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Аннотация
Введение. Приведен краткий обзор моделей создания гнойно-септического воспаления у крыс, в том числе с помощью активного бактериального 
агента и методы диагностики воспаления. Цель. Демонстрация результатов разработки эффективной экспериментальной модели создания 
гнойно-септического воспаления большеберцовой кости крысы с использованием малоинвазивных методов диагностики заражения in vivo. 
Материалы и методы. На четырех группах мелких лабораторных животных исследованы различные модели создания гнойно-септического 
воспаления при применении инокуляции золотистого стафилококка. Отработаны не разрушаемые объект методы оценки гнойно-септического 
воспаления: микробиологическая, томографическая, морфологическая. Результаты. Результаты исследования свидетельствуют о 
возможности создания экспериментального гнойно-септического воспаления у крыс к 14-60 суткам с помощью инокуляции S. aureus, которое 
представляет собой тяжелую, быстро прогрессирующую гнойную инфекцию, приводящую к обширному разрушению кости с образованием 
секвестров. Обсуждение. Для гарантированного формирования гнойно-воспалительного процесса костной ткани в более короткие сроки 
наблюдения необходима контролируемая в количественном отношении инвазия активного бактериального агента. Склерозирующий агент 
и формирование свищевого хода не являются обязательными при создании воспаления. Заключение. Продемонстрированы результаты 
разработки экспериментальных моделей создания гнойно-септического воспаления с применением малоинвазивных методов диагностики 
in vivo, что позволит получить адекватную оценку степени инфицирования перед лечением.
Ключевые слова: остеомиелит, гнойно-септическое воспаление, бактериальная инвазия, золотистый стафилококк, склерозирующий агент, 
инокуляция, КОЕ
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Abstract
Introduction A brief review of modeling purulent septic inflammation in rats, including with the help of an active bacterial agent, and methods for diagnosing 
inflammation are given. The aim of the study was to demonstrate the results of the development of an effective experimental model of purulent septic 
inflammation of the tibia in rats using minimally invasive methods for diagnosing infection in vivo. Materials and methods Various models of purulent 
septic inflammation were studied in four groups of small laboratory animals, when using the inoculation of Staphylococcus aureus. Methods for assessing 
purulent-septic inflammation that are not destructible by the object have been worked out: microbiological, tomographic, morphological. Results The results 
of the study indicate the possibility of creating experimental purulent-septic inflammation in rats by 14-60 days using S. aureus inoculation, which is 
a severe, rapidly progressive purulent infection that leads to extensive destruction of the bone with the formation of sequesters. Discussion To guarantee 
the formation of a purulent-inflammatory process of bone tissue in a shorter period of observation, a quantitatively controlled invasion of an active 
bacterial agent is necessary. A sclerosing agent and formation of a fistulous tract are not essential in creating inflammation. Conclusion The results 
of the development of experimental models for the creation of purulent-septic inflammation using minimally invasive in vivo diagnostic methods are 
demonstrated, which will allow an adequate assessment of the degree of infection before treatment.
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ВВЕДЕНИЕ

Проблема гнойно-септических осложнений являет-
ся одной из актуальнейших в современной хирургии, 
по данным различных авторов, частота их возникнове-
ния варьирует от 2 до 63,9 %, и в 12-61 % случаев они 

приводят к развитию остеомиелита и, как следствие, 
некрозу кости и ампутации с серьезным риском смер-
тельной септицемии [1-3]. Остеомиелитом ежегодно 
страдают около 4 миллионов человек во всем мире. 
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В последние годы был достигнут огромный прогресс 
в лечении инфекции опорно-двигательного аппарата, 
однако исследования показали, что уровень инфици-
рования при плановых операциях не может быть ниже 
1-2 %, а неудачи при ревизионных операциях остают-
ся на уровне 33 % [4-6]. Стоимость лечения костной 
инфекции существенна и будет увеличиваться по мере 
того, как абсолютное число пациентов, страдающих от 
нее, продолжает расти [7].

Инфекция кости может развиться в результате пря-
мого заражения (например, открытые переломы) или 
путем распространения либо через кровоток (гемато-
генно), либо из прилегающего участка или имплантата 
[8]. Традиционно хронический остеомиелит был состо-
янием, в котором преобладало заболевание, вызванное 
гематогенным распространением узкого круга микро-
организмов, наиболее важным из которых был золоти-
стый стафилококк [1]. В последнее время эта категория 
значительно пополнилась посттравматическим хрони-
ческим остеомиелитом, связанным с использованием 
устройств, и контагиозным остеомиелитом после ин-
фекций диабетической стопы [9]. 65 % военных травм 
носят ортопедический характер, а уровень инфициро-
вания достигает 50 % [10].

Изучение гнойно-септических процессов и осте-
омиелита, а именно патогенеза заболевания, диагно-
стических инструментов, эффективности профилак-
тических методов или различных вариантов лечения 
требует экспериментов на животных. Эксперимен-
тальные исследования на животных моделях часто 
используются в клинической практике, несмотря на 
сложность воспроизводимости характеристик процес-
са развития инфекции у человека. Детали эксперимен-
тальных моделей на животных имеют решающее зна-
чение при оценке эффективности противомикробных 
препаратов и биоматериалов, особенно при сравнении 
результатов различных исследований.

W. Reizner и соавт. провели большой систематиче-
ский обзор животных моделей остеомиелита, вызван-
ного золотистым стафилококком [11] по базам данных 
PubMed и Ovid MEDLINE с 1902 по 2012 год. Из 93 экс-
периментальных исследований, принятых для анализа, 
тридцать шесть (38,7 %) ссылок использовали кролика 
в качестве животного для создания экспериментальной 

модели, чаще новозеландского белого кролика. В двад-
цати девяти (31,1 %) ссылках использовалась крыси-
ная модель, в большинстве из которых использовались 
крысы Wistar или Sprague Dawley. В семи ссылках 
(7,5 %) использовались мыши: штаммы BALB/c или 
C57BL/6, в семи (7,5 %) – овцы, в шести (6,5 %) – со-
баки, в четырех (4,3 %) – козы, в двух (2,2 %) – свиньи, 
в одном (1,1 %) – морские свинки и в одном (1,1 %) – 
хомяки [11]. Модели на крысах незначительно уступа-
ют моделям на кроликах по количеству использований 
в экспериментальных исследованиях, но являются 
альтернативой более крупным животным в связи с не-
высокой стоимостью, простотой содержания. При этом 
крысы имеют достаточный размер, чтобы воспроизве-
сти перелом, выполнить сверление и фиксацию винта-
ми и пластинами, а также интрамедуллярное введение 
инородных тел – винтов, штифтов [12]. 

Кроме того, при выборе животных для моделирова-
ния остеомиелита необходимо учитывать, что признаки 
хронического остеомиелита, такие как некроз и тяже-
лый остеолиз, развиваются у мелких животных в те-
чение более короткого периода времени по сравнению 
с более крупными животными вследствие различий в 
размере ткани (например, толщина надкостницы) [2].

Известно, что крысы обладают сильной иммунной 
системой, что иногда может усложнить формирование 
модели заражения [11]. Для создания острого и хрони-
ческого остеомиелита используют модели открытого 
перелома [13-15], перипротезного остеомиелита [16], 
остеомиелита, связанного с внешней фиксацией [17], 
гематогенную модель [18].

Целью создания гнойно-септического воспаления 
является разработка различных протоколов терапевти-
ческого и хирургического лечения. Чтобы исследовать 
эффективность новых адъювантов для лечения осте-
омиелита, необходимо обеспечить адекватное реше-
ние представляющих интерес клинических вопросов. 
Inzana J.A. с соавторами провели обзор моделей бак-
териального создания остеомиелита на животных для 
последующего использования их в исследованиях по-
лимерных, керамических и композиционных материа-
лов, содержащих антибактериальные субстанции [2].

В таблице 1 показаны результаты анализа крыси-
ных моделей для изучения резорбируемых материалов.

Таблица 1
Краткое описание моделей животных, используемых для изучения резорбируемых материалов [2]

№ ист. Порода Зона Штамм КОЕ Склерозант / имплантат Время 
инфицирования

[19] Wistar Проксимальный отдел 
б/б кости Im2-42 Не указан нет / имплантат 4 недели

[20] Wistar Проксимальный отдел 
б/б кости MSSA (ATCC 29213) 2·105 арахидоновая кислота 

/ нет 3 недели

[21, 22] Wistar Проксимальный отдел 
б/б кости MRSA 2·106 нет / спица Киршнера 6 недель

[23, 24] Wistar Проксимальный отдел 
б/б кости

Клинический изолят 
MRSA 2·106 нет / спица Киршнера 3 месяца

[25] SD Проксимальный отдел 
б/б кости MSSA (ATCC 49230) 106 нет / спица Киршнера 

(0,2 см) 7 недель

[26] SD Проксимальный отдел 
б/б кости Неуточненный MSSA 106 нет / нет 3 недели
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В большинстве исследований при создании остеоми-
елита с помощью бактериальной субстанции использова-
ли модель Norden и коллег для кроликов [27], в которой в 
костномозговую полость проксимального метафиза боль-
шеберцовой кости инокулировали золотистый стафило-
кокк (S. aureus) через иглу, кортикальное отверстие за-
крывали костным воском, давали инфекции установиться 
в течение определенного периода времени. Аналогичная 
модель была использована другими научными группами 
на крысах [28, 29]. Модификация модели в части допол-
нительного размещения в костномозговом канале боль-
шеберцовой кости спицы Киршнера в виде короткого 
отрезка или равного длине канала была использована в 
некоторых исследованиях [25, 30-33], причем Bisland и 
коллеги изначально получали на спице биопленку.

В соответствии с литературными данными, S. aureus 
– наиболее распространенный возбудитель инфекций 
костей, который является высоко оппортунистическим 
видом, чрезвычайно трудно поддающимся лечению [34].

Кроме модели создания остеомиелита, на результат 
исследования оказывает значительное влияние диагно-
стика, которая должна быть качественной и однообраз-
ной в рамках одного исследования. Помимо выявления 
местных (эритема, отек или образование абсцесса) или 
системных (лихорадка или летаргия) клинических при-
знаков инфекции, в исследованиях часто проводится 
расширенная визуализация (например, рентгеногра-
фия, компьютерная томография (КТ) или магнитно-ре-
зонансная томография (МРТ)), а также микробиологи-
ческие и гистологические исследования [11].

В некоторых исследованиях используются методы, 
при которых производится выемка кости, окружающих 
мягких тканей [2]. Однако биопсия и мазки имеют пре-
имущество использования одного образца для гистоло-
гического анализа, тем самым сводя к минимуму коли-
чество необходимых животных. Гистопатологические 
анализы чаще всего оценивались в соответствии с си-
стемой, описанной Smeltzer и коллегами [35]. В этой 

системе баллы от 0 до 4 присваиваются каждому при-
знаку на основе внутрикостного острого воспаления, 
внутрикостного хронического воспаления, перио-
стального воспаления и некроза кости. Более высо-
кие баллы указывают на более тяжелый исход. Другие 
системы оценки учитывают дополнительные факторы, 
включая наличие нейтрофилов и мононуклеарных кле-
ток, гигантских клеток, фиброз, сосудистость, актив-
ность остеокластов и образование абсцесса [2].

Рентгенологическая оценка проводится в соответ-
ствии с системой, описанной Norden и коллегами [36] и 
Smeltzer и коллегами [35]. Критерии Norden включали 
образование новой надкостничной кости, секвестры, 
разрушение кости и степень поражения вдоль больше-
берцовой кости, где более высокие баллы указывают 
на худший исход. Система Smeltzer оценивает над-
костничное возвышение, архитектурную деформацию 
и образование новой кости в диапазоне от 0 до 4, при-
чем более высокие баллы указывают на большую тя-
жесть заболевания.

Inzana и коллеги утверждают, что при продолжа-
ющемся остеолизе рентгенологическая визуализация 
улучшения при успешном лечении может отставать на 
4-6 недель [2]. Другими методами визуализации разви-
тия остеомиелита или его лечения является микроком-
пьютерная томография (микро-КТ) [37] и позитронно-
эмиссионная томография (ПЭТ) [38].

В последние годы несколько исследовательских 
групп начали использовать биолюминесцентную визу-
ализацию [39, 40]. С помощью этого метода бактерии 
генетически модифицируются, чтобы испускать фото-
ны, когда они метаболически активны, после измене-
ния оперона lux.

Цель – демонстрация результатов разработки экс-
периментальных моделей создания гнойно-септиче-
ского воспаления большеберцовой кости крысы с ис-
пользованием малоинвазивных методов диагностики 
заражения in vivo.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа одобрена Локальным этическим комитетом 
ФГБУ «НМИЦ ТО им. Приорова» Минздрава России 
(Протокол заседания № 4 от 05 мая 2021 года).

Во всех экспериментальных моделях использовались 
половозрелые самцы линии Wistar весом 250-300 г. воз-
растом от 4 до 6 месяцев, специально разведенные в сер-
тифицированном питомнике и ранее не участвовавшие 
в исследованиях. Все исследовательские процедуры и 
условия содержания грызунов отвечают этическим пра-
вилам работы с лабораторными животными, в том числе 
Европейской директиве FELASA-2010. Животные были 
распределены по группам, используя в качестве кри-
терия массу тела. Начальная средняя масса тела была 
одинаковой в каждой группе, а индивидуальная масса 
животных не отличалась более чем на 20 % от средней 
массы животных. Животные были разделены на четыре 
группы: одну контрольную и три экспериментальные. 
Оперативное вмешательство осуществлялось согласно 
существующим международным правилам гуманного 
обращения с животными, под общей внутримышеч-
ной анестезией препаратами Золетил в расчёте 7 мг/кг 
и Ксилазин – 13 мг/кг. Область моделирования: больше-
берцовая кость левой и правой задней конечности.

В качестве активного бактериального агента ис-
пользовали чистую культуру золотистого стафилококка 
(S. aureus) ATCC 6538 в 0,8 % растворе агара на осно-
ве физиологического раствора NaCl с целью повыше-
ния вязкости инокулята. Инокуляция подготовленной 
культуры S. aureus проводилась катетеризацией через 
перфорацию, сначала в проксимальный, потом в дис-
тальный отделы костномозгового канала, заполняя та-
ким образом весь канал. Системная антибактериальная 
терапия не проводилась.

Количество животных, используемых для каждой 
модели создания гнойно-септического воспаления, 
представлено в таблице 2 и отличается за счет двух или 
более повторений отдельных моделей за период иссле-
дования в 1 год.

Используемые модели для формирования гнойно-
септического воспаления большеберцовой (б/б) кости 
крысы представлены в таблице 3.

Таблица 2
Количество животных, используемых для моделей создания 

гнойно-септического воспаления

Модель 1 2 3 4
Количество животных 6 30 6 3
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Таблица 3
Модели формирования гнойно-септического воспаления

№ 
модели

Характеристика и 
позиционирование костной 

перфорации

Активный 
бактериальный 

агент
Склерозирующий 

агент Формирование свища Импланты Длительность 
наблюдения

1
проксимальная 
1/3 диафиза, перфорация 
критического размера 
(2/3 диаметра кости)

S. aureus 
1,5·103 КОЕ 
в 250 мкл 
питательной 
среды

нет
марлевая турунда, 
соединяющая костную 
перфорацию и наружную 
поверхность кожных покровов

нет 30 суток

2 диафиз, перфорация 
диаметром 1 мм нет нет нет 30 суток

3
бугристость проксимального 
отдела, перфорация 
диаметром 1,2 мм с выходом 
в костный канал

нет нет штифт 60 суток

4 диафиз, перфорация 
диаметром 1 мм

края костной 
перфорации 
прижжены

нет нет 60 суток

Микробиологическое исследование материала от 
экспериментальных животных осуществляли в со-
ответствии с общепринятыми методами. В условиях 
микробиологической лаборатории проводили посев 
материала от животных, тотчас после его доставки, 
на плотные питательные среды. Для культивации ис-
пользовали агар Мюллера–Хинтона (HIMEDIA® 
M211, Индия) с добавлением 5 % крови, а также диф-
ференциально – диагностические хромогенные сре-
ды хромагар, уриселект, на котором микроорганизмы 
разной видовой принадлежности образуют колонии 
разных цветов. Параллельно материал помещали в ти-
огликолевую среду для накопления микроорганизмов, 
присутствующих в ограниченном количестве, не по-
зволяющем выявить их при прямом посеве. Посевы 
культивировали в термостате при 35 ± 2 °С в течение 
24-48 часов. Проводя бактериоскопию подготовлен-
ных мазков изолированных колоний, оценивали тин-
кториальные (окраска по Граму) и морфологические 
свойства выросших культур.

Определение видовой принадлежности выде-
ленных бактерий осуществляли на бактериологиче-
ском анализаторе «Вайтек 2 компакт» (БиоМерье, 
Франция). В случае выявления представителей рода 

Staphylococcus использовали экспресс – диагностикум 
«Стафи-латекс»-тест для дифференциации стафило-
кокков» (ЗАО ЭКОлаб, РФ). Исследование проводили 
на 14 и 30 сутки эксперимента.

Для проведения сравнения результатов экспери-
ментов в разных группах была применена балльная 
шкала оценки чистоты проведения:

0 баллов – микроорганизмы в материале не опре-
деляются;

1 балл – выявляется только сторонняя флора;
2 балла – выявляется S. aureus и сторонняя флора;
3 балла – выявляется только S. aureus.
Гистологическая оценка: аутопсийный материал 

фиксировали в нейтральном формалине, декальцини-
ровали, заливали в парафин, получали срезы толщи-
ной 4 микрона, окрашивали гематоксилин-эозином и 
пикросириусом красным. Изучали при стандартной 
световой микроскопии, фазово-контрастной и поляри-
зационной микроскопии в микроскопе Leica DM 4000 
B LED с камерой Leica DFC 7000 T.

Для проведения сравнения результатов экспери-
ментов в разных группах была применена балльная 
шкала оценки результатов, аналогично шкале Smeltzer 
(табл. 4).

Таблица 4
Балльная шкала оценки результатов, аналогично шкале Smeltzer

Параметр Критерий оценки Баллы

Внутрикостное острое воспаление

отсутствует 0
от минимального до слабого без формирования абсцесса 1
от среднего до сильного без формирования абсцесса 2
от минимального до слабого с формированием абсцесса 3
от среднего до сильного с формированием абсцесса 4

Внутрикостное хроническое воспаление

отсутствует 0
от минимального до слабого без выраженного фиброза 1
от среднего до сильного без выраженного фиброза 2
от минимального до слабого с выраженным фиброзом 3
от среднего до сильного с выраженным фиброзом 4

Некроз костной ткани

отсутствует 0
одиночный фокус некроза без формирования секвестров 1
множественные фокусы некроза без формирования секвестров 2
одиночный секвестр 3
многочисленные секвестры 4
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Микрокомпьютерную томографию (микро-КТ) про-
изводили на сканере SkySkan 1178, при напряжении 65 Кв 
и токе 615 мкА, с фильтром А1 0.5 мм. Пространственное 
разрешение 84 мкм / пиксел. Реконструкция срезов про-
изведена на программном обеспечении NRecon v1.6.10.4, 
3D реконструкции выполнены в программе СTVol. 

Для проведения сравнения результатов эксперимен-
тов в разных группах была применена балльная шкала 
оценки результатов, аналогично шкале Norden (табл. 5).

Статистический анализ микробиологического и томо-
графического исследования проводились с использова-
нием программного обеспечения OriginPro 2021. Данные 
были записаны как среднее значение ± стандартное от-
клонение. Статистическая разница между группами была 
определена с помощью критерия Тьюки. Для определения 

значимости различий между группами использовались те-
сты ANOVA (Р < 0,05). Значимые различия р < 0,05 между 
различными группами были помечены знаком *, р < 0,01 
между различными группами – знаком **, р < 0,001 меж-
ду различными группами – знаком ***.

Статистический анализ экспериментальных данных 
гистологического исследования проводился с использо-
ванием программного обеспечения GraphPad Prism 8.00 
для Windows (GraphPad Software, США). Различия оце-
нивали с помощью теста Краскела-Уоллиса с тестом 
множественного сравнения Данна. P-значения ≤ 0,05 
считались статистически значимыми (*). Результаты 
статистического анализа представлены в виде медиан-
ных значений и интерквартильного размаха (интервал 
между 25 и 75 процентилями).

Таблица 5
Балльная шкала оценки результатов, аналогично шкале Norden

Параметр Критерий оценки Вес критерия, баллы

Образование секвестров
+ присутствует 1
- отсутствует 0

Реактивное периостальное 
формирование кости

+ присутствует 1
± неопределенно 0,5
- отсутствует 0

Деструкция костной ткани

++ обширная, во всех отделах кости 2
+ средняя, только в одном отделе кости 1
± малая, только в одном отделе кости 0,5
- отсутствует 0

Изменения во всех отделах кости 
(дистальном, диафизе и проксимальном)

+ присутствует 1
± неопределенно 0,5
- отсутствует 0

РЕЗУЛЬТАТЫ

Модель 1
У животных в период наблюдений после бактери-

альной инокуляции не наблюдалось изменений в дви-
гательной активности, шерстяном и кожном покровах. 
В первую неделю после операции животные щадили 
оперированные конечности, наблюдалась отечность, ги-
перемия краев послеоперационной раны. Через 30 суток 
у всех животных наблюдалось полное зарастание после-
операционной раны, формирования свищей, гнойного 
отделяемого не наблюдалось, полное восстановление 
целостности кожного покрова, кроме зоны свищевого 
хода, сформированного марлевой турундой со спиртом. 
Края свищевого хода эпителизировались. Гнойное от-
деляемое по свищу наблюдалось в небольших количе-
ствах, спонтанных свищевых ходов не образовалось.

По данным бактериологического исследования 
у всех животных после 14 суток бактериальной ино-
куляции был выявлен рост S. aureus (табл. 6). В двух 
образцах отмечалась дополнительная контаминация 
кишечной флорой. После 30 суток бактериальной 
инокуляции S. aureus был обнаружен в 4 образцах из 
6 (66,7 % от общего количества). При этом только в 
двух образцах определялась монокультура S. aureus.

По результатам микро-КТ наблюдаются отсутствие 
регенерации (закрытия) сформированной костной пер-
форации, выраженный гиперостоз ткани по периферии 
костной перфорации (рис. 1). Отмечены рентгенологи-
ческие признаки снижения плотности костной ткани 
по периферии от дефекта, секвестрация участков ко-
сти. Ось конечности в целом сохранена, но наблюда-

ется некоторая деформация, скорее связанная с пере-
стройкой костной ткани и снижением прочности в зоне 
формирования дефекта.

Таблица 6
Наличие роста микроорганизмов на 14 и 30 сутки. Модель 1

14 суток 30 суток Количество 
животных

S. aureus, E. faecalis S. aureus, E. faecalis 2
S. aureus E. coli, P. mirabilis 1
S. aureus E. coli 1
S. aureus S. aureus 2

По результатам гистологического исследования в 
большинстве образцов обнаруживаются фрагменты 
некротизированной кости, лишенные клеточных эле-
ментов. При окраске гематоксилином и эозином эти 
участки дают более выраженную эозинофилию, чем 
нормальная кость (рис. 2). При фазово-контрастной 
микроскопии тонкая волокнистая структура костной 
ткани не четко выражена, при поляризационной ми-
кроскопии в этой ткани резко снижена или отсутству-
ет анизотропия. Дегенерирующие костные фрагменты 
окружены выраженной нейтрофильной инфильтра-
цией. Мозаично расположенные участки фиброзной 
ткани с фокусами кровоизлияний и воспалительной 
инфильтрации наблюдаются в части образцов. В одном 
из образцов отмечаются участки кости с признаками 
регенерации: больше клеточных элементов и анизотро-
пия при поляризационной микроскопии носит другой 
характер (рис. 3).
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Рис. 1. Примеры трехмерных моделей большеберцовой кости животных по модели 1 в разные сроки после бактериальной инокуля-
ции: а, в – 0 суток; б, г – 30 суток

Рис. 2. Некротические изменения костной ткани и выраженное воспаление: а – стандартная световая микроскопия. Окраска гема-
токсилином и эозином; б – фазово-контрастная микроскопия; в – поляризационная микроскопия. Окраска пикросириусом красным. 
Увеличение 100×

Рис. 3. Участок кости с признаками регенерации: а – стандартная световая микроскопия. Окраска гематоксилином и эозином;  
б – фазово-контрастная микроскопия; в – поляризационная микроскопия. Окраска пикросириусом красным. Увеличение 100×

Модель 2
У животных в период наблюдений после бактери-

альной инокуляции не наблюдалось изменений в дви-
гательной активности, шерстяном и кожном покровах. 
В первую неделю после операции животные щадили 
оперированные конечности, наблюдалась отечность, 
гиперемия краев послеоперационной раны. Через 
30 суток у всех животных наблюдалось полное зарас-
тание послеоперационной раны, формирования сви-
щей, гнойного отделяемого не наблюдалось.

По данным бактериологического исследования 
у всех животных после 14 суток бактериальной ино-
куляции был выявлен рост S. aureus (табл. 7). В двух 
из шести образцов отмечалась дополнительная кон-
таминация кишечной флорой. После 30 суток бак-
териальной инокуляции S. aureus был обнаружен 
в 4 образцах из 6 (66,7 % от общего количества). 
При этом только в двух образцах определялась мо-
нокультура S. aureus.

Таблица 7
Наличие роста микроорганизмов на 14 и 30 сутки. 

Модель 2

14 суток 30 суток Количество 
животных

S. aureus S. aureus 2
S. aureus, E. faecalis, 
E. coli E. faecalis, E. coli 1

S. aureus E. coli 1
S. aureus, P. mirabilis S. aureus, P. mirabilis 1
S. aureus S. aureus, Klebsiella 1

По результатам микро-КТ наблюдается отсутствие 
регенерации (закрытия) сформированной костной пер-
форации, выраженный гиперостоз ткани по периферии 
костной перфорации (рис. 4). Отмечены рентгеноло-
гические признаки снижения плотности костной тка-
ни по периферии от дефекта, секвестрация участков 
кости, площадь дефекта в некоторых случаях даже 
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увеличилась по сравнению с первоначальной. Ось ко-
нечности деформирована, что скорее связанно с пере-
стройкой костной ткани и снижением прочности в зоне 
формирования дефекта.

По результатам гистологического исследова-
ния биоптатов этой модели в большинстве костных 
фрагментов отмечаются дистрофические изменения 
кости с сокращением числа остеоцитов, с разрыхле-
нием и расслаиванием костного матрикса (рис. 5, а). 
Также происходит деструкция кости с формирова-
нием многочисленных мелких костных фрагментов, 
подвергающихся некрозу: при фазово-контрастной 
микроскопии в них выявляется более плотная зер-
нисто-волокнистая структура (рис. 5, б), при поля-
ризационной микроскопии отсутствует анизотропия 
(рис. 5, в). В окружающих тканях обнаруживается 
выраженная лимфо-макрофагальная инфильтрация с 
примесью нейтрофилов.

Модель 3
У животных в период наблюдений после бактери-

альной инокуляции не наблюдалось изменений в дви-
гательной активности, шерстяном и кожном покровах. 
В первую неделю после операции животные щадили 
оперированные конечности, наблюдалась отечность, ги-
перемия краев послеоперационной раны в зоне выхода 
штифта. Через 30 суток у всех животных наблюдалось 
полное зарастание послеоперационной раны, спонтан-
ных свищевых ходов не образовалось, но при удалении 
штифта отмечено гнойное отделяемое. В период наблю-
дения гнойных выделений по штифту не наблюдалось.

По данным бактериологического исследования у 
всех животных после 14 суток бактериальной инокуля-
ции был выявлен рост S. aureus (табл. 8). После 30 су-
ток бактериальной инокуляции S. aureus был обнаружен 

также во всех образцах (100 % от общего количества). 
При этом в трех образцах определялась монокультура 
S. aureus, а в остальных микст-культура.

Таблица 8
Наличие роста микроорганизмов на 14 и 30 сутки. 

Модель 3

14 суток 30 суток Количество 
животных

S. aureus S. aureus 3
S. aureus, E. faecium S. aureus, E. faecium 1
S. aureus S. aureus, E. coli 1
S. aureus, P. mirabilis S. aureus, P. mirabilis 1

Для модели 3 характерна массивная инфекция: при 
удалении штифта через 60 суток после установки на-
блюдалась гнойное отделяемое из очага инфекции, вы-
ходящее вместе со штифтом.

По результатам микро-КТ наблюдалось снижение кост-
ной плотности в проксимальном отделе большеберцовой 
кости и зазор между штифтом и костной тканью (рис. 6).

Миграции металлоконструкций не отмечалось, од-
нако деформации оси конечности и, возможно, срощен-
ные переломы на штифте привели к изгибу штифтов у 
некоторых животных. Оценить изменение сформиро-
ванного дефекта оказалось невозможным вследствие 
наводок металлоконструкции.

По результатам гистологического исследования 
биоптатов этой модели обнаруживаются многочислен-
ные некротизированные костные фрагменты, окружен-
ные лимфоцитами, макрофагами и нейтрофилами, от-
мечается образование секвестров (рис. 7). В биоптатах 
также встречаются некротизированные участки в мы-
шечной и соединительной тканях с очагами выражен-
ной воспалительной инфильтрации (рис. 8).

Рис. 4. Примеры трехмерных моделей б/б кости животного по модели 2 в разные сроки после бактериальной инокуляции: а, в – 0 су-
ток; б, г – 30 суток

Рис. 5. Дистрофия, деструкция и некроз костной ткани и выраженное воспаление: а – стандартная световая микроскопия. Окраска 
гематоксилином и эозином; б – фазово-контрастная микроскопия. Окраска гематоксилином-эозином; в – поляризационная микроско-
пия. Окраска пикросириусом красным. Увеличение 100×
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Рис. 6. Примеры трехмерных моделей б/б кости животного по модели 3 в разные сроки после бактериальной инокуляции: а, в – 0 су-
ток; б, г – 30 суток

Рис. 7. Некроз костной ткани, формирование секвестров и выраженное воспаление: а – стандартная световая микроскопия. Окраска 
гематоксилином и эозином; б – фазово-контрастная микроскопия. Окраска гематоксилином-эозином; в – поляризационная микроско-
пия. Окраска пикросириусом красным. Увеличение 100×

Рис. 8. Некротизированные участки в мышечной и соединительной тканях: а – стандартная световая микроскопия. Увеличение 200×; 
б – стандартная световая микроскопия. Увеличение 400×; в – фазово-контрастная микроскопия. Увеличение 400×. Окраска гематок-
силином и эозином

Модель 4
У животных в период наблюдений после бактери-

альной инокуляции не наблюдалось изменений в дви-
гательной активности, шерстяном и кожном покровах. 
В первую неделю после операции животные щадили 
оперированные конечности, наблюдалась отечность, 
гиперемия краев послеоперационной раны. Через 
30 суток у всех животных наблюдалось полное зарас-
тание послеоперационной раны, формирования сви-
щей, гнойного отделяемого не наблюдалось.

По данным бактериологического исследования 
у всех животных после 14 суток бактериальной ино-
куляции был выявлен рост S. aureus (табл. 9). После 
30 суток бактериальной инокуляции S. aureus был об-
наружен в 5 из 6 образцов (83,3 % от общего количе-
ства). При этом только в одном образце определялась 
монокультура S. aureus, а в остальных микст-культура. 
Кроме того, в одном из образцов данной модели ни 
один микроорганизм не был определен.

Результаты микробиологического исследования 
представлены в таблице 9.

Таблица 9
Наличие роста микроорганизмов на 14 и 30 сутки. 

Модель 4

14 суток 30 суток Количество 
животных

S. aureus – 1
S. aureus S. aureus, S. epidermidis 1
S. aureus S. aureus 1
S. aureus, E. coli S. aureus, E. coli 1
S. aureus, E. faecium S. aureus E. faecium 1
S. aureus, P. mirabilis S. aureus, P. mirabilis 1

По результатам микро-КТ наблюдалось увеличение 
плотности содержимого костномозгового канала, со-
хранение перфорации или ее увеличение, что является 
косвенным признаком развития остеомиелита Дефор-
мация оси конечностей меньше, чем в других группах, 



198Гений ортопедии. 2023;29(2)

Оригинальные статьи Инфекция в травматологии и ортопедии

признаки секвестрации кости (рис. 9). У одного жи-
вотного наблюдалось закрытие костной перфорации. 
Одно животное погибло на 58 сутки.

По результатам гистологического исследования 
биоптатов этой модели отмечается накопление фи-
бринозно-гнойного экссудата, выраженная воспали-
тельная инфильтрация тканей, очаговые некрозы и де-
струкция костной ткани с потерей ее тонкой структуры 
(рис. 10). В одном случае (умершее животное) на месте 
дефекта наблюдался крупный абсцесс с некротическим 
детритом в центре, вокруг которого располагается лей-
коцитарный вал, состоящий преимущественно из ней-

трофилов, а во внешнем слое находилась фиброзно-
грануляционная соединительная ткань с выраженной 
воспалительной инфильтрацией (рис. 11).

Сравнительные результаты томографического ис-
следования по моделям создания гнойно-септического 
воспаления представлены в таблице 10 и рисунке 12.

Сравнительные результаты микробиологического 
исследования по моделям создания гнойно-септиче-
ского воспаления представлены на рисунке 13.

Сравнительные результаты гистологического ис-
следования по моделям создания гнойно-септического 
воспаления представлены в таблице 11.

Рис. 9. Примеры трехмерных моделей большеберцовой кости животного по модели 4 в разные сроки после бактериальной инокуля-
ции: а, в – 0 суток; б, г – 30 суток

Рис. 10. Некротизированные фрагменты кости в окружении воспалительного инфильтрата: а – стандартная световая микроскопия. 
Окраска гематоксилином-эозином; б – фазово-контрастная микроскопия. Окраска гематоксилином и эозином; в – поляризационная 
микроскопия. Окраска пикросириусом красным. Увеличение 100×

Рис. 11. Абсцесс на месте дефекта: а – стандартная световая микроскопия. Увеличение 100×; б – фазово-контрастная микроскопия. 
Увеличение 100×; в – стандартная световая микроскопия. Увеличение 400×. Окраска гематоксилином и эозином

Таблица 10
Сравнительные результаты томографического исследования

№ модели Образование секвестров
Реактивное 

периостальное 
формирование кости

Деструкция 
костной ткани

Изменения 
в отделах кости

1 0,5 ± 0,55 1 ± 0,0 0,75 ± 0,27 0,67 ± 0,0
2 0 ± 0,0 1 ± 0,0 2 ± 0,0 0,67 ± 0,0
3 1 ± 0,0 0,5 ± 0,0 2 ± 0,0 0,67 ± 0,0
4 1 ± 0,0 0,5 ± 0,0 0,33 ± 0,26 0,67 ± 0,0



199 Гений ортопедии. 2023;29(2)

Оригинальные статьиИнфекция в травматологии и ортопедии

Рис. 12. Средние значения результатов томографического 
исследования по группам

Рис. 13. Средние значения результатов микробиологическо-
го исследования по группам

Таблица 11
Сравнительные результаты гистологического исследования

№ 
модели

Острое внутрикостное 
воспаление

Хроническое внутрикостное 
воспаление Некроз костной ткани Всего

1 1 (0; 2) 3 (2; 3) 2 (2; 4) 6 (4; 9)
2 1 (1; 2) 4 (2; 4) 2 (2; 3) 7 (5; 9)
3 3 (2; 4) 2 (1; 2) 4 (3; 4) 9 (6; 10)
4 2 (2; 4) 1 (1; 1) 3 (2; 4) 6 (5; 9)

1 и 2 p > 0,9999 p > 0,9999 p > 0,9999 p > 0,9999
1 и 3 p = 0,0970 p > 0,9999 p > 0,9999 p > 0,9999
1 и 4 p = 0,2997 p = 0,1131 p > 0,9999 p > 0,9999
2 и 3 p = 0,4963 p = 0,4452 p = 0,4907 p > 0,9999
2 и 4 p > 0,9999 p = 0,0471* p > 0,9999 p > 0,9999
3 и 4 p > 0,9999 p > 0,9999 p > 0,9999 p > 0,9999

ОБСУЖДЕНИЕ

В соответствии с литературными данными по обзо-
ру моделей бактериального создания остеомиелита на 
животных для последующего использования их в ис-
следованиях остеопластических материалов, содержа-
щих антибактериальные субстанции, в нашей работе 
мы провели сравнительный анализ четырех моделей, 
которые могут быть применены для последующего 
лечения животных с помощью имплантации резорби-
руемых остеопластических материалов – носителей 
антибактериальных субстанций. Основная задача раз-
рабатываемых моделей и выбор методов диагности-
ки – сохранение целостности кости.

Результаты исследования свидетельствуют о воз-
можности создания экспериментального гнойно-сеп-
тического воспаления у крыс к 14-60 суткам с помо-
щью инокуляции чистой культуры S. aureus, которое 
представляет собой тяжелую, быстро прогрессирую-
щую гнойную инфекцию – остеомиелит, приводящий 
к обширному разрушению кости с образованием сек-
вестров.

Основным различием в степени тяжести воспале-
ния при использовании различных моделей был раз-
личный объем деструкции костной ткани и некроза. 
Положительный результат создания модели воспале-

ния обусловлен инокуляцией бактериального агента с 
полным заполнением костномозгового канала, что об-
легчает распространение бактериального агента. Авто-
ры [41] использовали в качестве носителя инфицирую-
щего агента аллокость для локализации S. aureus в зоне 
имплантации. В своей работе мы использовали 0,8 % 
раствор агара для уменьшения ретроградной мигра-
ции внесенной культуры S. aureus из костномозгового 
канала обратно через перфорацию после извлечения 
катетера без дополнительной пломбировки. Образо-
вание абсцесса у одного животного в четвертой груп-
пе, который мы связываем с выходом бактериального 
агента из костномозгового канала б/б кости, является 
осложнением при используемом инъекционном спо-
собе введения S. aureus, однако количество осложне-
ний составляет лишь 2 %. Таким образом, указанный 
способ показал себя эффективным и не требующим 
внесения каких-либо материалов в образованные де-
фекты кости, что выгодно с точки зрения дальнейше-
го использования модели для последующего изучения 
новых хирургических и терапевтических протоколов 
лечения гнойно-септических воспалений с использо-
ванием биорезорбируемых материалов с антимикроб-
ными препаратами.
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Формирование свищевого хода используется для 
локализации остеомиелитического очага с целью ис-
ключения развития осложнений и гибели животно-
го [41], как правило, кроликов. Создание моделей 
гнойно-септического воспаления на крысах и кроликах 
значительно отличается друг от друга. Если при соз-
дании модели на кроликах формирование свищевого 
хода обеспечивает выживаемость, то при создании мо-
дели на крысах выживаемость животных составляет 98 
% во всех представленных моделях, что связано с силь-
ной иммунной системой. В связи с этим можно сделать 
вывод, что формирование свищевого хода не является 
обязательным при создании гнойно-септического вос-
паления у крыс.

При инокуляции S. aureus через костную перфора-
цию независимо от ее размера во всех моделях наблю-
далось изменение анатомической формы большебер-
цовой кости. Низкие дозы активного бактериального 
агента (1,5·103 КОЕ) являются менее эффективными 
при создании гнойно-септического воспаления, хотя, 
по литературным данным, оптимальные инокуляцион-
ные дозы культуры для крыс варьировали в диапазоне 
103-106 КОЕ, причем в некоторых моделях открытых 
переломов используют всего 102 КОЕ [11]. Возможно, 
столь низкие дозы могут быть эффективны при ис-
пользовании внутрикостных систем совместно с ино-
куляцией. При концентрации S. aureus 1,5·103 КОЕ 
физиологическая форма кости меняется менее чем в 
половине случаев, гиперостоз наблюдается только по 
краям костной перфорации, степень проявления харак-
терных для остеомиелита признаков варьирует. Уве-
личение концентрации S. aureus в 1000 раз приводит 
к развитию стойких инфекций в большинстве случаев. 

Изменения, наблюдаемые при томографическом 
исследовании, коррелировали с практически иден-
тичными результатами гистологии. Характерные при-
знаки остеомиелита – дистрофия, деструкция, некроз 
костной ткани, воспалительная инфильтрация окру-
жающих тканей наблюдаются в большей степени при 
инокуляции S. aureus 1,5·106 КОЕ. Гнойный деструк-
тивный некроз характерен инфекции, вызванной 
стафилококками [36]. Наиболее высокие показатели 
некроза костной ткани, согласно гистологическому 
исследованию, наблюдаются при использовании мо-
делей 3 и 4, что связано, по нашему мнению, с более 
длительным сроком после инокуляции стафилококка. 
Показатель хронического внутрикостного воспаления 
наиболее высок у второй группы, причем различия по 
этому параметру между четвертой и второй группами 
статистически достоверны. 

Культуры мазков, полученные с мест инокуляции, 
подтверждают присутствие S. aureus через 14 суток 
во всех образцах. Через 30 суток S. aureus не обнару-
жен в мазках 21 % образцов. Вместо S. aureus обна-
ружены грамположительные энтерококки E. faecium 
и грамотрицательные бактерии E. coli и P. mirabilis, 
относящиеся к кишечной флоре, что может свидетель-
ствовать о контаминации раневого канала в постопе-
рационном периоде.

 Склерозирующий агент может быть использован, 
однако он, по нашим наблюдениям, незначительно 

влияет на формирование гнойно-септического воспа-
ления. При высокой эффективности заражения живот-
ных по модели 4 наблюдалось одно выздоровление на 
шесть случаев. По литературным данным, 5 % морриат 
натрия, арахидоновая кислота использовались в ка-
честве склерозирующих агентов при моделировании 
остеомиелита у животных. Buxton и коллеги при моде-
лировании открытого перелома прерывали эндосталь-
ное кровоснабжение прижиганием, после чего прово-
дили бактериальное заражение [15]. С одной стороны, 
локальное нарушение микроциркуляции и очаговый 
некроз делают кость более восприимчивой к инфек-
ции, с другой стороны, могут искусственно искажать 
результаты исследований лечения, особенно тех, кото-
рые основаны на распределении системных антибио-
тиков по сосудам [2]. 

Имплантация инородных тел повышает воспри-
имчивость к инфекциям и является альтернативой 
склерозирующим агентам. При введении штифта в 
костномозговой канал наблюдается устойчивая гной-
ная инфекция, что, вероятно, связано с образованием 
биопленки на поверхности введенной конструкции 
и внутри кости [42]. Бактерии внутри биопленки мо-
гут уклоняться от иммунологического ответа хозяина 
и часто переходить в спящее или покоящееся состоя-
ние [43], что может снизить эффективность антибио-
тиков и требовать значительного повышения мини-
мальной эффективной концентрации препарата [44]. 
Кроме того, требуется дополнительное вмешательство 
для удаления штифта перед терапевтическим или хи-
рургическим лечением. Данные моменты необходимо 
учитывать при выборе модели.

Таким образом, способ по модели 2 мы считаем наи-
более технически простым и эффективным для созда-
ния гнойно-септического воспаления. Применимость 
разработанных моделей для использования в качестве 
экспериментальных при медико-биологических иссле-
дованиях остеопластических материалов, обладающих 
антибактериальными свойствами, требует отдельного 
изучения, однако основное требование к модели – со-
хранение целостности кости, выполнено.

В научной литературе для подтверждения эффек-
тивности создания гнойно-септического воспаления 
различными методами, как правило, животные выво-
дятся из эксперимента [41, 45]. В работах по исследо-
ванию эффективности разработанных материалов для 
лечения гнойно-септического воспаления использу-
ется комплексная диагностика после выведения жи-
вотных из эксперимента [20-24]. Рентгенологическая 
оценка и оценка клинических признаков использо-
валась одними авторами [25], микробиологическая и 
рентгенологическая оценки – другими [26]. Полное от-
сутствие или частичная диагностика не дают возмож-
ности оценить степень воспаления до начала лечения, 
интерпретация полученных результатов лечения может 
быть ложной. В своей работе мы использовали томо-
графическое, микробиологическое и гистологическое 
исследование для обнаружения инфекции. При множе-
стве существующих способов анализа бактериальной 
инфекции, наша задача заключалась в оценке наличия 
и степени гнойно-септического воспаления малоинва-
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зивными методами диагностики in vivo для получения 
исходных данных перед терапевтическим или хирур-
гическим лечением. Это необходимо для возможности 
последующей оценки эффективности лечения и интер-
претации его результатов.

По нашим наблюдениям, наиболее достоверно 
степень заражения может быть определена при при-
менении совокупности томографического, гистоло-
гического и микробиологического исследований. Так, 
бактериальная инфекция внутри кости может быть 
очень изменчивой и пространственно неоднородной, 
мазки с некоторой вероятностью могут давать лож-
ноотрицательные результаты. Томографическая оцен-
ка позволяет визуализировать инфицирование кости 
по периостальной реакции, остеолизу, отеку мягких 
тканей, деформации, образованию секвестра, спон-
танному перелому, но улучшения могут отставать от 

действительных при лечении. При использовании 
внутрикостных конструкций эффективность томогра-
фической оценки значительно снижается из-за арте-
фактов от металлических деталей. Гистологическая 
оценка биоптатов учитывает наличие характерных 
для остеомиелита морфологических признаков: не-
кроз костной ткани и воспалительная инфильтрация. 
Но при обособленном гистологическом исследовании 
степень проявления этих признаков может значительно 
варьировать в зависимости от участка взятия, размера 
и количества биоптатов, поэтому комплексный подход 
дает более объективную и репрезентативную картину 
протекания процесса остеомиелита.

Совместное применение указанных малоинвазив-
ных методов диагностики in vivo позволяет получить 
адекватную оценку степени инфицирования перед 
лечением.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Продемонстрированы результаты разработки четы-
рех экспериментальных моделей создания гнойно-сеп-
тического воспаления большеберцовой кости крысы. 
Во всех моделях проведена инокуляция бактериальной 
культуры золотистого стафилококка в концентрации 
1,5·103 или 1,5·106 КОЕ в растворе агара в костномоз-
говой канал б/б кости крысы. Отличие моделей состоит 
в концентрации бактериального агента, использовании 
склерозирующего агента, формировании свищевого 
хода или использовании интрамедуллярного штифта.

Все описанные модели пригодны для создания 
гнойно-септического воспаления, однако наиболее тех-
нически простым является способ заполнения костно-
мозгового канала бактериальным агентом инокуляцией 
последнего в растворе агара без использования скле-
розирующего агента, имплантации инородных тел, 
формирования свищевого хода. Предложенный способ 

хорошо воспроизводим, позволяет создать гнойно-сеп-
тическое воспаление за 30 дней.

В работе показано, что известные способы диагно-
стики (томографическое, микробиологическое и гисто-
логическое исследования) в совокупности являются 
эффективным методом определения уровня инфекции 
без разрушения объекта. Это является важным для по-
лучения исходных данных перед терапевтическим или 
хирургическим лечением, что дает возможность после-
дующей оценки эффективности лечения и интерпрета-
ции его результатов.

Таким образом, нам удалось достичь поставленной 
цели, продемонстрировав результаты разработки экспе-
риментальных моделей создания гнойно-септического 
воспаления с применением малоинвазивных методов 
диагностики in vivo, что позволит получить адекватную 
оценку степени инфицирования перед лечением.
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