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Эндофтальмит – это острое офтальмологическое состояние, требующее своевременной и точной 
диагностики и лечения. На сегодняшний день микробиологические методы, такие как микроскопия 
с окрашиванием по Граму и культивирование, считаются золотым стандартом выявления 
возбудителей. Однако в ряде случаев возбудитель остается невыявленным, что может быть связано 
с неинфекционной природой воспаления, невозможностью идентификации нового микроорганизма 
или с тем, что патоген не культивируется после предварительного лечения антибиотиками. 
В статье рассматриваются микробиологические особенности эндофтальмита, существующие 
методы диагностики микроорганизмов, а также современные молекулярные технологии, в частности 
нанопоровое секвенирование нового поколения. Этот инновационный подход повышает точность 
диагностики и эффективность лечения инфекционных заболеваний, открывая новые возможности 
для более активного выявления микроорганизмов при эндофтальмите.
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В ближайшие  годы стремительное развитие 
молекулярных технологий может значитель-
но изменить подходы к диагностике в клини-

ческой микробиологии. Сегодня особое внимание 
уделяется клинической метагеномике с использо-
ванием секвенирования нового поколения (СНП), 
которая позволяет глубоко секвенировать нуклеи-
новые кислоты из сложных биологических образ-
цов. Преимущества этого непредвзятого метода 
выявления патогенов состоят в его исключитель-
ном потенциале для изучения резистентнос ти 
к противомикробным препаратам, проведения мо-
лекулярной эпидемиологии, типирования штам-
мов и отслеживания вспышек заболеваний, причем 
в рамках одного анализа. Перед офтальмологами, 
занимающимися лечением  глазных инфекций, 
особенно остро стоит вопрос разработки более 

чувствительных и быстрых диагностических тес-
тов, что крайне важно при эндофтальмите, пос-
кольку традиционные методы культивирования 
и окрашивания часто не выявляют его возбудите-
лей [1]. Тем не менее внедрение нанопорового сек-
венирования в клиническую практику потребу ет 
подготовки врачей, микробиологов и  специали-
стов по  биоинформатике. Будет необходима об-
работка огромного объема сложных данных, гене-
рируемых в процессе исследований. Этот вызов, 
ранее описанный как «мальтузианская ловушка 
секвенирования», заключается в возможных труд-
ностях с обработкой и интерпретацией больших 
массивов данных [2].
Эндофтальмит (от греч. endo  – внутри и  ophthal-
mos  –  глаз)  – воспалительный процесс внутрен-
них оболочек глаза, приводящий к  образованию 
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гнойного выпота в  стекловидном теле [3]. Эндо-
фтальмит представляет собой серьезное ослож-
нение, требующее немедленного вмешательства 
со стороны офтальмологов.

Современные стандарты диагностики 
эндофтальмита
Одна из главных проблем в борьбе с эндофтальми-
том – недостаток инновационных методов диагнос-
тики. За последние 50 лет стандарты определения 
возбудителей почти не изменились. Современные 
исследования показывают, что эти инфекции часто 
представляют серьезную диагностическую слож-
ность, поскольку клинический осмотр сам по себе 
не предоставляет точной информации о микробной 
природе эндофтальмита. Сказанное прежде всего 
касается бактериальных и  грибковых эндофталь-
митов, которые в продромальном периоде не всегда 
сопровождаются явными признаками и требуют за-
бора образцов стекловидного тела и внутриглазной 
жидкости для анализа. Однако в  офтальмологии 
сбор тканей или внутриглазной жидкости весьма 
проблематичен из-за малого количества доступного 
материала.
Основным методом диагностики эндофтальмита 
остается забор нескольких образцов из  зоны ин-
фицирования. Обычно это делается с  помощью 
стерильного скальпеля, шпателя или специальных 
тампонов, затем образцы наносятся на предметные 
стекла для микроскопии или помещаются в пита-
тельные среды [4]. Однако метод требует значитель-
ных финансовых, временных и  трудовых затрат, 
а также имеет невысокую чувствительность – менее 
50% [1]. Как следствие, в  половине случаев свое-
временное назначение противомикробной тера-
пии невозможно. Кроме того, процесс инкубации 
для получения результатов может занимать свыше 
30 дней, что существенно отсрочивает постановку 
диагноза и начало лечения.
Ключевым остается вопрос: содержат ли образцы 
биопсийного материала, не дающие роста в куль-
туре, живые микроорганизмы [5]? Например, 
при эндофтальмите молекулярные методы часто 
не  выявляют бактериальную ДНК в  культурах 
с отрицательным ростом. Вместе с тем в крупном 
исследовании, проведенном в Южной Индии, где 
преобладают как грибковые, так и бактериальные 
патогены, с помощью направленной ПЦР 16S или 
18S [6] удалось обнаружить потенциальных воз-
будителей более чем в 95% образцов, хотя только 
в 50% случаев посев дал положительный результат. 
Это указывает на  то, что низкий процент поло-
жительных результатов скорее всего связан с не-
достаточной чувствительностью методов посева, 
а не с отсутствием патогенов в стекловидном теле. 
Таким образом, необходимо совершенствовать 
диагностические технологии.
В  клинической практике основная трудность 
для врача заключается в том, что, если эмпири-
ческое лечение антибиотиками неэффективно, 

ухудшение зрения у  пациента может стать не-
обратимым. Результаты посева, которые обычно 
доступны лишь через несколько дней, не всегда 
дают информацию, позволяющую скорректиро-
вать алгоритм лечения.

Пределы традиционной микробиологии
Традиционные методы диагностики в  микробио-
логии ограниченны и  до сих пор зависят от  фе-
нотипических подходов. Процессы, базирующи-
еся на способности выращивать жизнеспособные 
микро организмы в культуре и дополнительно ана-
лизировать их на  основе морфологии (например, 
с помощью окрашивания) и биохимических харак-
теристик (в частности, тесты на антигены и серо-
логия), относятся к биотехнологии [7]. Хотя в по-
с ледние  годы методы диагностики расширились 
и теперь включают ПЦР и автоматизацию лабора-
торных процессов с использованием масс-спектро-
метрии MALDI-TOF [8] для быстрого определения 
патогенов, существуют значительные ограничения. 
Одним из  главных недостатков является зависи-
мость от культивирования микроорганизмов, что 
делает процесс длительным и дорогостоящим для 
медленно растущих или привередливых возбудите-
лей [9].
Некоторые клинически значимые патогены, если 
они не растут на выбранных питательных средах 
(явление, известное как «аномалия чашки Петри») 
или их рост подавляется предварительным при-
менением противомикробных препаратов, можно 
вообще не обнаружить [10]. И даже если патоген 
удалось вырастить, это только первый этап диаг-
ностики. В  условиях возрастающей резистент-
ности к  антибиотикам важно также проводить 
анализ чувствительности к  противомикробным 
препаратам  – обязательное условие эффектив-
ного лечения. В случаях с патогенами, представ-
ляющими угрозу для общественного здоровья, 
может потребоваться дальнейшая типизация 
методом мультилокусного секвенирования, с по-
мощью  гель-электрофореза ДНК в  импульсном 
поле и микрочипов [11].
В силу ограничений современных подходов к диаг-
ностике эндофтальмита возрос интерес к объедине-
нию существующих тестов в общий анализ, который 
мог бы предоставить более быстрые и клинически 
значимые результаты, а также расширить понима-
ние эпидемиологии глазных инфекций.

Перспективы секвенирования  
в клинической микробиологии
Термин «секвенирование нового поколения» охва-
тывает разнообразные, постоянно развивающиеся 
технологии высокопроизводительного секвениро-
вания, которые позволяют одновременно и массо-
во определять нуклеотидные последовательности 
в образцах [12, 13]. В отличие от более старого ме-
тода секвенирования по Сэнгеру, разработанного 
в  1970-х  гг. и  основанного на  медленном процес-
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се обнаружения отдельных цепей ДНК [14], СНП 
обеспечивает  гораздо более высокую производи-
тельность, точность и экономичность. С внедрени-
ем таких технологий, как пиросеквенирование, по-
явилась возможность одновременно секвенировать 
миллионы коротких фрагментов ДНК, что ускори-
ло исследования в области геномики и микробио-
логии.
Несмотря на  то что секвенирование по  Сэнгеру 
по-прежнему используется для проверки данных 
или изучения труднодоступных участков генома, 
СНП вытеснило его в большинстве научных и кли-
нических областей благодаря снижению затрат 
и  улучшению автоматизации. Сегодня существу-
ет несколько коммерческих доступных платформ 
для СНП, каждая из которых предлагает уникаль-
ные химические реактивы и  отличается длиной 
считывания, частотой ошибок и  вычислительной 
поддерж кой, что позволяет адаптировать техноло-
гию для разных целей и задач [15].
СНП включает в себя два ключевых подхода – це-
левое секвенирование ампликонов и метагеномное 
секвенирование. Целевое секвенирование фокуси-
руется на конкретных участках генома, таких как 
16S рРНК [16, 17] у бактерий, позволяет детально 
изучить микроорганизмы, но метод ограничен воз-
можностью обнаружения только выбранных патоге-
нов. Этот подход был успешно применен в исследо-
ваниях вспышек вирусных заболеваний, таких как 
лихорадка Зика [18, 19] и Эбола [20], но он не всегда 
подходит для изучения комплексных микробных 
сообществ. Метагеномное секвенирование более 
универсальное, поскольку позволяет одновремен-
но исследовать все нуклеиновые кислоты в образце, 
а не ограничиваться конкретными патогенами. Этот 
метод особенно полезен при диагностике сложных 
инфекций, когда традиционные методы неэффек-
тивны.
Метагеномика становится ключевым инструмен-
том в ситуациях, когда другие методы диагности-
ки не  позволяют точно определить возбудителя, 
например при тяжелых системных инфекциях. 
Данный подход помогает не только выявлять новые 
патогены, но и отслеживать распространение и эво-
люцию заболеваний, что делает его незаменимым 
в молекулярной эпидемиологии.
Современные технологии секвенирования также 
развиваются в  направлении изучения экспрес-
сии генов и открывают новые возможности в диаг-
ностике и мониторинге инфекций на основе дина-
мики транскрипции. Анализ РНК-секвенирования 
позволяет различать активные и неактивные микро-
организмы, что может существенно улучшить диаг-
ностику и лечение пациентов [21–24].
Процесс секвенирования включает два этапа  – 
«мок рый» и «сухой» [25–29]. На первом, «мокром», 
этапе из образца выделяют нуклеиновые кислоты, 
фрагментируют их и подготавливают к секвениро-
ванию. Затем полученные данные обрабатываются 
на  «сухом» этапе, включающем сложный анализ, 

сборку и  интерпретацию данных. Этот этап счи-
тается узким местом, поскольку требует мощных 
вычислительных ресурсов и  строгого контроля 
качества на каждой стадии во избежание ошибок 
и ложных результатов.
С  учетом расширения базы данных секвениро-
ванных патогенов будущее диагностики с  ис-
пользованием СНП представляется все более 
автоматизированным и  точным, что позволит 
эффективнее выявлять патогены и  бороться 
с  устойчивостью к  противомикробным препа-
ратам.

Нанопоровое секвенирование
В  последние  годы технология секвенирования 
с помощью нанопор, известная как технология сек-
венирования четвертого поколения, стала настоя-
щим прорывом в области секвенирования генома. 
Благодаря появлению нанопорового секвенатора 
MinION с длительным считыванием, разработан-
ного компанией Oxford Nanopore Technologies, 
а  затем секвенатора PromethION с  улучшенной 
производительностью, можно быстро выявлять 
патогены, несмотря на высокий процент ошибок 
на  базовом уровне, необходимость повторных 
тес тов, оптимизированное соотношение сигнала 
и шума, большее количество считывающих голо-
вок и т.д. [30–32]. Кроме того, применение техноло-
гии длинных считываний позволило интерпрети-
ровать сложные геномы и получать метагеномные 
сборки, что очень удобно для изучения микробных 
сообществ [33].
Технология секвенирования с  помощью нано-
пор дает возможность одноцепочечной ДНК или 
РНК проходить через наноразмерные отверстия 
в  искусственно созданных мембранах и  пре-
образовывать биологические сигналы оснований 
в электрические, которые затем интерпретируются 
алгоритмами и могут быть сопоставлены с метаге-
номом [34]. В последнее время секвенатор Oxford 
Nanopore MinION пользуется большой популяр-
ностью благодаря портативности, быстроте и воз-
можности считывать полноразмерную 16S рРНК 
при чтении данных. Открываются широкие перс-
пективы для его применения. С помощью техно-
логии секвенирования Oxford Nanopore  ген 16S 
рРНК бактерий был напрямую амплифицирован 
с  помощью ПЦР, что позволило быстро иденти-
фицировать бактерии [35]. Кроме того, несколько 
исследований продемонстрировали возможности 
нанопоровых секвенаторов в области метагеноми-
ки бактерий, особенно при бактериальных инфек-
циях [36, 37]. С помощью нанопоровых платформ 
для глубокого секвенирования с длинными считы-
ваниями было проведено сравнительное исследо-
вание [38]. Полученные результаты продемонстри-
ровали потенциал нанопорового секвенирования 
для экономически эффективной идентификации 
возбудителей эндофтальмита в  режиме реально-
го времени. Более того, метод можно использовать 
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для изучения свойств генома бактерий, связанных 
с вирулентностью и устойчивостью к антибиоти-
кам [39].

Диагностические пороги секвенирования
В  клинической метагеномике возможности сек-
венирования определяются так называемым пре-
делом обнаружения (ПО), который можно рас-
сматривать как необходимую массу извлеченной 
ДНК/РНК, требуемую для последующего обнару-
жения [40]. ПО должен быть определен для ряда 
патогенов, предположительно участвующих в раз-
витии заболевания. Определение ПО для анализов 
методом секвенирования – трудоемкий и длитель-
ный процесс. Но без этого этапа невозможно с уве-
ренностью утверждать, что патоген отсутствует, 
поскольку сигнал не обнаружен [41]. Одна из труд-
ностей, связанных с этим процессом, заключает-
ся в меньшем размере геномов микроорганизмов 
по сравнению с геномами людей. Кроме того, если 
ПО для определенного патогена выше ожидаемого 
для конкретного анализа, то это может привести 
к  нежелательной доле ложноотрицательных ре-
зультатов. В  таких случаях необходимо оптими-
зировать процесс секвенирования, чтобы снизить 
ПО и повысить чувствительность теста для обна-
ружения прочтений, полученных от рассматривае-
мого патогена.
Как и в случае с любым диагностическим тестом, для 
определения истинно положительных результатов 
требуются точные пороговые значения. Очевидно, 
для уверенной идентификации положительных ре-
зультатов требуется определенное количество или 
процент прочтений, специфичных для организма, 
но  установить подтвержденные диаг ностические 
пороговые значения можно только путем прове-
дения множества контролируемых экспериментов 
по секвенированию с использованием стандарти-
зированных протоколов сбора образцов и  секве-
нирования. Предпочтительным методом создания 
положительного контроля является использование 
имитаторов микробных сообществ, содержащих 
известные концентрации  геномного материала 
из нескольких таксонов, для которых были состав-
лены тщательно подобранные справочные базы 
данных  [42]. Отрицательный контроль может 
включать в себя секвенирование пустых образцов, 
а  также образцов, полученных из  незараженных 
участков (например, здоровый глаз) для определе-
ния исходного микробного консорциума пациента. 
Сравнивая предполагаемый эталонный стандарт 
со значениями, полученными в результате анали-
зов, проведенных на  образцах пациентов, можно 
эмпирически оценить вероятность положительного 
(или отрицательного) результата теста. Добавление 
внутреннего контроля также может помочь в кали-
бровке порогов чувствительности и специфичнос-
ти, [43] особенно если ожидается, что количество 
микроорганизмов в  образце пациента будет низ-
ким [44].

Загрязнение микробиома при секвенировании
Очевидно, что реагенты и устройства для сбора 
образцов, используемые при экстракции, ампли-
фикации и/или подготовке библиотеки, служат 
источником загрязняющих нуклеиновых кис-
лот, которые обычно происходят от повсеместно 
распространенных микробов, обитающих в воде 
и почве [45–47]. В образцах с низким содержа-
нием микробов количество прочтений, полу-
ченных из  этих загрязняющих веществ, может 
превышать количество прочтений, полученных 
из интересующего патогена, искажая пропорцию 
популяций микробов, представленных в образ-
це [48]. Характерными признаками загрязнения 
при секвенировании являются наличие распро-
страненных загрязняющих организмов [49], 
эффекты, связанные с партиями образцов [50], 
низкая воспроизводимость внутри и между се-
риями, а  также результаты, противоречащие 
общепринятому пониманию микробной эколо-
гии [45]. Прежде чем делать какие-либо выводы 
относительно наблюдаемого таксономического 
распределения, необходимо оценить вероят-
ность загрязнения.

Определение чувствительности 
к противомикробным препаратам
Возникает закономерный вопрос: смогут ли вра-
чи-клиницисты и микробиологи точно интерпре-
тировать значимость обнаруженных генов устой-
чивости к противомикробным препаратам, зная, 
что их полный спектр и важность еще предстоит 
выяснить? Ситуация осложняется тем, что значи-
мость этих маркеров может зависеть от  заранее 
установленных пороговых значений и определе-
ния количества связанных с ними считываний, ко-
торые могут указывать на фенотипическую устой-
чивость. Справочные базы данных потребуют 
регулярного обновления, чтобы точно отражать 
динамичный характер при обретения устойчивос-
ти к  противомикробным препаратам клиничес-
ки значимыми патогенами. Пока эти проблемы 
не будут решены, придется использовать другие 
методы определения чувствительнос ти к проти-
вомикробным препаратам (например, автомати-
зированный MALDI-TOF [51, 52]), которые сами 
по себе ограниченны, поскольку зависят от куль-
туры.

Затраты на секвенирование
Несмотря на  то что стоимость секвенирования 
на одну базу и на один запуск продолжает сни-
жаться, большинство анализов в  области мета-
геномики по-прежнему непомерно дороги для 
многих облас тей применения. Большинство ис-
следовательских проектов проводятся в  усло-
виях финансовых ограничений. Не  случайно 
наиболее распространенным подходом к  секве-
нированию долгое время оставалось объедине-
ние образцов в партии и отправка их в удаленные 
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центры секвенирования. Однако потребность 
в  быстром проведении диагностических тестов 
на инфекцион ные заболевания означает, что кли-
ническим микробиологическим лабораториям 
вскоре придется задуматься о  создании собст-
венных дорогостоящих центров секвенирова-
ния. Помимо затрат, связанных с  процедурами 
в лабораторных условиях, необходимо вложить 
значительные средства в покупку и постоянное 
обновление вычислительной инфраструктуры 
и программного обеспечения, способных обра-
батывать огромные объемы данных секвенирова-
ния [53], или использовать масштабируемые об-
лачные платформы для биоинформатики [54, 55], 
которые обычно более доступны по цене. Кроме 
того, поскольку современные диагностические па-
радигмы в клинической микро биологии основа-
ны на недорогих и массовых тестах, предложения 
о внедрении молекулярных тестов в клиническую 
практику почти наверняка будут подвергнуты 
анализу методами управления с использованием 
ресурсов [56, 57]. Возможно, секвенирование ни-
когда не будет таким же недорогим, как обычные 
микробиологические тесты, но исследования эко-
номической эффективности способны показать, 
можно ли компенсировать затраты на секвени-
рование его способностью быстро и точно ста-
вить диагнозы, что в свою очередь предотвратит 
дорогостоящие осложнения у пациентов. В слу-
чае с  эндофтальмитом экономическая целесоо-
бразность может быть определена на основе пра-
ктической демонстрации того, что более быстрая 
диагностика инфекционных заболеваний приво-
дит к меньшему количеству случаев, угрожающих 
зрению, наиболее тяжелые из которых способны 
привести к полной потере зрения и/или необхо-
димости пожизненного наблюдения. Даже в этом 
случае скорее всего между научными учреждени-
ями, больницами и  компаниями медицинского 
страхования будут возникать бюрократические 
споры по  поводу политики возмещения расхо-
дов, которая по-прежнему в значительной степе-
ни ориентирована на тестирование, основанное 
на гипотезах.

Будущее клинической метагеномики 
эндофтальмитов
По мере того как клиническая метагеномика стано-
вится реальностью, можно с уверенностью сказать, 
что в скором времени будут предприняты попытки 
внедрить секвенирование для диагностики целого 
ряда инфекций. Наше внимание неизбежно будет 
приковано к применению этой технологии для оп-
ределения инфекций, в отношении которых сущест-
вующие тесты неэффективны. При эндофтальмите 
рабочие процессы секвенирования должны решать 
проблемы, связанные с  небольшим количеством 
образцов, склонных к  загрязнению, и  прогнози-
ровать, как эти факторы повлияют на процесс ва-
лидации диагностики и интерпретацию результа-
тов. Помимо технических вопросов клиницисты 
и микро биологи могут быть впечатлены объемом 
данных, предоставляемых секвенированием, проб-
лемой, которая может быть распространена на дру-
гие инфекционные заболевания  глаз и  инфекции 
в  целом. Это будет иметь значение в  следующем 
десятилетии, поскольку мы создаем опытную базу 
для валидации новой технологии. Мы должны 
убедиться, что  готовы обрабатывать эти данные 
в целях эффективного лечения пациентов, а также 
в соответствии с новыми этическими и правовыми 
стандартами, касающимися раскрытия информа-
ции о  случайных находках и  безопасного обмена 
данными. Однако в  будущем можно представить 
день, когда быстро растущие базы данных секвени-
рования станут настолько актуальными и полными, 
что для высокоточного определения соответствую-
щего патогена и  его фенотипа потребуется лишь 
небольшое количество новых данных о последова-
тельности. Теперь задача состоит в том, чтобы кол-
лективно создать эту базу данных, а также получить 
подтвержденный клинический опыт, который будет 
использоваться для расчета, позволяющего быстро 
и  просто определять патогены в  будущем. Решив 
проблемы, связанные с интерпретацией и внедрени-
ем, желательно с помощью консорциума, мы сможем 
реализовать наш коллективный мандат по сохране-
нию зрения у пациентов с этой распространенной 
и нередко разрушительной инфекцией.  
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Endophthalmitis is an acute ophthalmological condition that requires timely and accurate diagnosis 
and treatment. To date, microbiological methods such as Gram staining microscopy and cultivation are considered 
the gold standard for the detection of pathogens. However, in a significant number of cases, the pathogen remains 
undetected, which may be due to the non-infectious nature of inflammation, the inability to identify a new 
microorganism, or the fact that the pathogen is not cultivated after preliminary antibiotic treatment. The article 
discusses the microbiological features of endophthalmitis, existing methods for diagnosing microorganisms, 
as well as modern molecular technologies such as next-generation on-board sequencing. This innovative approach 
improves the accuracy of diagnosis and the effectiveness of treatment of infectious diseases, opening up new 
opportunities for more effective detection of microorganisms in endophthalmitis. 
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