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Изучена эффективность использования тест-системы “Выбор антибиотика” для выращивания максимально возмож-
ного количества бактерий из патологического материала при остром цистите. По результатам метагеномного ана-
лиза установлено, что тест-система позволяет поддержать рост практически всех бактерий, выявленных в моче, в 
том числе относящихся к “пока не культивируемым”. Проведено сравнение результатов стандартного определения 
чувствительности бактерий к антибиотикам и эффективного лекарственного препарата по результатам использо-
вания тест-системы “ВыборАнтибиотика”. Показано, что тест-система позволяет без выделения чистой культуры 
выбрать антибиотик в течение 6–20 ч.
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The effectiveness of application of test-system “Choice of antibiotic” was evaluated as a tool for incubation of maximal amount of 
bacteria from pathological material under acute cystitis. The results of meta-genome analysis established that test-system permits 
supporting growth of practically all bacteria detected in urine, including ones relating to “uncultivated for the present”. The 
comparison of results of standard detection of sensitivity of bacteria to antibiotics and identification of effective pharmaceutical 
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Эффективность лечения инфекций мочевыделительной 
системы в значительной степени зависит от правильного вы-
бора антимикробных препаратов. Выделение и идентифика-
ция возбудителя и оценка его чувствительности к антибиоти-
кам занимают 3–4 дня, при этом нет полной уверенности, что 
изолирован и изучен именно возбудитель данного патологи-
ческого процесса и в очаге инфекции нет других бактерий. 
Метагеномный анализ состава микрофлоры различных ма-
териалов показал, что классические методы бактериологии 

не позволяют выделить и идентифицировать все микробы, 
находящиеся в изучаемом объекте. Такие бактерии, гены ко-
торых можно выявить, а методы выделения чистых культур 
еще не разработаны, получили название “пока не культиви-
руемые”. Такие бактерии обнаружены и среди патогенных 
микроорганизмов [1, 2].

Для повышения эффективности лабораторной диагно-
стики необходимо иметь экспресс-метод исследования, кото-
рый позволяет в течение одного дня обнаружить как можно 
больше микробов, находящихся в патологическом материале 
и найти антибиотики, эффективно на них действующие.

Цель работы – изучение нового подхода в микробиологи-
ческом исследовании, позволяющего одновременно получать 
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зентативные последовательности кластеров таксономически 
классифицировали. Классификация видов на всех этапах 
работы произведена на основе генотипического подхода в 
соответствии с “Международным кодексом номенклатуры 
бактерий” (icnB). В случае, если репрезентативная последо-
вательность имела гомологию более 97% с последовательно-
стью валидированного микроорганизма, кластер относили к 
соответствующему виду.

Результаты и обсуждение. В ходе стандартного микро-
биологического исследования из мочи изолирована кишеч-
ная палочка, давно известная как один из возбудителей за-
болеваний мочевыделительной системы.

В результате метагеномного исследования исходной мо-
чи и бактерий, выросших в контроле на ТСВА, установлено 
значительное видовое разнообразие бактерий. При этом вы-
явлены бактерии 4 видов, 3 родов, входящих в 1 семейство 
Enterobacteriales (см. таблицу). Это свидетельствует о высо-
кой эффективности ТСВА для обеспечения роста всего раз-
нообразия микробов, которые встречаются в патологическом 
материале.

В результате проведенных исследований установлено 
почти 100% совпадение видов микроорганизмов, обнаружен-
ных в патологическом материале и выросших на ТСВА.

Большинство бактерий, обнаруженных в пробе мочи при 
метагеномном анализе, ранее описаны как возбудители бо-
лезней растений и, позже, человека. Возбудителями оппорту-
нистических инфекций считаются E. cloacae, E. hormaechei 
[5–10]. Бактерии рода Shigella привычно воспринимаются 
как возбудители кишечных инфекций. Вместе с тем предста-
вители этого рода могут быть и причиной заболеваний моче-
вой системы [11].

Все штаммы, кроме E. coli, не были получены в виде чи-
стых культур в ходе выделения и идентификации возбудите-
ля, проведенных стандартными лабораторными методами. 
Исходя из имеющихся данных, такая ситуация имеет место 
в большинстве исследований патологического материала 
различного происхождения. В микробиологии уже давно до-
стигнуто понимание, что большая часть бактерий, входящих 
в микробиоту и вызывающих заболевания человека, относят-
ся к «пока не культивируемым бактериям». Такие бактерии 
тем не менее принимают участие в развитии патологического 
процесса и их присутствие необходимо учитывать при вы-
боре антимикробной терапии. Отсутствие чистых культур 
большинства «пока не культивируемых бактерий» не позво-
ляет провести оценку их чувствительности к антибиотикам. 
Вместе с тем известно, что E. hormaechei и E. cloacae почти 
всегда устойчивы к ампициллину и цефалоспоринам [9–12]. 
Для шигелл также показано распространение устойчивости 
к антибиотикам [13].

Частично преодолеть эту проблему можно при исполь-
зовании ТСВА. Хотя она не позволяет оценить уровень чув-

рост максимально возможного количества разных бактерий 
из очага поражения и данные об эффективности действия на 
них антибиотиков.

Материал и методы. Материал для исследования моча 
(больная 45 лет, диагноз острый цистит). Время между за-
бором материала и включением его в исследование не пре-
вышало 24 ч, условия хранения: 4оС.

Питательные среды: Уриселект 4 (Bio-rad, Франция), 
элективный солевой агар, цетримидный агар (Биомедиа, 
СПб), Candida brillians (Оxoid, Великобритания), (Биомедиа, 
СПб).

Определение биохимической активности микроорганиз-
мов проводились с помощью системы Vitek 2 (biomerieux, 
Франция).

Тест-система «ВыборАнтибиотика» (ТСВА) для диагно-
стики, культивирования бактерий и оценки действия на них 
антибиотиков (амоксициллин/клавуланат, азитромицин, цеф-
триаксон, левофлоксацин, доксициклин, ципрофлоксацин, 
триметоприм/сульфаметоксазол, фосфомицин, фуразидин, 
гентамицин) (Новые Антибиотики, Россия).

Выделение ДНК. Выделение ДНК из патологического ма-
териала и выросших на среде бактерий проводили при по-
мощи стандартного набора «ДНК сорб-В» (Россия) согласно 
имеющемуся протоколу.

Амплификацию проводили, используя эубактериальные 
праймеры 27f-534r, фланкирующие гипервариабельный 
участок гена 16s рРНК.

27f: ‘5-agagTTTgaTymTggcTcag-3’
534r: ‘5-aTTaccgcggcTgcTgg-3’
Используемая в работе пара олигонуклеотидных прайме-

ров специфична консервативным участкам гена 16s рРНК и 
применяется в метагеномных исследованиях для выявления 
бактериального разнообразия различных сообществ [3]. Ме-
тагеномное секвенирование фрагмента гена 16s pРНК про-
изведено на пиросеквенаторе roche/454 genomesequencer 
flx Titanium. Максимальная длина полученных последова-
тельностей составила 507 нуклеотидов, химерные последо-
вательности и последовательности короче 300 нуклеотидов 
не включены в анализ.

Анализ разнообразия и таксономического состава. 
Каждая полученная в ходе пиросеквенирования последова-
тельность идентифицирована путем сравнения с последо-
вательностями баз данных genBank и ezTaxon, используя 
алгоритмы BlasTn поиска и попарное сравнение [4]. Для 
идентификации применяли следующие пороги сходства (х = 
сходство): виды (x ≥ 97%), роды (97 > x ≥ 94%), семейства (94 
> x ≥ 90%), порядки (90 > x ≥ 85%), классы (85 > x ≥ 80%), 
отряд (80 > x ≥ 75%).). Для определения видового разнообра-
зия таксономического состава и сравнения сообществ при-
меняли программу pyrosequencing pipeline (http://pyro.cme.
msu.edu). Полученные последовательности выравнивали и 
проводили кластерный анализ с помощью программы com-
pletelinkageclustering, входящей в состав pyrosequencing 
pipeline. Кластеризацию осуществляли на разных уровнях, 
характеризующихся различными расстояниями между кла-
стерами (от 0 до 0.25, с шагом 0.01). Выделение филотипов 
(oTu) проводили при кластерном расстоянии 0.03; оценку 
таксономической сложности сообществ – при уровнях раз-
личий, соответствующих следующим таксонам: вид – 0.03, 
род – 0.05, семейство – 0.1, используя программу rarefaction 
(pyrosequencing pipeline). Для характеристики таксономи-
ческого состава сообществ проведен кластерный анализ с 
параметром расстояния 0.25. Далее для каждого кластера с 
помощью программы dereplicate request определяли нукле-
отидную последовательность, соответствующую центру кла-
стера, имеющую минимальную сумму квадратов расстояний 
до других входящих в кластер последовательностей. Репре-

Микроорганизмы, выявленные при метагеномном анализе и 
посеве мочи на ТСВА

Таксон Метагеномный анализ ТСВА

Семейство Enterobacteriaceae Enterobacteriaceae
Род Escherichia Escherichia

Shigella Shigella
Enterobacter Enterobacter

Вид Escherichia coli Escherichia coli
Shigella spp Shigella spp

Enterobacter cloacae Enterobacter cloacae
Enterobacter hormaechei Enterobacter hormaechei
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ствительности к антибиотикам отдельных бактерий, но дает 
возможность выбрать препарат, который в концентрации, соз-
даваемой в очаге поражения, способен блокировать рост всех 
микроорганизмов, имеющихся в патологическом материале 
данного больного. Для этого на ТСВА на среду с антибио-
тиками засеяли раневое отделяемое. В присутствии каждого 
антибиотика в разных лунках мы регистрировали совмест-
ный рост культивируемых и «пока не культивируемых бакте-
рий», находящихся в раневом отделяемом. Отсутствие роста 
бактерий через 6 ч (предварительный результат) и 20–24 ч 
(окончательный) позволило выбрать антимикробные препа-
раты, предотвращающие рост всех бактерий, находящихся в 
патологическом материале.

По данным стандартного бактериологического анализа 
изолированный штамм E. сoli чувствителен ко всем испы-
танным препаратам (ампициллину, ампициллин/клавуланату, 
цефтазидиму, цефотаксиму, цефоперазолу, цефепиму, меро-
пинему, имипенему, ципрофлоксацину, амикацину, гентами-
цину). По результатам роста микроорганизмов из патологи-
ческого материала на среде с антибиотиками в тест-системе, 
эффективными против всех бактерий, как культивируемых, 
так и “пока не культивируемых”, являлись левофлоксацин, 
доксициклин, триметоприм/сульфаметоксазол, фуразидин, 
гентамицин. Количество эффективных препаратов, дей-
ствующих на все микробы, содержащиеся в патологическом 
материале и способные расти на ТСВА, меньше, чем выбран-
ные для изолированного штамма E. сoli.

Полученные результаты свидетельствуют, что существу-
ющие микробиологические технологии пока не позволяют 
изолировать и изучать все бактерии, находящиеся в пато-
логическом материале при инфекциях мочевыделительной 
системы. Основной причиной ограниченных возможностей 
стандартных лабораторных методов следует считать обнару-
жение ранее не изучавшихся «пока не культивируемых бакте-
рий». Чаще всего такие бактерии дают рост при совместном 
выращивании в составе смешанных сообществ, где в среду 
выделяются определенные факторы, без которых каждый 
вид по отдельности расти не способен [14, 15].

Можно предполагать, что патологический процесс вы-
зван не только тем микробом или микробами, которые уда-
лось выделить и идентифицировать общепринятыми, стан-
дартными методами. «Пока не культивируемые бактерии» 
в настоящее время не выявляются стандартными методами, 
что значительно снижает ценность существующего лабора-
торного исследования. Полученные результаты указывают 
также на значительную условность подбора антибиотиков 
на основании стандартных подходов по выделению чистой 
культуры и определения чувствительности к антибиотикам.

Использование ТСВА в выборе антибиотика при инфек-
ции мочевыделительной системы позволило в течение 6–20 ч  
вырастить в составе смешанных сообществ бактерии, кото-
рые по данным метагеномного анализа соответствовали ми-
кроорганизмам, выделенным из материала, полученного от 
больного, и определить эффективные препараты. 
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