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Микробиота асцитической жидкости и других биотопов 
при циррозе печени: пилотный проект
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Резюме
Цель исследования. Определить композиционный состав микробиоты асцитической жидкости (АЖ) у пациен-
тов с циррозом печени (ЦП) и сопоставить его с микробиотой кишечника и уробиотой. 
Материалы и методы. Проведено поперечное одноцентровое исследование 5 госпитализированных паци-
ентов с декомпенсированным ЦП с асцитом, которым наряду со стандартными методами исследования выпол-
нено метагеномное секвенирование АЖ, мочи и кала. Высокопроизводительное секвенирование проводилось 
с помощью генетического анализатора MiSeq (Illumina, США) с использованием протокола, основанного на ана-
лизе вариабельных регионов гена 16s рРНК. Назначение таксономических уровней и количественная оценка 
состава микробиома выполнялись с помощью программы Kraken 2 (база PlusPF от 05.06.2024). Исследование 
зарегистрировано в Clinicaltrials.gov (NCT05335213).
Результаты. У пациентов с ЦП с асцитом при отсутствии спонтанного бактериального перитонита (СБП) опре-
делен уникальный состав микробиоты АЖ, который представлен 29 типами, 35 классами, 67 порядками, 129 се-
мействами, 231 родом, 266 видами бактерий. В микробиоте АЖ доминирующим типом является Pseudomonadota 
(95,4 % [94,8; 95,9]), классом — Gammaproteobacteria (47,7 % [45,9; 48,4]), родом — Stenotrophomonas (47,6 % 
[46,2; 48,0]).
Впервые показано, что общность микробиоты АЖ и уробиоты на уровне типа составляет 68,3 %, микробиоты 
АЖ и кишечника — 69,0 %.
Заключение. В исследовании изучена микробиота АЖ у пациентов с ЦП с использованием метагеномного 
секвенирования. Несмотря на отрицательные результаты культуральных методов исследования, показано, что 
АЖ не является стерильной средой и содержит большое количество микроорганизмов, которые в большинстве 
случаев имеют общность с микробиотой кишечника и мочевыводящих путей.
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Microbiota of ascitic fluid and other biotopes in liver 
cirrhosis: a pilot study

Ekaterina G. Malaeva, Igor O. Stoma, Evgenii V. Voropaev, Olga V. Osipkina,  
Alexey A. Kovalev

Gomel State Medical University, Gomel, Belarus

Abstract
Objective. To determine the composition of the microbiota of ascitic fluid in patients with liver cirrhosis and compare it 
with the intestinal microbiota and urobiota.
Materials and methods. A cross-sectional single-center study was conducted for 5 hospitalized patients with decom-
pensated liver cirrhosis with ascites who, along with standard research methods, underwent metagenomic sequencing 
of ascitic fluid, urine and feces. High-throughput sequencing was performed using a MiSeq genetic analyzer (Illumina, 
USA) using a protocol based on the analysis of variable regions of the 16s rRNA gene. The assignment of taxonomic 
levels and quantitative assessment of the microbiome composition were performed using the Kraken 2 program (PlusPF 
database dated 06/05/2024). The study is registered in Clinicaltrials.gov (NCT05335213).
Results. A unique composition of the ascitic fluid microbiota represented by 29 types, 35 classes, 67 orders,  
129 families, 231 genera, and 266 bacterial species has been determined in patients with liver cirrhosis with ascites 
in the absence of spontaneous bacterial peritonitis. The Pseudomonadota is the dominant type (95,4% [94,8; 95,9]), 
the Gammaproteobacteria is the dominant class (47,7% [45,9; 48,4]), the Stenotrophomonas is the dominant genera 
(47,6% [46,2; 48,0]) in the microbiota of ascitic fluid.
For the first time it has been shown that the similarity of the microbiota of ascitic fluid and urobiota is 68,3%, microbiota 
of ascitic fluid and gut – 69,0% at the type level.
Conclusion. The study examined the microbiota of ascitic fluid in patients with liver cirrhosis using metagenomic se-
quencing. Despite the negative results of cultural research methods, it has been shown that ascitic fluid is not a sterile 
medium and contains a large number of microorganisms, which in most cases have commonalities with the microbiota 
of the gut and urinary tract.
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Введение
С внедрением метода высокопроизводи-

тельного секвенирования получены новые зна-
ния о микробном сообществе многочисленных 
биотопов организма человека, которые ранее  
в норме считались стерильными, в том числе 
АЖ, мочи, плаценты и др. [1–5]. В исследова-
нии P. Shi и соавт. (2024) показано, что инфор-
мативность исследования АЖ с помощью мета-
геномного секвенирования значительно выше 
традиционных методов (73,4 и 28,4 %, p < 0,001)  
и в АЖ обнаружено 43 филотипа бактерий, 9 ти-
пов грибов и 8 типов вирусов [2]. 

Еще в 2008 г. испанскими учеными было 
показано, что наличие бактериальной ДНК в 

АЖ не является предиктором развития СБП, 
но служит маркером неблагоприятного прогно-
за при циррозе, в частности, повышает частоту 
острой-на-хроническую печеночной недостаточ-
ности [6]. Кроме того, большинство исследова-
ний АЖ с обнаружением бактериальной ДНК 
позволяло выделить монокультуру, преиму-
щественно Escherichia coli или Staphylococcus 
aureus [4, 7]. С внедрением клинической мета-
геномики — использованием современных ге-
номных технологий для непосредственного изу-
чения микробных сообществ в образцах, взятых 
у пациентов, — нет необходимости выделения и 
лабораторного культивирования отдельных ви-
дов микроорганизмов.
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Спонтанный бактериальный перитонит яв-
ляется специфическим осложнением у паци-
ентов с ЦП с асцитом, встречается с частотой  
10–30 % у госпитализированных пациентов с цир-
розом и связан с инфицированием АЖ при отсут-
ствии интраабдоминального источника инфекции 
[4]. Патогенетическим механизмом развития СБП 
является бактериальная транслокация, преиму-
щественно таксонов Proteobacteria и Bacilli, из 
кишечника в мезентериальные лимфоузлы и АЖ. 
В исследованиях показано, что изменение соот-
ношения оппортунистических и автохтонных бак-
терий микробиоты кишечника и повышение про-
ницаемости интестинального барьера являются 
основными причинами развития бактериальной 
транслокации, которая может приводить к разви-
тию локального и системного воспаления [8]. 

Клинически предположить наличие СБП у па-
циента с ЦП можно при наличии повышения тем-
пературы тела, боли или дискомфорта в брюшной 
полости, при признаках воспалительного процес-
са (озноб, слабость и др.). Диагноз устанавлива-
ется на основании подсчета абсолютного числа 
полиморфонуклеарных лейкоцитов в 1 мм3 АЖ 
(более 250 клеток/мм3) и/или при положительном 
результате микробиологического исследования 
АЖ (наиболее частые микроорганизмы — E. coli) 
и исключении вторичных причин перитонита [5]. 
Однако ввиду наличия некультивируемых бакте-
рий отрицательный результат микробиологиче-
ского исследования АЖ может достигать 10–60 % 
у пациентов с клиническими симптомами СБП [4].

В связи со значимой ролью бактериальной 
транслокации в развитии осложнений при ЦП 
проводилось изучение микробиоты АЖ, кишеч-
ника и сыворотки крови у пациентов с ЦП [7], но 
отсутствуют исследования по изучению микро-
биоты АЖ, кишечника и мочевыводящих путей.  

Цель исследования 
Определить композиционный состав микро-

биоты АЖ у пациентов с ЦП и сопоставить его с 
микробиотой кишечника и уробиотой.

Материалы и методы 
В исследование включено 5 госпитали-

зированных пациентов с ЦП с асцитом клас-
са тяжести С по Child – Pugh. Средний возраст 
пациентов — 45,2 года, мужчин — 3 (60 %),  
женщин — 2 (40 %). У всех пациентов при цитоло-
гическом исследовании АЖ абсолютное число по-
лиморфонуклеарных лейкоцитов составило менее 
250 клеток/мм3 и стандартное микробиологическое 
исследование не выявило роста микроорганизмов.  
У 3 (60 %) пациентов диагностирована инфекция 
мочевыводящих путей, у 2 (40 %) — бессимптом-
ная бактериурия.  

Пациентам проведено клиническое обследо-
вание, стандартное инструментальное и лабора-
торное исследование, исследование мочи и АЖ 
на микрофлору и чувствительность к антибио-
тикам с использованием традиционных методик 
микробиологического исследования в течение 
48 ч от момента поступления в стационар, ци-
тологическое исследование АЖ, метагеномное 
секвенирование АЖ, мочи, кала с определением 
бактериальных таксонов. Протокол исследова-
ния одобрен этическим комитетом учреждения 
образования «Гомельский государственный ме-
дицинский университет». Исследование зареги-
стрировано в Clinicaltrials.gov (NCT05335213).

Высокопроизводительное секвенирование 
проводилось с помощью генетического анали-
затора MiSeq (Illumina, США) с использованием 
протокола, основанного на анализе вариабель-
ных регионов гена 16S рРНК. Результаты 16S 
секвенирования в виде файлов с набором био-
логических последовательностей и показателей 
качества каждого элемента последовательности 
подверглись программной обработке для полу-
чения таблицы таксономических уровней и дан-
ных о количественном таксономическом составе 
для каждого образца. Проверка качества прочте-
ний осуществлялась с помощью программного 
обеспечения FastQC. Удаление последователь-
ностей праймеров осуществлялось с помощью 
программного обеспечения preprocess 16S. Уда-
ление низкокачественных фрагментов прочтений 
выполнялось с помощью программного обеспе-
чения Trimmomatic. Назначение таксономиче-
ских уровней и количественная оценка состава 
микробиома выполнялись с помощью программы 
Kraken 2 (база PlusPF от 05.06.2024). Статисти-
ческая обработка данных проводилась в среде 
программирования R (версия 4.3.2) с применени-
ем библиотеки tidyverse (version 1.3.1) и пакетов 
phyloseq (version 1.41.0), ggvenn (version 0.1.10), 
mia (version 1.10.0). В качестве описательных 
статистик, характеризующих центральные тен-
денции и разброс значений количественных пока-
зателей, выбраны медиана (Me) и 1-й и 3-й квар-
тили (Q1; Q3). Для визуализации количественной 
оценки совпадения состава микробиома на раз-
ных таксономических уровнях в сопоставляемых 
группах применялись диаграммы Венна.

Результаты и обсуждение
У пациентов с ЦП с асцитом при отсутствии 

классических диагностических критериев СБП 
(клинических, цитологических, микробиологиче-
ских) методом высокопроизводительного секве-
нирования АЖ определено 29 типов, 35 классов, 
67 порядков, 129 семейств, 231 род, 266 видов 
бактериальных таксонов (таблица 1). 
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Таблица 1. Количество бактериальных таксонов микробиоты АЖ, мочи, кала у пациентов с ЦП 
Table 1. Number of bacterial taxa microbiota of ascitic fluid, urine, and feces in patients with liver cirrhosis 

Уровень
Количество бактериальных таксонов

АЖ моча кал

Тип 29 40 42

Класс 35 45 45

Порядок 67 102 90

Семейство 129 201 172

Род 231 490 373

Вид 266 727 592

Количество микроорганизмов в АЖ значи-
тельно меньше, чем в микробиоте других лока-
лизаций — мочевых путей и кала. Наибольшее 
количество филотипов бактерий выявлено в ми-
кробиоте кишечника, что соответствует литера-
турным данным [4, 7]. Преобладание количества 
выделенных таксонов в уробиоте на уровне по-
рядка, семейства, рода и вида в нашем иссле-
довании может быть обусловлено наличием ин-
фекции мочевыводящих путей и бессимптомной 
бактериурии в исследуемой группе пациентов.

Проведен анализ относительной представ-
ленности таксонов АЖ, кала и мочи (рисунок 1А), 
а также сопоставление общности микробиоты ки-
шечника и АЖ (рисунок 1Б), микробиоты мочи и 
АЖ (рисунок 1В) на уровне типа.

Pseudomonadota является доминирующим 
таксоном микробиоты АЖ, кишечника и мочевых 
путей (95,1, 30,8, 35,2 % соответственно) наряду 
с Bacillota, Bacteroidota и Actinomycetota в кишеч-
нике и мочевых путях. На уровне типа 29 так-
сонов (69,0 %) АЖ и кала, а также 28 таксонов 
(68,3 %) АЖ и мочи относятся к одной группе, что 
подтверждает общность микробиоты различных 
локализаций. Например, в работе A. Santiago и 
соавт. приводятся результаты изучения микро-
биоты АЖ, сыворотки крови и кала у пациентов с 
ЦП. Авторами установлено, что общность микро-
биоты АЖ и сыворотки крови с микробиотой ки-
шечника составляет более 80 % на уровне рода. 
Более разнообразный микробиом сыворотки 
крови и более высокие концентрации сывороточ-

ного липополисахарид-связывающего белка — 
маркера бактериальной транслокации — харак-
терны для пациентов с асцитом по сравнению с 
пациентами без свободной жидкости в брюшной 
полости, что подтверждает роль бактериальной 
транслокации из кишечника не только в АЖ, но и  
в сыворотку крови [7].

У всех 5 пациентов с ЦП с асцитом, вклю-
ченным в исследование, наблюдается приблизи-
тельно равное соотношение доминирующих ти-
пов бактерий в микробиоте АЖ (рисунок 2).

В соответствии с новой номенклату-
рой максимальная насыщенность АЖ типом  
Pseudomonadota, который включает клас-
сы Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria, 
Alphaproteobacteria и др., составила 96,1 %, 
минимальная — 93,6 %. Насыщенность АЖ 
Actinomycetota определена на уровне от 2,9  
до 3,9 %. Известно, что бактерии типа Actinobac-
teriota/Actinomycetota обладают способностью 
деконъюгации желчных кислот и их количество 
снижается при прогрессировании печеночной 
дисфункции [9].

По данным других исследователей, в микро-
биоте АЖ доминирующими типами бактерий яв-
ляются Firmicutes (синоним — Bacillota) — 46 %, 
Bacteroidetes (синоним — Bacteroidota) — 27 %, 
Thermi — 10 % и Proteobacteria (синоним — Pseu-
domonadota) — 8 %, составляя 92 % [7].

Насыщенность микробиоты АЖ доминиру-
ющими таксонами на уровне типа представлена  
в таблице 2.
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А
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Рисунок 1. Диаграммы относительной представленности бактериальных таксонов АЖ, кала, мочи (А), диаграмма Венна 
микробиоты кала и АЖ (Б), микробиоты мочи и АЖ (В) на уровне типа

Figure 1. Diagrams of the relative representation of bacterial taxa of ascitic fluid, feces, and urine (A), Venn diagram of the ascitic 
fluid and faecal microbiota (B), and urine and ascitic fluid microbiota (C) at the type level

Рисунок 2. График относительной представленности бактериальных таксонов АЖ на уровне типа
Figure 2. Graph of the relative representation of bacterial taxa of ascitic fluid at the type level
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Таблица 2. Наиболее представленные и целевые бактериальные таксоны АЖ на уровне типа 
Table 2. The most represented and targeted bacterial taxa of ascitic fluid at the type level

Тип бактерий Me [Q1; Q3], % M±sd, %

Actinomycetota 3,2 [3,1; 3,4] 3,3±0,4

Bacillota 0,6 [0,5; 1,2] 0,9±0,5

Bacteroidota 0,4 [0,3; 0,6] 0,4±0,2 

Pseudomonadota 95,4 [94,8; 95,9] 95,2±1,0 

Кроме Pseudomonadota и Actinomycetota 
наиболее представленными таксонами АЖ явля-
ются Bacillota, который включает классы Bacilli, 
Clostridia, Negativicutes, Erysipelotrichia и др., и 
Bacteroidota.

На уровне класса относительная представ-
ленность Gammaproteobacteria в АЖ наиболь-
шая и составляет 47,7 % [45,9 %; 48,4 %] (рису-
нок 3). 

Рисунок 3. Диаграмма медианных значений относительной представленности бактериальных таксонов АЖ  
на уровне класса

Figure 3. Median values diagram of relative representation of bacterial taxa of ascitic fluid at the class level

Насыщенность АЖ классом Betaproteobacte-
ria составляет 27,1 % [26,7 %; 27,5 %], Alphapro-
teobacteria — 21,1 % [20,1 %; 21,9 %], Bacilli —  
0,3 % [0,2 %; 0,6 %].

Грамположительные патогены, такие как 
Еnterococci, могут вызывать СБП и ассоции-
руются с неблагоприятным прогнозом, так как  
у пациентов с ЦП высокая распространенность 
ванкомицин-резистентных энтерококков, что ас-

социируется с повторяющимися курсами антибио-
тикотерапии и в совокупности с интестинальным 
дисбиозом приводит к высокому риску развития 
СБП, вызванного мультирезистентными микро-
организмами, например, неферментирующей 
грамотрицательной бактерией Stenotrophomonas 
maltophilia [10, 11]. По данным нашего иссле-
дования, Stenotrophomonas преобладает в АЖ 
пациентов с ЦП (рисунок 4).
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Рисунок 4. График относительной представленности бактериальных таксонов АЖ на уровне рода
Figure 4. Relative representation graph of bacterial taxa of ascitic fluid at the genus level

В АЖ обнаружены бактерии рода Delftia, Bru-
cella, Achromobacter, Ralstonia. Ralstonia — аэ-
робная грамотрицательная неферментирующая 
бактерия, которая вызывает инфекции у имму-
нокомпрометированных пациентов, к которым 
относятся пациенты с циррозом [12–14]. Имеется 
описание клинического случая СБП у пациента 
с ЦП, вызванного Achromobacter xylosidans, ко-
торая является аэробной грамотрицательной 

бактерией, и потенциальным источником кате-
тер-ассоциированной бактериемии, особенно  
у пациентов с иммуносупрессивным состоянием 
[15]. Brucella может являться источником СБП 
при ЦП и характеризуется наличием преимуще-
ственно мононуклеарных клеток в АЖ [16].

Следует отметить достаточно высокую 
распространенность бактерий рода Escherichia  
в АЖ — 1,2 % [0,8 %; 1,5 %] (таблица 3).

Таблица 3. Наиболее представленные и целевые бактериальные таксоны АЖ на уровне рода 
Table 3. The most represented and targeted bacterial taxa of ascitic fluid at the genus level

Род бактерий Me [Q1; Q3], % M±sd, %

Stenotrophomonas 47,6 [46,2; 48,0] 47,3±1,3 

Delftia 19,8 [19,0; 20,2] 19,6±0,6

Brucella 7,1 [7,0; 7,5] 7,3±0,8

Achromobacter 3,4 [3,3; 3,7] 3,5±0,4 

Ralstonia 2,3 [2,3; 2,3] 2,2±0,2 

Escherichia 1,2 [0,8; 1,5] 1,2±0,4 

Acinetobacter  0,9 [0,5; 0,9]  0,8±0,3

Кроме доминирующих таксонов, в АЖ выяв-
лены минорные, насыщенность которых состав-
ляет менее 1 %, к ним относятся Acinetobacter, 
Clostridium, Enterobacter, Streptococcus и др.

Значение и состав микробиоты АЖ про-
должает изучаться [17, 18]. Известно, что есть 
патогенные и автохтонные таксоны. У боль-
шинства пациентов с ЦП микробиота АЖ не 
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приводит к развитию локального воспалитель-
ного ответа, но может быть ассоциирована  
с развитием других осложнений и прогнозом за-
болевания. Например, в исследовании B. Liu и 
соавт. установлена положительная корреляция 
насыщенности внутрипеченочной микробиоты 
Stenotrophomonas maltophilia и карциногенеза 
печени [19], а насыщенность микробиоты ки-
шечника Ralstonia имеет положительную кор-
реляцию с тяжестью повреждения печени [13]. 
Исследования бактериальной транслокации из 
кишечника в мочевыводящие пути и АЖ [7, 20, 
21] подтверждаются данными сходства микро-
биоты этих биотопов. 

Заключение 
Уникальное значение пилотного проекта по 

изучению микробиоты АЖ у пациентов с ЦП за-
ключается в получении новых знаний о микроб-

ном пейзаже АЖ в отсутствие клинических, лабо-
раторных, микробиологических критериев СБП. 
Методом высокопроизводительного секвениро-
вания выявлено 29 типов (266 видов) бактерий  
в АЖ, 40 типов (727 видов) — в уробиоте, 42 типа 
(592 вида) — в кишечной микробиоте. Состав ми-
кробиоты АЖ на уровне филотипа имеет общие 
черты с микробиотой кишечника и уробиотой  
(69 и 68,3 % соответственно), что подтвержда-
ет теорию бактериальной транслокации из 
кишечника в мочевые пути и АЖ у пациентов 
с ЦП. Полученные данные соответствуют не-
многочисленным опубликованным результатам 
исследований ученых из других стран мира, ко-
торые продолжают работу в этом направлении. 
Несомненно, значение и роль большого коли-
чества микроорганизмов в АЖ, также как и вза-
имодействие с другими биотопами, предстоит 
изучить.
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