
62

В.А. КОСИНЕЦ

ИДЕНТИФИКАЦИЯ И ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЧУвСТвИТЕЛЬНОСТИ
К АНТИБАКТЕРИАЛЬНыМ ПРЕПАРАТАМ ОСНОвНыХ вОЗБУДИТЕЛЕЙ 

РАСПРОСТРАНЕННОГО ГНОЙНОГО ПЕРИТОНИТА

Гоу впо «первый московский государственный медицинский университет им. и.м.сеченова»,

российская Федерация

уо «витебский государственный медицинский университет»,

республика беларусь

Цель. создать тест-системы для идентификации грамотрицательных и неклостридиальных анаэроб-
ных микроорганизмов и определения их чувствительности к антибактериальным препаратам, разработать 
эффективные схемы антибактериальной терапии при лечении пациентов с распространенным гнойным 
перитонитом.

Материал и методы. с помощью разработанных тест-систем проведены исследования перитонеаль-
ного экссудата 85 пациентов с распространенным гнойным перитонитом. изучен характер грамотрица-
тельной аэробной и неклостридиальной анаэробной микрофлоры, определена ее чувствительность к анти-
бактериальным препаратам, а также предложены эффективные схемы рациональной антибактериальной 
терапии.

Результаты. доминирующая роль в развитии перитонита принадлежит кишечной палочке (54,9%) и 
бактероидам (63,4%). рациональное применение антимикробных препаратов в до- и послеоперационных 
периодах во многом предопределяют успех лечения распространенного гнойного перитонита. на осно-
вании данных об этиологической структуре и чувствительности микроорганизмов к антибактериальным 
препаратам нами установлены следующие эффективные схемы рациональной эмпирической антибактери-
альной терапии распространенного гнойного перитонита:цефалоспорины III поколения + метронизадол; 
цефалоспорины III поколения + аминогликозиды + метронизадол; цефалоспорины IV поколения + метро-
низадол; карбапенемы (имопинем, меропенем); фторхинолоны + метронизадол.

Заключение. для идентификации грамотрицательных микроорганизмов и определения их чувстви-
тельности к антибактериальным препаратам разработаны тест-системы «ид-Энт» и «аб-Грам(-)», для 
облигатно-анаэробных микроорганизмов – «ид-ана» и «аб-ан», соответственно. разработанные тест-
системы характеризуются большим разнообразием антибиотиков, относительной дешевизной, простотой в 
изготовлении, эксплуатации, быстротой определения чувствительности и могут найти широкое примене-
ние для определения чувствительности штаммов возбудителей хирургической инфекции в бактериологиче-
ских лабораториях различного профиля.

Ключевые слова: распространенный гнойный перитонит, тест-системы, аэробы, анаэробы, антибакте-
риальная терапия

Objectives. To create test-systems for identification of gram-negative and non-clostridial anaerobic microor-
ganisms and for determination of their sensitivity to antibacterial preparations, to work out effective schemes of the 
antibacterial therapy at treatment of patients with widespread purulent peritonitis.

Methods. By means of the developed test systems investigations of peritoneal exudate of 85 patients with 
widespread purulent peritonitis have been carried out. The character of gram-negative aerobic and non-clostridial 
anaerobic microflora has been studied, its sensitivity to antibacterial preparations has been defined, and also effective 
schemes of rational antibacterial therapy have been suggested

Results. The dominating role in peritonitis development belongs to E.coli (54,9 %) and B. fragilis (63,4 %). 
Rational application of antimicrobial preparations in pre – and postoperative periods in many respects predetermine 
success of treatment of widespread purulent peritonitis. On the basis of data on the etiologic structure and sensitiv-
ity of microorganisms to antimicrobial preparations we have established the following effective schemes of rational 
empirical antibacterial therapy of widespread purulent peritonitis: cephalosporins of III generation + metronidazole; 
cephalosporins of III generation + aminoglycosides + metronidazole; cephalosporins of IV generation + metroni-
dazole; carbapenems (imipenem, meropenem); fluoroquinolones + metronidazole. 

Conclusions. «ID-ENT» and «AB-GRAM (-)» test systems have been developed for identification of gram-
negative microorganisms and determination of their sensitivity to antibacterial preparations, for obligate anaerobic 
microorganisms – «ID-ANA» and «AB-AN», respectively. The developed test systems are characterized by a great 
variety of antibiotics, relative low cost, simplicity in manufacturing and use, speed of determination of sensitivity 
and can find a wide application for determination of sensitivity of strains of causative agents of a surgical infection 
in bacteriological laboratories of a various profile.

Keywords: widespread purulent peritonitis, test-systems, aerobs, anaerobs, antibacterial therapy
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Введение

в современных условиях не утратила свое-
го значения проблема лечения распространен-
ного гнойного перитонита [1, 2, 3, 4]. причи-
ной этому служит многофакторное системное 
поражение фактически всех органов. ведущая 
роль в развитии осложнений и неблагопри-
ятных исходов при данном заболевании при-
надлежит синдрому энтеральной недостаточ-
ности, а основным источником аэробной и 
неклостридиальной анаэробной микрофлоры 
является желудочно-кишечный тракт [5].

за последние десятилетия выявлены суще-
ственные изменения чувствительности основ-
ных возбудителей распространенного гнойного 
перитонита к антибактериальным препаратам. 
современная интраабдоминальная инфекция 
характеризуется множественной, быстро ра-
стущей резистентностью к антибиотикам и 
антисептикам, что вызывает необходимость 
дальнейшего изучения этиологической струк-
туры распространенного гнойного перитонита 
с целью разработки эффективных схем рацио-
нальной антибиотикотерапии [6, 7, 8, 9].

идентификацию и определение чувстви-
тельности микроорганизмов к антибактери-
альным препаратам можно производить с по-
мощью питательных сред, микроскопии, ин-
струментальных методов, метода бумажных 
дисков, метода серийных разведений в жидкой 
или плотной питательной среде.

вместе с тем, трудоемкость, полуколиче-
ственный учет, требования к качеству пита-
тельных сред, длительность постановки явля-
ются существенными недостатками использу-
емых методов.

в настоящее время для идентификации 
микроорганизмов и определения их чувстви-
тельности к антибактериальным препаратам 
используются тест-системы импортного про-
изводства: BectonDickinson, AbbottDiagnostics, 
Difco/PascoLaboratories, RocheDiagnostics, 
VitekSystems, BioMerieux. для подавляющего 
большинства отечественных лабораторий они 
недоступны из-за высокой стоимости, кроме 
того, в данных тест-системах список антибио-
тиков не всегда адаптирован для российской 
Федерации и республики беларусь.

в этиологической структуре распростра-
ненного гнойного перитонита ведущая роль 
принадлежит микроорганизмам представи-
телям семейства Enterobacteriaceae, некло-

стридиальным анаэробам, что и обусловило 
необходимость создания отечественных тест-
систем для идентификации и определения 
чувствительности к антибактериальным пре-
паратам данных групп возбудителей.

Цель исследования: создать тест-системы 
для идентификации и определения чувстви-
тельности к антибактериальным препаратам 
грамотрицательных и неклостридиальных ана-
эробных микроорганизмов и разработать эф-
фективные схемы антибактериальной терапии 
при лечении пациентов с распространенным 
гнойным перитонитом.

Материал и методы

для идентификации грамотрицательных 
микроорганизмов и определения их чувстви-
тельности к антибактериальным препаратам 
нами разработаны тест-системы «ид-Энт» 
и «аб-Грам(-)», для облигатно-анаэробных 
микроорганизмов – «ид-ана» и «аб-ан», 
соответственно.

в качестве планшетов использовали 96-лу-
ночные планшеты для иФа, которые содер-
жат 8 рядов по 12 лунок. всего на одном план-
шете можно одновременно идентифицировать 
четыре штамма микроорганизмов, определить 
чувствительность грамотрицательных микро-
организмов к 23 антибиотикам и к 12 анти-
биотикам облигатно-анаэробных микроорга-
низмов.

инструментальный учет производился с 
помощью многоканального спектрофотометра 
Ф 300 и компьютера с программным обеспе-
чением «Microbi», разработанных нами со-
вместно с производственным объединением 
«витязь» (республика беларусь), комплекс 
антибактериальный (кан) (рис. 1).

тест-системы прошли санитарно-гиги-
енические и клинические испытания в ре-
спублике беларусь. испытания показали, 
что тест-системы соответствуют заявленным 
требованиям: по параметру оценки качества 
и воспроизводимости в серии определений 
чувствительности контрольного образца к 
противомикробным препаратам с расчетом 
различий по точному критерию Фишера и по 
параметру диагностической специфичности, 
по сравнению с методом бумажных дисков и 
с тест-системами фирмы «bioMerieux» (Фран-
ция). получены регистрационные документы, 
утвержденные белорусским государственным 
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научно-исследовательским институтом стан-
дартизации и сертификации и министер-
ством здравоохранения республики беларусь 
(«ид-Энт», ту рб 300002704.020-2011 г; 
«аб-Грам(-)»,ту рб 300002704.011-2009 г; 
«ид-ана», ту рб 300002704.016-2011 г; «аб-
ан»,ту рб 300002704.019-2011 г.

с помощью разработанных тест-систем 
проведены исследования перитонеального 
экссудата у 85 пациентов с распространенным 
гнойным перитонитом. изучен характер гра-
мотрицательной аэробной и неклостридиаль-
ной анаэробной микрофлоры, определена ее 
чувствительность к антибактериальным препа-
ратам, а также установлены эффективные схе-
мы рациональной антибактериальной терапии.

Результаты и обсуждение

тест-система «ид-Энт» для идентифи-
кации грамотрицательных микроорганизмов 
однократного использования служит для опре-
деления видовой принадлежности грамотрица-
тельных микроорганизмов в полужидкой среде 
после 18-24 ч инкубации. учет идентифика-
ции возможен визуально или инструментально 
с помощью многоканального фотометра Ф300 
и компьютера с программным обеспечением.

в состав тест-системы включено 24 те-
ста определения ферментативной активности 
микроорганизмов, которые можно разделить 
на следующие группы: по способности утили-
зировать углеводороды; глюкозаминидазной, 
галактозидазной и глюкозидазной активно-

сти без добавления индикатора с включением 
хромогенных субстратов; уреазной и галакту-
ронидазной активности; способности утили-
зировать L-арабит и гидролизовать малонат 
натрия; выработке индола при ферментации 
L-триптофана.

с целью сокращения времени постановки 
опыта разработанные тест-системы состоят из 
комплектов, в состав которых входят следую-
щие компоненты: планшет с дегидрированны-
ми субстратами – 1 шт., стерильный 0,9%  рас-
твор хлорида натрия с массовой долей объемом 
5 мл в ампуле – 4 шт., наконечники полипро-
пиленовые стерильные для автоматических до-
заторов вместимостью 200 мкл – 4 шт., стан-
дартный образец оптической плотности 0,5 
оптических единиц McFarland, объем 4 мл – 1 
шт. (по заказу на все наборы), дополнительный 
реагент (+ инд), пакетик с силикагелем 1 шт.

предложенный нами стандартизованный 
подход к комплектации тест-систем, наличие 
в них дегидрированных субстратов позволяет 
увеличить их срок годности до года с момента 
выпуска, и создает возможности по организа-
ции промышленного производства.

разработанная нами тест-система «аб-
Грам(-)» позволяет определить чувствитель-
ность сразу четырех микроорганизмов к 23 
антибактериальным препаратам.

для дегидрирования антибиотиков в лун-
ках планшета нами был предложен метод суш-
ки в вакуумном шкафу (spt 200 HORIZONT, 
польша) при минус 0,9±0,1 атмосферы в при-
сутствии избытка хлорида кальция для связы-

Рис. 1. тест-системы и автоматизированный комплекс антибактериальный (КАН)
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вания водяных паров при комнатной темпе-
ратуре.

антибактериальные препараты, исполь-
зуемые в тест-системе, их сокращенные на-
звания и концентрации представлены в та-
блице 1.

для культивирования микроорганизмов 
нами разработана питательная среда аб, в со-
став которой, в расчете на один литр, входят: 
трипсиновый гидролизат 17 г, соевый гидро-
лизат 3 г, глюкоза 2,5 г, натрия хлорид 5 г, 
двухзамещенный калия фосфат 2,5 г, двух ва-
лентная соль кальция 50 мг, двух валентная 
соль магния 20 мг, агар 1,4 г, дистиллирован-
ная вода до 1000 мл. под контролем рн-метра 
(HANNA 213, Германия) рн полученной пита-
тельной среды доводили до 7,3 и стерилизова-
ли 15 мин. при 120°с и давлении плюс 1 атм. 
стерильность питательной среды аб опреде-
лялась методом прямого посева на тиоглико-
левую среду и жидкую среду сабуро.

основой данной среды является трипто-
зо-соевый полужидкий агар, который обладает 
следующими преимуществами, по сравнению 
с другими питательными средами: на нем хо-
рошо растут грамотрицательные микроорга-
низмы, он достаточно прозрачен, что весьма 
важно при учете результатов.

для постановки опыта по определению 
чувствительности готовили взвесь микроорга-
низмов. для этого бактериологической петлей 
вносили одну или более колоний, выращен-
ных в течение 18-24 ч. при 37°с на мясо-пеп-
тонном агаре или селективной среде для гра-
мотрицательных бактерий, например Эндо, в 
ампулу (флакон) с 2 мл стерильного раствора 
хлорида натрия с массовой долей 0,9%. оп-
тическая плотность взвеси в ампуле после 
внесения микроорганизма должна была соот-
ветствовать 0,5 оптических единиц McFarland. 
Это достигалось путем измерения на денси-
тометре или на спектрофотометре при длине 
волны 550 нм – 0,125 OD; или сравнения со 
стандартом оптической плотности 0,5 оптиче-
ских единиц McFarland.

переносили в ампулу с питательной аб 
средой 5 мкл приготовленной взвеси бактерий 
и тщательно перемешивали. вносили в каж-
дую лунку планшета по 135 мкл питательной 
среды аб с микроорганизмами (конечная кон-
центрация бактерий ≈107 кое/мл). планшет 
накрывали крышкой и инкубировали 18-24 ч 
при 35-37°с в термостате.

после инкубации производили визуаль-
ный или инструментальный учет. при ви-
зуальном учете при наличии роста в лунке, 
штамм считали резистентным, а при отсут-
ствии роста – чувствительным к определен-
ному антибиотику.

для идентификации облигатно-анаэроб-
ных микроорганизмов использовалась раз-
работанная нами тест-система «ид-ана».
стандартные количества бактериальной взве-
си вносятся в лунки планшета, содержащего 
дегидрированные субстраты с индикатором 
или хромогенные субстраты. после 4-6 ча-
сов инкубации производили визуальный или 
инструментальный учет. Штаммы, имеющие 
ферментативную способность, расщепляют со-
ответствующие субстраты с изменением цвета 
содержимого лунок планшета. при отсутствии 
ферментативной способности изменения цве-
та содержимого лунок не происходит.

тест-система «аб-ан» для определения 
чувствительности облигатно-анаэробных бак-
терий к антибиотикам однократного исполь-
зования служит для определения чувствитель-
ности облигатно-анаэробных микроорганиз-

таблица 1
Сокращенные названия 

антимикробных препаратов 
и их концентрации, используемые 
в тест-системе «АБ-гРАМ (-)»

антибиотик сокращенное 
название

концентрация,  
мкг/мл

ампициллин амп 8
амоксициллин + 
клавуланат

а+к 16/8

Цефоперазон Цеф 64
Цефалексин Цфл 8
Цефотаксим Цфт 16
Цефепим Цфм 32
Цефтазидим Цфз 16
имипенем ими 8
меропенем мер 8
азтреонам азт 32
Цефтриаксон Цтр 32
азитромицин ази 12
Гентамицин Ген 8
нетилмицин нет 16
амикацин ами 32
моксифлоксацин мок 16
норфлоксацин нор 4
офлоксацин офл 8
Ципрофлоксацин Цип 4
левофлоксацин леф 8
ломефлоксацин лом 8
ко-тримоксазол кот 38
диоксидин дио 20
контрольная лунка к 0
Примечание: наличие роста в контрольной лунке обя-
зательно.  при наличии роста в лунке с антибиотиком 
штамм необходимо считать устойчивым к данному анти-
биотику.
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мов к антибиотикам в полужидкой среде после 
18-48 ч. инкубации.

в культуральную среду добавлялась бак-
териальная взвесь, которая затем вносилась 
в лунки планшета, содержащего лиофильно 
высушенные антибиотики. после инкубации 
производился визуальный или инструменталь-
ный учет. резистентные штаммы растут в лун-
ке, делая среду непрозрачной, а если штамм 
чувствителен к антибиотику, среда остается 
прозрачной. при отсутствии роста в лунках 
с 1-ой и 2-ой концентрацией антибиотика 
штамм чувствителен. при наличии роста в 
лунке с 1-ой концентрацией, но отсутствии в 
лунке со 2-ой концентрацией штамм обладает 
промежуточной чувствительностью. при на-
личии роста в лунках с 1-ой и 2-ой концен-
трацией штамм считается устойчивым. при 
отсутствии роста в контрольной лунке тест 
считается недействительным и его необходимо 
повторить. 

разработанные нами тест-системы облада-
ют следующими преимуществами: одно иссле-
дование обходится примерно в 1$, временные 
затраты на исследование чувствительности 
к антибиотикам занимает до 17 минут для 4 
штаммов микроорганизмов вместо 3-4 часов, 
учет результатов – до 5 минут.

при микробиологическом исследовании 
перитонеального экссудата у 85 пациентов 
с распространенным гнойным перитонитом 
наличие бактериальной инфекции было под-

тверждено у 94,2% обследованных, 5,8% по-
севов оказались стерильными.

в результате проведенных микробиоло-
гических исследований установлено, что в 
76,25% случаев воспаление брюшины было 
вызвано смешанной аэробно-анаэробной 
микрофлорой, в 15% – только анаэробами, в 
8,75% - только аэробами (таблица 2).

среди выделенных 93 штаммов анаэробов 
представителей рода Bacteroides было 63,4%, 
Bifidobacterium – 4,32%, Peptostreptococcus 
– 5,38%, Peptococcus – 4,3%, Eubacterium – 
7,53%, Clostridium – 3,23%, Fusobacterium 
– 6,45%, недифференцированные грамм (-) 
палочки – 3,22%, недифференцированные 
грамм (+) и грам (-) кокки – 3,22%.

среди 71 штамма аэробов – E.coli – 
54,93%, Streptococcus – 9,85%, Pseudomonas 
aeruginosa – 4,23%, Klebsiella spp. – 9,86%, Pro-
teus spp. – 5,63%, Staphyloccocus spp. – 4,23%, 
Enterococcus spp. – 11,27% (рис. 2).

при изучении чувствительности основных 
возбудителей распространенного гнойного пе-
ритонита к антибактериальным препаратам 
было установлено, что подавляющее большин-
ство штаммов обладало множественной лекар-
ственной устойчивостью.

основные представители энтеробакте-
рий (E.coli) обладали низкой чувствительно-
стью к ампициллину (20,51%), амоксицилли-
ну + клавуланат (35,89%), ко-тримаксозолу 
(48,71%), хлорамфениколу (46,15%), клин-

таблица 2
Возбудители распространенного гнойного перитонита

количество наблюдений возбудители
анаэробы и аэробы анаэробы аэробы

абс. % абс. % абс. % абс. %
80 100 61 76,25 12 15 7 8,75

E.coli Bacteroides
Bifidobacterium
Peptostreptococcus
Peptococcus
Eubacterium
Clostridium

Fusobacterium
недифференцирован-
ные грам(-) палочки

недифференцирован-
ные грам(+) и грам 
(-) кокки

Enterococcus
Staphyloccocus

Proteus
Klebsiella
Ps. aeruginosa

Streptococcus

Аэробы Анаэробы

Рис. 2. Микрофлора брюшной полости у пациентов с распространенным гнойным перитонитом
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дамицину (30,76%). Эффективными были 
цефалоспорины III, IV поколений – цеф-
тазидим (84,61%); цефепим (89,74%); кар-
бапенемы – имипенем (89,74%), меропе-
нем (92,3%); аминогликозиды – амикацин 
(89,74%); фторхинолоны – ципрофлоксацин 
(76,92%), ломефлоксацин (79,48%), норф-
локсацин – 82,05% чувствительных штаммов 
(рис. 3).

выделенные штаммы рода бактероидов 

Рис. 3. Чувствительность E. сoli к антибактериальным препаратам

были резистентны к пенициллину (100%), 
амоксициллину (86,21%), тикарциллину 
(74,14%), хлорамфениколу (75,87%), цефокси-
тину (41,38%). высокоэффективное действие 
на бактероиды оказывал меропенем (100%), 
имипенем (98,27%), метронидазол (93,1%), 
клиндамицин (81,03%), меньшей активностью 
обладал тикарциллин+клавуланат (74,13%), 
амоксициллин+клавуланат 63,79%, моксиф-
локсацин (53,44%) (рис. 4).
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отсутствие универсальных антибактери-
альных препаратов указывает на необходи-
мость их комбинированного применения с 
целью лечения распространенного гнойного 
перитонита.

Заключение

таким образом, разработанные нами тест-
системы характеризуются большим разнообра-
зием антибиотиков, относительной дешевиз-
ной, простотой в изготовлении, эксплуатации, 
быстротой определения чувствительности и 
могут найти широкое применение для опреде-
ления чувствительности штаммов возбудите-
лей хирургической инфекции в бактериологи-
ческих лабораториях различного профиля.

распространенный гнойный перитонит 
необходимо рассматривать как смешанную 
полимикробную аэробно-анаэробную инфек-
цию. доминирующая роль в развитии перито-
нита принадлежит кишечной палочке (54,9%) 
и бактероидам (63,4%).

рациональное применение антибакте-
риальных препаратов в до- и послеопераци-
онном периодах во многом предопределяют 
успех лечения распространенного гнойного 
перитонита.

на основании данных об этиологической 
структуре и чувствительности микроорганиз-
мов к антибактериальным препаратам нами 
установлены следующие эффективные схемы 
рациональной эмпирической антибактериаль-

ной терапии распространенного гнойного пе-
ритонита:

Цефалоспорины III поколения + метро-
низадол;

Цефалоспорины III поколения + амино-
гликозиды + метронизадол;

Цефалоспорины IV поколения + метрони-
задол;

карбопенемы (имипенем, меропенем);
Фторхинолоны + метронизадол.

Рис. 4. Чувствительность Bacteroides spp. к антибактериальным препаратам
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