДНК-зонда, характерно-

го для представителей семейства Enterobacteriaceaе (Oligo 1), чем от Oligo 6 

(р<0,05). В 1,4 раз чаще было выявлено свечение с Oligo 3 (S. aureus), чем с 

зондами, комплементарными таксон-специфическим участкам гена S. 

epidermidis и P. aeruginosa, а также в 1,9 раз чаще, чем с представителями ро-

да Staphylococcus spp.  

 При изучении внутриэритроцитарного расположения бактерий в об-

разцах крови больных острым пиелонефритом с гнойной стадии развития за-

болевания оказалось, что в 4,2 раза чаще наблюдали внутриэритроцитарное 

расположение бактерий представителей семейства Enterobacteriaceaе, чем P. 

aeruginosa (Oligo 2) и S. aureus (Oligo 3) – 54,8±8,3 против 13,0±5,8 и 12,9±6,6 

% соответственно (табл. 1). Кроме того энтеробактерии в 4,7 раза чаще выяв-

ляли внутри эритроцитов, чем S. epidermidis (Oligo 5), и в 7,4 раза чаще, чем 

представителей рода Staphylococcus spp. (Oligo 6). Необходимо отметить, что 

в образцах крови больных острым пиелонефритом с серозной стадией разви-

тия заболевания не было обнаружено ни адгезированных на поверхности 

эритроцитов, ни проникших внутрь эритроцитов бактерий. 

На следующем этапе нами проведена статистическая обработка полу-

ченных данных. В результате для комплексной оценки тяжести течения забо-

левания у больных сепсисом с использованием одновременно нескольких 

ДНК-зондов был проведен статистический анализ. Результаты анализа по-

зволили получить регрессионную модель, определяющую степень тяжести 

течения заболевания в зависимости от количества бактерий адгезированных 

на поверхности и расположенных внутриэритроцитарно.  

Регрессионная модель представляет собой интегральный показатель, 

значения которого позволили дифференцировать степень тяжести течения 

сепсиса. Интегральный показатель (ИП) рассчитывается по формуле: 

ИП= 1,527+0,333× Х1 -1,116× Х2-0,137× Х3+0,033× Х4+0,061× Х5-0,184× 

Х6+3,242× Х7+0,71× Х8+0,888× Х9+0,336× Х10 , 

где: Х1 – количество адгезированных бактерий на поверхности эритро-

цитов в образце крови больного, обработанных зондом Oligo1; 

Х2 - количество адгезированных бактерий на поверхности эритроцитов 

в образце крови больного, обработанных зондом Oligo2; 

Х3 - количество адгезированных бактерий на поверхности эритроцитов 
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в образце крови больного, обработанных зондом Oligo3; 

Х4 - количество адгезированных бактерий на поверхности эритроцитов 

в образце крови больного, обработанных зондом Oligo4; 

Х5 - количество адгезированных бактерий на поверхности эритроцитов 

в образце крови больного, обработанных зондом Oligo5; 

Х6 – количество внутриэритроцитарно расположенных бактерий в об-

разце крови больного, обработанных зондом Oligo1; 

Х7 - количество внутриэритроцитарно расположенных бактерий в об-

разце крови больного, обработанных зондом Oligo2; 

Х8 - количество внутриэритроцитарно расположенных бактерий в об-

разце крови больного, обработанных зондом Oligo3; 

Х9 - количество внутриэритроцитарно расположенных бактерий в об-

разце крови больного, обработанных зондом Oligo4; 

Х10 - количество внутриэритроцитарно расположенных бактерий в об-

разце крови больного, обработанных зондом Oligo5. 

По результатам расчетов регрессионной модели и клинически под-

твержденных диагнозов определены 3 группы, отличающиеся по степени тя-

жести течения заболевания:  легкая, средняя и тяжелая формы (табл. 2).  

Таблица 2. Диапазоны дифференциации тяжести течения заболевания 

№ 
п/п 

Степень тяжести  
течения заболевания 

Диапазоны 

1. Легкая  до 2,5 

2. Средняя  2,5 – 5,6 

3. Тяжелая  свыше 5,6 

 

Из представленной таблицы 2 видно, что чем выше значения диапазо-

нов, рассчитанных с помощью регрессионной модели, тем тяжелее состояние 

больного.  

В настоящее время в медицинской практике достаточно широко ис-

пользуются различные шкалы по оценке  тяжести  состояния пациентов при 

сепсисе, алгоритмы выраженности  полиорганной недостаточности и прогно-

зирования исхода заболевания. Но по-прежнему, фатальный исход имеет 

крайне высокую степень вероятности, что диктует необходимость дальней-

шего поиска критериев диагностики.  

Статистический анализ результатов, полученных от больных острым 

пиелонефритом показал, что если в образцах крови больных обнаруживают ≥ 
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5 адгезированных на поверхности эритроцитов и ≥ 2 внутриэритроцитарно 

расположенных бактерий, то у больных выявляют развитие гнойной стадии 

острого пиелонефрита.  

В дальнейшем, у 5 обследуемых больных, у которых с помощью мето-

да FISH обнаружены и идентифицированы микроорганизмы, через 3-е суток 

было выполнено повторное ультразвуковое исследование и компьютерная 

томография почек. В результате исследования у пациентов наблюдали неод-

нородные гипоэхогенные образования, окруженные эхогенными контурами 

инфильтрированной паренхимы. Чашечно-лоханочная система у всех обсле-

дуемых больных была деформирована. Выставлен клинический диагноз: 

«Острый гнойный пиелонефрит»: абсцесс почки (n=1), карбункул почки 

(n=1), апостематозный нефрит (n=3). Всем больным было проведено опера-

тивное вмешательство, в результате которого диагноз был подтвержден. 

Дифференциальная диагностика серозной и гнойной стадий острого 

пиелонефрита так же достаточна сложна. Несмотря на существующие диаг-

ностические критерии, далеко не всегда врач может вовремя поставить точ-

ный диагноз. По мнению З.С. Вайнберга [9], каждый больной с подозрением 

на наличие гнойного процесса в почках «в известной степени есть кроссворд, 

и от умения врача находить единственно правильные ответы и решения зави-

сит жизнь пациента». 

Заключение 

В данной работе обоснованы дополнительные критерии микробиоло-

гической диагностики образцов крови больных с сепсисом и острым пиело-

нефритом, заключающиеся в определении количества адгезированных на по-

верхности эритроцитов и внутриэритроцитарно расположенных бактерий, 

обнаруженных с помощью современного молекулярно-генетического метода 

флуоресцентной in situ гибридизации (FISH).  

При диагностике острого пиелонефрита использование метода FISH 

позволяет дифференцировать серозную и гнойную стадии острого пиелонеф-

рита с возможностью обнаружения и одновременной идентификации микро-

организмов (по известным ДНК-зондам), а больных сепсисом с помощью 

данного методического подхода можно разделить на три группы по степени 

тяжести течения заболевания.  

Таким образом, клинические параметры обследуемых больных с хи-

рургической инфекцией и сепсисом в сочетании с бактериологическими ха-
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рактеристиками образцов крови помогут врачам как можно скорее провести 

точную и раннюю диагностику заболеваний и своевременно назначить  анти-

бактериальную терапию. 
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