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Изучена эффективность выбора антибиотика с использованием двух методов. Первый основан на стандартном, лабо-
раторном исследовании, включающем выделение чистых культур предполагаемого возбудителя и определение их инди-
видуальной чувствительности к антибиотикам. Второй основан на новом экспресс-методе, позволяющем одновременно 
оценивать действие препаратов на культивируемые и пока не культивируемые бактерии без выделения чистых культур.  
При этом второй метод позволяет определить эффективность антибиотиков именно в тех концентрациях, которые 
можно создать в данном очаге инфекции. Исследование показало существование расхождения между результатами, 
полученными с использованием данных методов. Причиной расхождений может быть наличие в патологическом мате-
риале пока не культивируемых бактерий. В пользу этого свидетельствуют полученные данные о наличии в материале от 
больных значительного количества спорообразующих бактерий, обладающих дополнительными механизмами антибио-
тикоустойчивости. Кроме того, проведённое исследование выявило антибиотики, для которых характерны наибольшие 
расхождения результатов, полученных использованными методами, что указывает на необходимость пересмотра схем 
проведения стартовой или эмпирической терапии.
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Введение. Эффективность лечения пациентов в зна-
чительной степени зависит от правильного и своевре-
менного выбора антибиотикотерапии. Существующие 
методы анализа результатов лабораторных исследова-
ний и эмпирического выбора антибиотиков основаны 
на свойствах известных и хорошо изученных бактерий. 
Молекулярно-генетические исследования микробиоты 
человека и животных показали, что известные класси-
ческие методы выделения различных бактерий позво-
ляют получить в виде чистых культур лишь не более 
20% от общего разнообразия. Бактерии, гены которых 
выявить можно, а методы выделения чистых культур 
которых ещё не найдены, получили название «пока не 
культивируемых» [1]. Представляется, что пока не куль-
тивируемые бактерии не только преобладают в микро-
биоте человека, но и распространены среди возбудите-
лей многих заболеваний [1–3]. Ранее значимые различия 
были показаны при сравнении результатов стандартного 
бактериологического исследования патологического ма-
териала и его изучения методом метагеномного анализа. 
Так, при изучении мокроты там, где стандартный метод 
выявил всего один вид бактерий, метагеномный анализ 
показал присутствие более 10 различных бактерий, сре-
ди которых известные патогены, встречающиеся при 
заболеваниях дыхательной системы: Pseudomonas spp. 
(кроме Pseudomonas aeruginosa), Achromobacter spp., 
Granulicatella spp., Corynebacterium spp., Staphylococ-
cus spp. [4]. Схожие данные получены при аналогичном 
изучении мочи и раневого отделяемого [5, 6]. Обнару-
жено существование среди пока не культивируемых  
представителей  микробиоты  человека  патогенных и 
условно-патогенных бактерий, способных вызывать бо-
лезни различной локализации. Таким образом, очевид-
но, что в развитии и поддержании многих патологиче-
ских процессов принимают участие микробы, которые 
мы пока не можем выделить в виде чистой культуры, 
идентифицировать и определить их чувствительность к 
антибиотикам, что проявляется в недостаточной эффек-
тивности проводимой терапии. Другим важным факто-
ром, влияющим на эффективность антибиотикотерапии, 
является скорость получения результатов лабораторного 
исследования. Разработаны различные схемы проведе-
ния таких исследований в том числе с использованием 
автоматических и полуавтоматических бактериологи-
ческих анализаторов [7]. Как правило, такие методы 
занимают несколько дней, поскольку требуют выделе-
ния чистых культур. Развитие генетических подходов, 
основанных на выявлении и идентификации генов, ко-
дирующих 16S рибосомальную РНК, позволило изучать 
материал от больного без выделения чистой культуры. 
Однако определить при этом возможно только ограни-
ченное число известных бактерий и, как выяснилось, 
идентификация бактерий недостаточно точная, а выяв-
ление генов устойчивости не полностью соответствует 
их чувствительности к антибиотикам, поскольку гены 
хотя и присутствуют в геноме, но не всегда экспресси-
руются [8, 9]. Попытка совместить большую скорость 
диагностики с включением в число изучаемых куль-
тивируемые и пока не культивируемые бактерии пред-
принята в тест-системе «ВыборАнтибиотика» [10]. В 
тест-системе «ВыборАнтибиотика» использован новый 
алгоритм исследования, в котором за счёт богатой ори-
гинальной питательной среды одновременно вырастают 
практически все бактерии из мокроты, мочи или ране-
вого отделяемого (включая пока не культивируемые ви-

ды), а антибактериальные препараты тестируются в кон-
центрациях, которые можно создавать непосредственно 
в очаге инфекции. В результате тест-система позволяет 
сравнительно быстро, в течение не более 24 ч, оценить 
суммарное отношение к различным антибиотикам всех 
бактерий, находящихся в патологическом материале.

Цель настоящей работы – сравнение результатов 
определения чувствительности к антибиотикам, по-
лученным стандартными методами и с помощью тест-
системы «ВыборАнтибиотика». 

Материал и методы. Материал для исследования - 
мокрота больных с внебольничной пневмонией, раневое 
отделяемое и моча. Время между забором материала и 
включением его в исследование не превышало 24 ч с 
условием хранения при   4oС.

Питательные среды: Колумбийский и шоколадный 
агар, уриселект 4 (BioMerie, Франция), маннит-солевой 
агар (Биомедиа, СПб), агар Шедлера (Oxoid, Велико-
британия), оригинальная питательная среда «ВыборАн-
тибиотика». 

Тест-система «ВыборАнтибиотика» для культиви-
рования бактерий и оценки действия на них антибио-
тиков.

Микроскопия. Мазки окрашивали по Граму, микро-
скоп Axiostarplus (CarlZeiss, Германия), объективы 
A-Plan 100x/1.25, окуляр 10х (CarlZeiss, Германия). 

Идентификацию микроорганизмов и определение 
чувствительности к антибактериальным препаратам 
проводили с помощью автоматического бактериологи-
ческого анализатора Vitek 2 compact (bioMerieux, Фран-
ция).

Белковый состав определяли на спектрометре Bruker 
(Bruker Corporation, США). 

Анализ последовательности нуклеотидов гена 16S 
рРНК выполняли с использованием универсальных бак-
териальных праймеров 27f – 1492r.

Результаты и обсуждение. Исследование выполне-
но на основе биоматериала, полученного от больных ре-
анимационных отделений ГВКГ им. акад. Н.Н. Бурденко 
Минобороны России (Москва).  Изучен материал от 52 
больных, в том числе мокрота и раневое гнойное отде-
ляемое по 18 образцов и моча – 16 образцов. Поскольку 
набор антибиотиков, используемый в картах анализато-
ра Vitek 2 compact и тест-системе «ВыборАнтибиотика» 
совпадает не полностью,  результаты  сравнивались  по  
антибиотикам, используемым в обеих системах. Состав 
сравниваемых антибактериальных препаратов при изу-
чении  различных  биоматериалов  приведён в таблице. 

В ходе стандартной лабораторной диагностики вы-
делены чистые культуры, впоследствии исследованные 
на чувствительность к антибактериальным препаратам. 
Выделение чистой культуры осуществляли в соответ-
ствии с действующими рекомендациями в течение 24-72 
ч, после чего определяли её антибиотикочувствитель-
ность. 

При использовании тест-системы чистая культура не 
выделяется, патологический материал засевали в лунки 
со специальной питательной средой и определённым со-
держанием различных антибиотиков в концентрациях, 
которые можно создать непосредственно в очаге инфек-
ции. В результате наличие или отсутствие микробного 
роста является главным маркёром эффективности или 
неэффективности антибактериального препарата. При 
этом в тест-системе «ВыборАнтибиотика» оценивается 
действие лекарственного препарата сразу на все бакте-
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рии, которые присутствуют в биоматериале больного, с 
общим временем проведения анализа от 8 до 24 ч. 

Результаты оценки возможной эффективности ис-
пользования различных антибиотиков, полученные в 
ходе стандартного протокола исследования и экспресс-

методом «ВыборАнтибиотика», имели ряд различий 
(см. рисунок, а, б, в). При анализе результатов выявлены 
определённые закономерности отличий, присущие всем 
типам испытанного патологического материала. 

При изучении мокроты несовпадение результатов 
составило 42%.  Наибольшее расхождение наблюдалось 
в  действии  меропенема, а минимальное количество  
несовпадений у амоксициллина - 20 %. В пробах мочи 
результаты не совпали в 32%. Максимальное несовпаде-
ние показал фосфомицин – 56,25%, а минимальное было 
у бисептола и ципрофлоксацина - 18,75%. Изучение ра-
невого отделяемого показало, что несовпадения соста-
вили 48%. Больше всего несовпадений у ванкомицина 
- 62,5% и меропенема - 54,5%, меньше всего несовпаде-
ний у гентамицина - 28,5%. В среднем несовпадения по 
всем изученным материалам и антибиотикам составили 
около 37%. Полученные данные свидетельствуют о том, 
что несовпадений больше у препаратов узкого и сужен-
ного спектров действия, таких как фосфомицин и ван-
комицин, а также длительно используемых бисептола и 
меропенема. Такой результат также свидетельствует об 
одновременном наличии в патологическом материале 
различных неродственных бактерий, в том числе грам-
положительных и грамотрицательных, которые оказы-
ваются недоступными для выделения и идентификации 
с использованием стандартных микробиологических 
подходов [11]. 

Сравнение состава антибактериальных препаратов при изучении 
различных биоматериалов

Антибактериаль-
ный препарат

Биоматериал

моча раневое отделяемое мокрота

Амикацин +
Амоксиклав + +
Бисептол + + +
Ванкомицин + +
Гентамицин + + +
Клиндамицин +
Левофлоксацин +
Линезолид +
Меропенем +
Фосфомицин +
Ципрофлоксацин + +
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Рифампицин

Vitek 2

«ВыборАнтибиотика»

Количество проб, устойчивых к антибиотикам, при разных методах исследования. 
Материал для исследования: а – моча, б – раневое отделяемое, в – мокрота.



109

RUssIAN ClINICAl lAbORAtORy DIAgNOstICs. 2018; 63(2)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-2-106-109

MICRObIOlOgy

Для подтверждения несоответствия микробного со-
става, определённого в результате стандартного микро-
биологического исследования, с реальным содержани-
ем разных бактерий в патологическом материале мы 
произвели поиск малоизвестных бактерий в изучаемых 
пробах, сфокусировавшись на спорообразующих аэ-
робных бактериях. Спорообразующие бактерии были 
идентифицированы по морфологическим свойствам, 
биохимической активности, составу протеома и гена, 
кодирующего 16S рибосомальную ДНК. При исполь-
зовании стандартного метода ни в одной из изученных 
проб не были выделены спорообразующие бактерии. 
В то же время, используя тест-систему «ВыборАнти-
биотика», среди выросших бактерий в виде чистых 
культур мы получили и идентифицировали ряд мало-
известных спорообразующих бактерий: Bacillus subtilis 
– 2 штамма, Bacillus licheniformis – 4 штамма, Bacillus 
firmus, Bacillus fardii, Bacillus oleronius, Virgibacillus sp. 
– по одному штамму. Наличие в патологическом мате-
риале спорообразующих бактерий, значение которых в 
патологии человека в последнее время вызывает повы-
шенный интерес исследователей, может указывать на 
серьёзные проблемы, с которыми на сегодняшний день 
связана антибактериальная терапия различных заболе-
ваний [12,13]. 

Заключение. Полученные результаты свидетельству-
ют о том, что существующие микробиологические ме-
тоды пока не позволяют выделить чистые культуры и 
изучить все бактерии, находящиеся в очаге инфекции. 
Основной причиной ограниченных возможностей стан-
дартных лабораторных методов следует считать широ-
кое распространение пока не культивируемых бактерий, 
которые дают рост при совместном выращивании в со-
ставе смешанных сообществ и не могут быть выделены 
согласно существующим протоколам. Это значительно 
снижает реальную ценность осуществляемого в на-
стоящее время лабораторного исследования, обнару-
жившего существование расхождения между тем, что 
показывают методы определения чувствительности к 
антибиотикам выделенных чистых культур, и выбором 
антибиотика с учётом свойств пока не культивируемых 
бактерий. Результаты исследования также указывают на 
антибиотики, по которым имеются максимальные рас-
хождения результатов, что свидетельствует о необходи-
мости пересмотра их использования в эмпирической те-
рапии, а также на наличие в патологическом материале 
большого количества спорообразующих бактерий, обла-
дающих дополнительными механизмами антибиотикоу-
стойчивости.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки. 
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