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Введение 
 
Антимикробная терапия сыграла решающую роль в лечении инфекци-

онных заболеваний человека в ХХ веке, так как благодаря использованию 
антибиотиков существенно уменьшилась смертность людей от инфекции, со-
кратились сроки клинических проявлений заболеваний и число постинфек-
ционных осложнений. Со времени открытия пенициллина в 20-х годах были 
разработаны и синтезированы сотни антимикробных препаратов, десятки из 
которых в настоящее время доступны для клинического применения.  

Вместе с тем, использование антибиотиков не оказало существенного 
влияния на частоту появления и распространения инфекций, на что возлага-
лись большие надежды в первые годы эры антимикробной терапии. Нера-
циональное применение, а порой, и злоупотребление противомикробными 
препаратами, способствовало эволюции микроорганизмов с развитием у них 
различных механизмов устойчивости к действию антибиотиков. Вследствие 
этого, участились случаи неудач при лечении инфекционных болезней анти-
биотиками.  

Различают естественную (природную) и приобретенную устойчивость 
(резистентность) микроорганизма к действию антимикробного агента. Есте-
ственная устойчивость является видо- или родоспецифичной и является ста-
бильным признаком. Приобретенная устойчивость вначале формируется у 
отдельных штаммов какого-либо вида или рода, а в дальнейшем возможно ее 
широкое как внутри-, так и межвидовое распространение.  

Генетические механизмы формирования устойчивости связаны либо с 
мутациями в имеющихся генах микроорганизма, либо с приобретением мик-
роорганизмом новой для него генетической информации в результате конъю-
гации, трансдукции или трансформации. Детерминанты резистентности мо-
гут возникать как на хромосомах, так и на плазмидах.  

Появление все большего числа новых антибиотиков и увеличение чис-
ла штаммов с приобретенной резистентностью требует ужесточения требо-
ваний к стандартизации существующих методов оценки антибиотикорези-
стентности и разработки новых подходов к интерпретации результатов. Наи-
более принципиальные изменения в методологии оценки антибиотикорези-
стентности и интерпретации результатов связаны с разработкой:  

• концепции интерпретационного учета результатов оценки анти-
биотикочувствительности, основанной на моделировании генотипа иссле-
дуемого микроорганизма с последующей корректировкой данных, получае-
мых in vitro, и выдачей клинически ориентированных рекомендаций по лече-
нию;  

• концепции групповых препаратов, позволяющей существенно со-
кратить объем исследований при получении достоверных результатов;  

• системы контроля качества оценки антибиотикочувствительности, 
позволяющей существенно снизить вероятность получения ошибочных ре-
зультатов;  
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• более детально обоснованных критериев оценки антибиотикочувст-
вительности;  

• жестких требований к составу питательных сред для оценки анти-
биотикочувствительности;  

• эпсилометрического метода оценки антибиотикочувствительности.  
Без учета перечисленных фактов в настоящее время невозможно полу-

чение достоверных результатов оценки антибиотикочувствительности.  
Основной целью исследований антибиотикорезистентности является 

выявление приобретенной устойчивости к антибактериальным препаратам у 
природно-чувствительных к ним микроорганизмов. Подтверждение наличия 
у микроорганизма природной чувствительности или устойчивости к анти-
биотикам не является целью практических исследований.  

Проведение исследований по оценке антибиотикорезистентности (оп-
ределение резистограммы микроорганизма) необходимо для решения двух 
основных задач:  

1 Обоснования назначения оптимальной индивидуальной антибиотико-
терапии для конкретного больного.  

2 Обоснования эмпирической антибиотикотерапии для отдельных но-
зологических форм инфекционных болезней на основании данных эпидемио-
логического мониторинга за уровнем антибиотикорезистентности микроор-
ганизмов, циркулирующих в конкретных регионах или учреждениях, выде-
ленных как из патологического материала, полученного от больных, так и 
выделенные из объектов внешней среды.  

Этапы проведения исследования по оценке антибиотикорезистентности 
приведены ниже, содержание каждого из этапов будет рассмотрено в соот-
ветствующих разделах: 

1 Оценка целесообразности изучения антибиотикорезистентности вы-
деленного микроорганизма (определение показания для проведения исследо-
вания).  

2 Выбор методов проведения исследования и контроля качества. 
3 Выбор антибактериальных препаратов, подлежащих включению в ис-

следование, его проведение, интерпретация результатов и выдача рекоменда-
ций по лечению.  

В настоящих методических указаниях систематизированы современные 
подходы к определению чувствительности бактериальных возбудителей ин-
фекционных заболеваний человека, учитывающие рекомендации Европей-
ского комитета по определению чувствительности к антибиотикам, а также 
Национального комитета по клиническим лабораторным стандартам США. 
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1 Выделение продуцентов антибиотических веществ и  
методы определения их биологического действия 

 
Выделение продуцентов антибиотиков может производиться из самых 

разнообразных субстратов: почвы, гниющих растительных и животных ос-
татков, илов, воды озер и рек, воздуха и других источников. Наиболее же бо-
гата микроорганизмами, продуцирующими антибиотики, почва. Из нее 
большей частью и выделяют организмы-продуценты антибиотических ве-
ществ. 

Перед чем начинать поиски продуцентов антибиотических веществ, 
перед тем, как приступать к выделению микробов-антагонистов, образующих 
антибиотики, из естественных мест их обитания, перед исследователем 
должна быть поставлена ясная цель. При этом возможны две основные зада-
чи: во-первых, поиск продуцентов уже известных, описанных в литературе и 
используемых на практике антибиотиков, во-вторых, поиск новых антибио-
тиков, способных проявлять биологическое действие по отношению к кон-
кретным организмам.  

В зависимости от поставленной цели должны быть использованы и со-
ответствующие методы поисков организмов-продуцентов тех или иных ан-
тибиотических веществ.  

Итак, если перед исследователем стоит задача выделить микроорга-
низм, образующий уже известный антибиотик, то при этом необходимо ру-
ководствоваться следующими основными принципами:  

1) каждый антибиотик образуется одним или несколькими определен-
ными видами организмов. 

2) каждый микроорганизм образует один или несколько вполне кон-
кретных антибиотиков. 

Образование антибиотиков – есть видовая специфика или, если гово-
рить точнее то, особенность отдельных штаммов микроорганизмов. 

Так, для поиска продуцента грамицидина С изучают не все бактериаль-
ные штаммы, а лишь штаммы спорообразующих бактерий, принадлежащие к 
Bacillus brevis; для выделения продуцента стрептомицина надо искать акти-
номнцеты, относящиеся к Streptomyces griseus; если надо выделить проду-
цент фумагиллина, необходимо найти плесневые грибы, принадлежащие к 
Aspergillus fitmigatus.и т.д. 

Следовательно, при поиске продуцентов известных антибиотиков нет 
надобности выделять все организмы и изучать их антибиотические особен-
ности. Достаточно при этом выделить микроорганизмы, принадлежащие к 
определенному виду (или видам). Надо иметь в виду, что некоторые анти-
биотики, например, относящиеся к β-лактамам (пенициллины, цефалоспори-
ны и др.), могут образовываться как плесневыми грибами, так и некоторыми 
видами стрептомицетов и собственно бактерий. Однако этот пример не про-
тиворечит вышесказанному, а, наоборот, подтверждает положение о том, что 
известные антибиотики образуются вполне определенными видами (или 
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штаммами) организмов, которые могут принадлежать к различным система-
тическим группам. 

Иной подход должен быть при решении второй задачи – поисков про-
дуцентов новых антибиотиков, активных в отношении определенных орга-
низмов. В данном случае продуценты антибиотических веществ следует пы-
таться выделить из всех групп организмов. 

Изолированные штаммы изучаются в отношении их антибиотического 
действия к тем тест-организмам, для которых необходимо найти антибиотик. 

При необходимости поиска среди микроорганизмов штамма, подав-
ляющего развитие, например дрожжеподобного организма Candida albicans, 
в качестве тест-микроба используют С.albicatis или другой организм, близ-
кий к нему по физиологическим свойствам. 

Выделяя микроб-антагонист, активный по отношению к какому-либо 
возбудителю болезней растений, в качестве тест-организма необходимо ис-
пользовать данный фитопатогенный организм. В этих случаях испытывают 
все выделяемые штаммы микроорганизмов, с тем, чтобы не пропустить орга-
низм, необходимый для решения поставленной задачи. 

Гораздо сложнее обстоит дело с поиском продуцентов антибиотиков, 
активных в отношении вирусов и злокачественных новообразований. Так ес-
ли бактерии, актиномицеты, грибы или протозоа – возбудители тех или иных 
заболеваний – могут быть непосредственно использованы в опытах как тест-
организмы при культивировании их на обычных лабораторных средах, то ви-
русы как внутриклеточные паразиты не могут культивироваться на таких 
средах. Для их развития нужны живые клетки, живые ткани. Аналогичные 
трудности возникают и при поисках противораковых антибиотиков. Рас-
смотрению этих вопросов посвящены последующие разделы. 

Итак, первая задача исследователей при поиске продуцентов антибио-
тиков – выделение их из природных источников. Для этих целей широко 
применяется метод изменения генома выделенного продуцента антибиотика 
путем мутагенеза и генной инженерии. Наконец, для получения наиболее 
эффективного по биологическому действию антибиотика используют метод 
химической или биологической трансформации природных соединений. 

 
1.1 Выделение микроорганизмов-антогонистов 
 
Для выделения микроорганизмов – продуцентов антибиотиков из есте-

ственных мест их обитания применяется большое число разнообразных ме-
тодов. В этом разделе мы остановимся лишь на самой общей характеристике 
этих методов.  

В основу большинства приемов положен принцип выделения чистой 
культуры микроба и непосредственного испытания его по отношению к ис-
пользуемым тест-организмам. Однако существенное значение при образова-
нии антибиотических веществ имеют и смешанные культуры. Это обстоя-
тельство также необходимо помнить при поиске продуцентов антибиотиче-
ских веществ. 
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Важное значение при выделении микроба-антагониста из той или иной 
группы организмов имеет специфичность условий его культивирования. Вы-
деление микробов-продуцентов антибиотических веществ производят из суб-
стратов, где обильно развиваются разнообразные формы микроорганизмов 
(бактерии, актиномицеты, дрожжи, грибы), поэтому очень важно знать и 
учитывать специфику условий развития тех организмов, которые необходимо 
выделить. 

Например, большинство сапрофитных бактерий хорошо развивается на 
богатых по составу натуральных средах (мясопептонный агар, картофельный 
агар, сусло-агар и др.) при рН около 7,0 и температуре в пределах от + 30 до 
37 ° C. При этих условиях развиваются также актиномицеты и некоторые 
грибы, но для них такие условия менее благоприятны, чем для бактерий. 

При выделении актиномицетов или грибов следует также учитывать 
особенности их развития. Актиномицеты растут медленнее, чем бактерии, 
они могут использовать такие источники питания, которые не очень хорошо 
используются бактериями.  

Учитывая особенности развития актиномицетов, для выделения их из 
естественных субстратов рекомендуются следующие среды: 

 
№ 1 № 2 

(NH4)2SO4 1 г KNO3 1 г 
K2HPO4 1 г K2HPO4 3 г 
NaCl 1 г NaCl 0,2 г 
MgCO4 1 г MgCO3 0,3 г 
Крахмал 10 г Крахмал 10 г 
Вода водопроводная 1000 мл FeSO4 0,001 г 
Агар-агар 15 г CaCO3 0,5 г 
  Вода водопроводная 1000 мл 
  Агар-агар 15 г 

 
При этом рН сред устанавливается в пределах 6,8-7,1 после их стерили-

зации. 
Для выделения термофильных актиномицетов удобно использовать 

среду следующего состава: агар – 15 г, пептон – 5 г, кукурузный экстракт – 5 
мл, глюкоза – 10 г, NaCI – 5 г, СаСl2 – 0,5 г, вода водопроводная – до 1 л. Вы-
ращивание термофильных культур следует производить при температуре от 
55 °С до 60 °С. 

Однако поиски продуцентов новых антибиотиков из группы актиноми-
цетов требуют выделения из природных источников новых форм этих мик-
роорганизмов, обладающих иными физиолого-биохимическими свойствами. 
Применяя новые не стандартные методы выделения актиномицетов, исполь-
зуя необычные субстраты и образцы почв, отобранные в разнообразных эко-
логических условиях и географических зонах, в последнее время удалось по-
казать, что действительно в природе имеются формы актиномицетов, о кото-
рых ранее не было известно. Изолированы, например, актиномицеты, спо-
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собные развиваться при пониженных температурах. Среди этих форм обна-
ружены продуценты антибиотиков, например, криомицина. 

В природе существуют ацидофильные актиномицеты, которые лучше 
растут в условиях кислой среды (рН 3,5-6,5). Ацидофильные актиномицеты 
образуют антибиотические вещества, обладающие противогрибковым дейст-
вием. 

Выделены новые формы актиномицетов, предпочитающие для своего 
развития щелочные условия, это так называемые алкалофильные организмы.  

Среди новых форм актиномицетов встречаются и галофильные виды, 
способные расти лишь в средах, содержащих высокие концентрации мине-
ральных солей (например, не менее 10 % NaCl). 

Микроскопические грибы предпочтительнее развиваются на средах с 
несколько пониженным значением рН (4,5-5,0), на которых плохо растут 
многие бактерии и актиномицеты. Выделение грибов можно производить как 
на синтетических (например, среда Чапека), так и на сложных по составу на-
туральных (например, сусло-агар) средах с начальным рН 4,5-5,0.  

Среды, пригодные для выделения микроорганизмов, не всегда благо-
приятны для образования ими антибиотических веществ. Так, многие акти-
номицеты хорошо растут на простых синтетических средах, но не все штам-
мы синтезируют на этих средах антибиотические вещества. Иногда для обра-
зования антибиотика необходимо организм культивировать на натуральных 
средах, таких как бульон Хоттингера, картофельный отвар и т.п. Аналогич-
ное явление может иметь место в отношении некоторых видов бактерий и 
плесневых грибов. Например, для выяснения антибиотического действия ак-
тиномицетов рекомендуется среды рН которых следует поддерживать на 
уровне 6,8. При выделении продуцентов новых антибиотиков для культиви-
рования микроорганизмов следует шире применять различные селективные 
среды, в том числе и среды, содержащие антибиотики. 

Приведенные примеры значительно расширяют имеющиеся представ-
ления о физиолого-биохимических особенностях группы актиномицетов. Ис-
следователи, занимающиеся поисками продуцентов новых антибиотических 
веществ, должны иметь в виду эти особенности, с тем, чтобы обеспечить 
максимально возможные условия для развития всех имеющихся в природе 
форм актиномицетов. Выделение новых форм микроорганизмов позволяет 
надеяться на получение новых антибиотических веществ с ценными свойст-
вами. 

 
1.2 Основные методы  выделения  микроорганизмов-продуцентов 

антибиотиков  
 
Высев почвенной взвеси в воде на поверхность агаровой пластинки. 

Определенная навеска почвы, тщательно растертая в ступке с небольшим 
объемом воды, количественно переносится в колбу со стерильной водой. Со-
держимое колбы встряхивается в течение 5 мин, а затем из водной суспензии 
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делается ряд последовательных разведений, которые высеваются на соответ-
ствующую агаризованную среду. 

Для получения в дальнейшем чистых культур отдельные колонии после 
инкубации в термостате при нужной температуре пересеваются в пробирки 
со скошенным питательным агаром. Каждая чистая культура микроорганиз-
ма пересевается на различные по составу среды и после достаточно хорошего 
развития проверяются ее антибиотические свойства. Высев почвы на пита-
тельный агар, предварительно засеянный тест-организмом. Поверхность пи-
тательного агара засевается тест-культурой необходимого организма, после 
чего на агаровую пластинку раскладывают небольшие, не более просяного 
зерна, комочки почвы или же почву наносят в виде пыли, распределяя ее по 
всей поверхности пластинки. Затем чашки помещают в термостат и через оп-
ределенный промежуток времени (24-48 ч, а иногда и более) просматривают 
кусочки почвы или отдельные ее участки, вокруг которых образовались зоны 
задержки роста тест-организма. Из этих участков выделяют чистые культуры 
организмов и подвергают их дальнейшему изучению.  

 
Лабораторная работа № 1 Высев почвенной взвеси в воде на по-

верхность агаровой пластинки 
 
Цель работы – выделение чистых культур микроорганизмов из почвы. 
Методика выполнения работы.  
На чашки Петри с мясопептонным агаром, предварительно засеянным 

тест-организмом, микробиологической петлей наносят отдельными каплями 
взвесь почвы. На каждую чашку наносят 10-20 капель, которые, подсыхая, 
оставляют после себя изолированные комочки почвы. Через 1-2 суток нахо-
ждения чашек в термостате при 26-35 °С комочки почвы обрастают коло-
ниями, вокруг некоторых обнаруживаются зоны задержки роста тест-
организма. Комочки, окруженные зонами, рассевают на свежие чашки с ага-
ром и после того, как вырастут отдельные колонии, их отсеивают для полу-
чения чистых культур. 

 
Метод обогащения почвы. Почву, из которой предполагают выделить 

антагонистов, обогащают организмами тех видов, по отношению к которым 
хотят получить антагонист. С этой целью к образцам почвы, помещенным в 
стеклянные сосуды, систематически добавляют отмытую суспензию нужных 
микроорганизмов. Затем через определенные промежутки времени такая 
почва высевается в виде отдельных комочков на агаровые пластинки в чаш-
ках Петри, предварительно засеянные тем же самым организмом, который 
использовался для обогащения почвы.  

Метод центрифугирования почвенной суспензии. Для выделения ак-
тиномицетов из почв, особенно из почв в весеннее время, когда в ней разви-
вается большое число грибов и бактерий, применяется метод центрифугиро-
вания почвенной взвеси. Метод основан на различии скорости оседания от-
дельных видов микроорганизмов в центробежном поле. При 3000 об/мин в 
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течение 20 мин частицы, соответствующие по размерам спорам плесеней или 
клеткам бактерий типа В.mesentericus, В.mycoides, В.subtilis, осаждаются на 
дно пробирки. Частицы же, соответствующие по размерам спорам актиноми-
цетов, оказываются при данной скорости центрифугирования в поверхност-
ном слое жидкости.  

Высевая надосадочную жидкость, удается в большинстве случаев (до 
92 %) получить на пластинках питательного агара только колонии актиноми-
цетов.  

Метод замораживания – оттаивания почвы. Известно, что микроор-
ганизмы в почве находятся в адсорбированном на почвенных частицах со-
стоянии. Для полноты десорбции микроорганизмов с почвенных частиц при-
меняются различные методы: химические, при которых почвенные образцы 
обрабатывают различными детергентами, физические, в основе которых ле-
жит метод механического растирания образцов почвы.  

Для лучшей десорбции микроорганизмов с почвенных частиц рекомен-
дуется использовать метод замораживания – оттаивания почвы. Данный ме-
тод позволяет обнаружить в них в 1,2-3,6 раза больше актиномицетов, чем в 
тех же образцах без замораживания. Это, по-видимому, связано с повышени-
ем десорбции актиномицетов с поверхности почвенных частиц.  

 
Лабораторная работа № 2 Метод замораживания – оттаивания 

почвы 
 
Цель работы – выделение чистых культур микроорганизмов из почвы. 
Методика выполнения работы.  
Отобранный для выделения актиномицетов образец почвы помещается 

в испаритель бытового холодильника при температуре – 8 °С. Через час об-
разец извлекается из холодильника и выдерживается при комнатной темпе-
ратуре до полного оттаивания. Процедуру замораживания – оттаивания по-
вторяют дважды. Затем навеску почвы помещают в стерильную водопровод-
ную воду, взбалтывают суспензию в течение 15 мин на круговой качалке при 
230 об/мин, после чего различные разведения суспензии высевают на пита-
тельную агаровую пластинку в чашках Петри.  

 
Применение питательных сред, содержащих антибиотики. При 

высеве почвенной суспензии на агаровые пластинки создаются трудности 
для развития редко встречающихся видов актиномицетов в результате быст-
рого развития бактерий и широко распространенных в почвах видов актино-
мицетов. Поэтому для целей направленного выделения определенных групп 
микроорганизмов в среды для высева почвенной суспензии добавляют раз-
личные антибиотики. При добавлении антибиотиков к среде для культивиро-
вания микроорганизмов происходит подавление обычной микрофлоры, соз-
даются условия для развития устойчивых к этим антибиотикам форм микро-
бов; последние могут оказаться новыми или редкими видами, способными 
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образовывать и новые антибиотики. Для этих целей часто используют анти-
бактериальные и противогрибные препараты. 

Для выделения актиномицетов применяют среды, содержащие в своем 
составе такие антибиотики, как тетрациклины, неомицин, нистатин, стрепто-
мицин, хлорамфеникол, пенициллин и др. При выделении продуцентов но-
вых антибиотических веществ используют среды, содержащие стрептомицин 
в концентрациях от 25 до 100 мкг/мл и рубомицин – от 5 до 20 мкг/мл.  

В случае добавления к среде стрептомицина наблюдается значительное 
подавление роста наиболее часто встречающихся видов – Str.griseovariabilis, 
Str.flavochromogenes, Str.griseolis, Str.aureofaciens, Str.griseus и др. – и выде-
ление культур актиномицетов, которые не обнаруживались на той же среде 
без стрептомицина. С повышением концентрации стрептомицина в среде 
общее количество выделяемых актиномицетов уменьшается, однако при этом 
происходит выделение новых культур актиномицетов. 

Рубомицин внесенный в среду для высева почвенной суспензии в зна-
чительной степени подавляет рост культур актиномицетов. Довольно устой-
чивыми к этому антибиотику оказались представители секций Roseus, 
Helvolo-Flavus и Albus. В указанных условиях в значительном числе вырас-
тают культуры актиномицетов, не образующие воздушный мицелий.  

В последнее время показано, что продуценты, например, амино-
гликозидных антибиотиков, могут быть найдены, в основном, только среди 
стрептомицетов, устойчивых к действию этих антибиотиков. 

Известны и другие методы выделения микробов-антагонистов из есте-
ственных мест их обитания. По мнению некоторых микробиологов, к на-
стоящему времени выделено и изучено не более 10 % всех имеющихся в 
природе микроорганизмов. Поэтому необходимо изучать и разрабатывать 
новые приемы выделения микробов, которые бы способствовали максималь-
ному обнаружению их в природе. 

 
1.3 Методы   идентификации   микроорганизмов   продуцентов   

антибиотических веществ  
 
После того как микроорганизм, обладающий ценными антибиотиче-

скими свойствами, тем или иным способом выделен из субстрата, необходи-
мо определить принадлежность этого организма к определенному виду. Сле-
довательно, исследователи должны владеть методами идентификации мик-
роорганизмов-продуцентов антибиотиков. Известно, что определение видо-
вой принадлежности микроорганизмов задача нелегкая, требующая больших 
навыков и умения. 

При определении вида микроорганизма-продуцента антибиотического 
вещества используется большой комплекс признаков. В первую очередь ис-
пользуются признаки, легко наблюдаемые при культивировании организмов 
визуально или с помощью микроскопа, такие как морфологические (форма 
колоний на твердых средах, форма и размеры клеток, спор и спороносцев, 
характер спорообразования, наличие жгутиков, капсул или слизи вокруг кле-
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ток и другие признаки) и культуральные (характер роста организма на раз-
личных средах, наличие или отсутствие окраски субстрата и самих клеток, 
развитие в аэробных или анаэробных условиях, температурный оптимум раз-
вития и т.д.) признаки. 

Однако установлено, что морфологических и культуральных признаков 
микроорганизмов часто бывает недостаточно для определения вида микроор-
ганизма. Тем более это трудно сделать в группах микробов, близко стоящих 
друг к другу в родовом отношении.  

Поэтому наряду с морфологическими и культуральными признаками 
для идентификации выделенных микроорганизмов используют и другие при-
знаки. К их числу относятся физиологические и биохимические особенности 
организмов. 

Под физиологическими свойствами микроорганизмов необходимо 
иметь в виду биохимическую сущность и биологическое значение тех про-
цессов, которые совершаются в культуре, а не простую констатацию явлений 
(например, разжижение желатины, пептонизация молока и т.п.), которые 
иногда обнаруживаются на случайно взятых и часто неизвестных по составу 
средах. 

К биохимическим особенностям микроорганизма относятся характер и 
пути превращения компонентов субстрата с образованием типичных для 
данного вида продуктов обмена (кислот, спиртов, пигментов, витаминов, ан-
тибиотиков, аминокислот и др.), типичные реакции метаболизма, характери-
зующие биосинтетические процессы в клетке, последовательность оснований 
нуклеиновых кислот, специфичная для разных видов организмов, а также 
другие признаки. 

В последнее время все чаще и чаще для определения видов используют 
серологические реакции, которые весьма специфичны и позволяют диффе-
ренцировать виды, близко стоящие друг к другу. Реакции агглютинации и 
преципитации находят применение для идентификации не только бактери-
альных организмов, но и актиномицетов. 

Для дифференциации видов бактерий и актиномицетов с успехом ис-
пользуют бактериофаги и актинофаги. Для распознавания видов актиноми-
цетов лучшими признаны актинофаги, выделенные из лизогенных культур 
актиномицетов. Обычно такие фаги оказываются более специфичными по 
характеру и спектру их действия. 

Однако при использовании актинофагов для дифференцирования видов 
следует иметь в виду и те трудности, которые обнаруживаются при этом. Не-
обходимо помнить, что среди актиномицетов нередко встречаются штаммы, 
устойчивые к фагам, а среди актинофагов имеются и полифаги, лизирующие 
клетки многих видов актиномицетов. Все это свидетельствует о том, что ис-
пользование фагов для идентификации видов может иметь лишь вспомога-
тельное значение, т.е. служить дополнительным признаком.  
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1.3.1 Идентификации видов актиномицетов-антагонистов 
 
Определенное значение при идентификации видов актиномицетов-

антагонистов, принадлежащих к одной группе, имеет метод, основанный на 
специфическом действии микробов-антагонистов. Специфичность действия 
микробов-антагонистов состоит в том, что, например, продуценты стрепто-
мицина, выделенные из различных районов земного шара, не подавляют раз-
витие друг друга. Такая закономерность характерна и для других видов акти-
номицетов.  

Исходя из этого, предложено для идентификации внешне сходных 
культур актиномицетов применять метод так называемого перекрестного ан-
тагонизма.  

Перекрестный антагонизм. Метода основан на том, что агаровые 
блочки с одним видом выращенного актиномицета помещают на поверхность 
агаровой пластинки, засеянной другим видом актиномицета. В качестве тест-
культуры используется тот же штамм организма. При этом обнаруживается, 
что один вид актиномицета-антагониста подавляет рост других видов акти-
номицетов и не подавляет развитие своего вида (таблице 1). 

 
Таблица 1 – Перекрестный антагонизм у некоторых видов актиномице-

тов (по Красильникову, 1951) 
 

Тест-организмы Вид актиноми-
цета-

антагониста 
Str.ruber Str.violace

us 
Str.coelico
lor 

Str.griseus Str.globisp
orus 

Str.longisp
orus 

Str.ruber − + + + + + 
Str.violaceus + − + + + + 
Str.coelicolor + + − + + + 
Str.griseus + + + − + + 
Str.globisporus + + + + − + 
Str.longisporus + + + + + − 

Примечание – «−» – отсутствие подавления роста; «+» – подавление 
роста. 

 
 
Метод специфики межвидового антагонизма может быть использован 

лишь при идентификации внешне очень близких видов актиномицетов и, по-
видимому, не может оказать существенной помощи при систематике далеко 
стоящих видов. Однако необходимо иметь в виду, что при перекрестном ан-
тагонизме изучаемый штамм актиномицета иногда не подавляет роста других 
известных видов, но он может не принадлежать ни к одному из этих видов. 
Так, Str.griseus не подавляет роста Str.rimosus, хотя это совершенно различ-
ные виды. Или в присутствии Sir.lavendulae не происходит подавления раз-
вития Sir.griseus (таблица 2).  
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При использовании метода перекрестного антагонизма следует иметь в 
виду также возможность самоугнетения, которое иногда имеет место среди 
некоторых штаммов актиномицетов. Культура Str.lavendulae штамм 2335 
выделяет вещества, вызывающие самоугнетение, напоминающее действие 
лизинов. Вокруг агаровых блочков этой культуры образуются зоны отсутст-
вия роста Str.lavendulae. Природа этих веществ пока неизвестна. 

 
Таблица 2 – Явление перекрестного антагонизма между отдельными 

видами актиномицетов (по Teillon, 1951) 
 

Тест-организмы Вид актиномице-
та-антагониста Str.griseus Str.griseus 

№ 241 
Str.aureuf
aciens 

Str.rimosu
s 

Str.fradiae Str.lavend
ulae 

Str.griseus − + + − + + 
Str.griseus № 241 + − + + + + 
Str.aureufaciens + + − − + + 
Str.rimosus + + − − + + 
Str.fradiae + + + − − + 
Str.lavendulae − + + − − − 

Примечание – «−» – отсутствие подавления роста; «+» – подавление 
роста. 

 
Оценивая все случаи, которые могут иметь место при использовании 

метода перекрестного антагонизма, следует заметить, что данный метод не 
помогает решению вопроса идентификации видов, но может оказать боль-
шую помощь при подразделении на виды культур внутри отдельных групп 
актиномицетов. Широкое применение при идентификации микроорганизмов-
продуцентов антибиотиков нашли и другие методы.  

Использование форм организмов, устойчивых к определенному анти-
биотическому веществу. В основу этого метода положены два основных при-
знака, связанных с образованием и действием антибиотиков.  

1 Каждый антибиотик образуется одним или несколькими определен-
ными видами микробов. 

2 Микроорганизмы, устойчивые к определенному антибиотику, устой-
чивы также к антибиотическим веществам, близким по химическому строе-
нию и биологическим свойствам к первому антибиотику. Вместе с тем они 
могут обладать чувствительностью к антибиотикам, имеющим другую хими-
ческую природу и, следовательно, другое биологическое действие. 

Определение антибиотика, образуемого неизвестным организмом, мо-
жет быть проведено путем испытания его биологического действия на ряд 
микроорганизмов, чувствительных и устойчивых к известным антибиотикам. 
Таким путем можно выяснить сходство или различие биологического дейст-
вия изучаемого вещества и известных антибиотиков и тем самым решить во-
прос о химическом сходстве или различии этих веществ. 
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Для исследования этого явления изучаемый организм высевают на по-
верхность питательного агара в виде штриха или в виде отдельной макроко-
лонии в центре чашки Петри. Образуемое организмом антибиологическое 
вещество диффундирует в окружающий агар и создает определенную зону. 
Пересекая эту зону чувствительными и устойчивыми к определенному анти-
биотику микроорганизмами, можно выяснить сходство биологического дей-
ствия изучаемого препарата с известным антибиотиком. Установив сходство 
биологического действия исследуемого вещества с известным антибиотиком, 
можно предположить, что изучаемое соединение относится к определенной 
группе антибиотических веществ и образуется соответствующими организ-
мами.  

Однако следует иметь в виду, что оценка принадлежности изучаемого 
организма к тому или иному виду продуцентов может быть лишь ориентиро-
вочной. Так, было известно, что β-лактамные антибиотики образуются толь-
ко плесневыми грибами, но последующие исследования показали, что анти-
биотические вещества этой природы образуют некоторые виды стрептомице-
тов и собственно бактерий.  

Метод хроматографии Хорошим методом для идентификации анти-
биотиков и их продуцентов является метод хроматографии, открытый вы-
дающимся русским ученым Цветом еще в 1903 г. и теперь очень широко ис-
пользуемый в лабораторной практике. Метод широко применяется при иден-
тификации антибиотиков на ранних стадиях исследования, что имеет весьма 
важное значение. Определение антибиотика на ранних стадиях работы может 
значительно сократить время его изучения. Иногда метод хроматографии 
бывает необходимо дополнить данными методов электрофореза, которые 
помогают выяснить прежде всего ионный характер антибиотика. 

Метод бумажной хроматографии антибиотиков состоит в следующем. 
На полоски хроматографической бумаги длиной 20-30 см и шириной в 1 см 
наносится испытуемый антибиотик. Подсушенные на воздухе полоски хро-
матографической бумаги с нанесенным антибиотиком помещают затем в 
хроматографический бак или цилиндр с соответствующим растворителем на 
10-20 ч. Время выбирается в зависимости от скорости прохождения раство-
рителя и от высоты используемого сосуда для хроматографии. 

Для обнаружения антибиотиков па хроматограммах могут применяться 
биологические, химические и физические методы. 

Наиболее распространенным методом обнаружения антибиотиков на 
хроматограммах является биоавтографический метод. С этой целью высу-
шенные в вытяжном шкафу полоски бумаги накладываются на агаровую пла-
стинку, предварительно засеянную культурой тест-организма, чувствитель-
ной к изучаемому антибиотику. Кюветы с полосками бумаги помещают в 
термостат на 18-20 ч при температуре, оптимальной для роста тест-
организма. По зонам отсутствия роста тест-микроба, образующимся вокруг 
тех мест на хроматограмме, где находится пятно антибиотика, судят, во-
первых, об однородности антибиотика; во-вторых, сравнивают полученные 
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хроматограммы с хроматограммами известных антибиотических веществ 
(рисунок 1).  

 

 
                                A          Б            В          Г 
  
А – стандартный раствор пенициллина G; Б, В – хроматограмма произ-

водственных образцов 1950 г. За пятном пенициллина G (вверху) следуют 
пенициллин F, дигидро F и самая нижняя зона – пенициллин К; Г – хромато-
грамма конечного препарата калиевой соли (1950).  

Рисунок 1 – Использование метода бумажной хроматографии для раз-
деления пенициллинов, образуемых штаммом Q-176 на кукурузной среде с 
лактозой 

 
Химические методы обнаружения антибиотиков на хроматограм-

мах основаны на реакциях, в результате которых образуются соединения, 
выявляемые по соответствующей окраске или обесцвечиванию реактива в 
месте расположения пятна антибиотика.  

Физические методы обнаружения антибиотиков включают в себя 
способы, связанные:  

а) с выявлением люминесценции антибиотического пятна в ультрафио-
летовом (УФ) возбуждении;  

б) с поглощением УФ излучения;  
в) с определением радиоактивной метки антибиотика. 
Для целей бумажной хроматографии антибиотиков с успехом можно 

использовать и круговые хроматограммы. 
Важное значение при оценке результатов хроматографии имеет поло-

жение пятен исследуемых веществ, характеризуемое коэффициентом Rf. Ко-
эффициент Rf определяется отношением расстояния, которое проходит пятно 
изучаемого вещества от линии старта за определенное время, к расстоянию 
фронта растворителя, прошедшего от линии старта: 
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Rf = Sp 
Sf      , (1)

 
Где Sp – расстояние, пройденное пятном изучаемого вещества; 

Sf – расстояние фронта растворителя, пройденное от старта. 
 
Воспроизводимость значении Rf зависит от постоянства следующих 

факторов: качества бумаги, температуры, степени чистоты растворителей, 
состава газов атмосферы, в которую помещена бумага, однотипности проце-
дур и аппаратуры. 

При использовании метода хроматографии па бумаге для идентифика-
ции антибиотиков было показано, что значение Rf зависит также и от систе-
мы растворителей, от степени очистки изучаемого антибиотика и от состава 
культуральной жидкости.  

По спектру значении Rf или, как его иногда называют, по хроматогра-
фическому спектру можно четко различать группы химически родственных 
антибиотиков и до некоторой степени отличать также антибиотики внутри 
групп. 

Существенное значение при использовании бумажной хроматографии 
для идентификации антибиотиков имеет разработка методов, позволяющих 
проводить эти исследования на ранних этапах изучения антибиотических 
веществ, т.е. на стадии культуральных жидкостей. Однако при этом встреча-
ются большие затруднения в разгонке антибиотиков, так как факторы, оказы-
вающие влияние на значение Rf, часто встречаются при использовании куль-
туральных жидкостей.  

Преодолеть эти затруднения удалось с помощью методов лио-
филизации фильтратов культуральных жидкостей и экстрагирования 
их соответствующими растворителями. Сущность схемы хроматографи-
ческой идентификации антибиотиков из культур на стадии малоактивных 
культуральных жидкостей состоит в следующем. Культуральную жидкость, 
обладающую антибиотическими свойствами, фильтруют и измеряют рН. 
Точно взятый объем фильтрата подвергают лиофильной сушке, затем лиофи-
лизат взвешивают и разделяют на две части, одну из которых растворяют в 
воде, а другую экстрагируют безводным этанолом при встряхивании в тече-
ние часа. Растворители берут в таком количестве, которое, как правило, по-
зволяет получить 5-10-кратные концентрации по сравнению с исходной 
культуральной жидкостью. Антибиотическую активность водного раствора и 
спиртового экстракта определяют методом бумажных дисков. 

В случае если спиртовой экстракт обладает антибиотической активно-
стью, схожей с активностью водного раствора лиофилизата, то проводят 
хроматографирование в соответствующей системе. Хроматограммы прояв-
ляют биоавтографически на чашках с Bacillus subtilis. Одновременно произ-
водят электрофорез в ацетатном и фосфатном буферах. 

Если для изучаемого антибиотика во всех системах 1-го типа значение 
Rf будет около 0,8 и выше, то спиртовой экстракт хроматографируют в дру-
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гой системе. При помощи набора этой системы можно наиболее уверенно от-
личить антибиотики типа эритромицина и олеандомицина, типа карбомици-
на, типа актиномицина и хлорамфеникола. 

Полученные данные позволяют в определенной степени идентифици-
ровать антибиотик или включить его в определенную группу химически 
близких веществ, или, наконец, определить его как новый антибиотик.  

Если в результате проведенной работы по идентификации выделенного 
микроорганизма установлено, что он является новым видом, и антибиотиче-
ское вещество, образуемое им, не принадлежит к уже описанным соединени-
ям, то и организм и антибиотик должны быть подвергнуты детальному ис-
следованию. С этой целью, прежде всего, изучаются условия культивирова-
ния микроба, обеспечивающие максимальное образование антибиотика. 

При подборе сред необходимо иметь в виду, что чем сложнее среда, 
тем труднее производить выделение и очистку антибиотика, поэтому среда 
для культивирования должна быть по возможности простой по составу и 
обеспечивать максимальное образование антибиотического вещества. Пути 
выделения продуцентов антибиотических веществ из естественных мест их 
обитания и их первичной идентификации представлено на схеме (рисунок 2). 

 
 
 
               А                                                                     Б 
 
 
 
                                                                                       В 
                                                                           Люминесценция колоний (для  
                                                                           определения противогрибковых  
                                                                           антибиотиков) 
 
I отбраковка неактивных 
 
 
 
УФ-спектры,                                                                     II отбраковка неактивных 
люминисценция                                                                     вариантов 
 
 
 
                                                                       III отбраковка известных 
                                                                  продуцентов известных антибиотиков 
 
 
 
Рисунок 2 – Схема выделения актиномицетов – продуцентов антибио-

тиков (по Коневу, 1981) 
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1.4 Методы выделения и очистки антибиотиков   
 
Выделение антибиотиков и их очистка осуществляются разными спо-

собами, выбор которых зависит от химической природы антибиотика, харак-
тера сопутствующих антибиотику продуктов жизнедеятельности организма 
(органические кислоты, аминокислоты, пигменты и другие соединения), не-
использованных компонентов среды (углеводы, масла, азотсодержащие ве-
щества, неорганические соли и др.), а также от того, где накапливается это 
вещество – в культуральной жидкости или в клетках продуцента. Основная 
задача первых этапов выделения антибиотического вещества – концентриро-
вание биологически активного соединения и очистка от сопутствующих бал-
ластных веществ. 

Основными методами выделения антибиотиков из нативных растворов 
(культуральная жидкость, освобожденная от биологической массы продуцен-
та) можно назвать следующие: осаждение антибиотика, методы экстракции 
антибиотиков органическими растворителями, сорбционные методы с ис-
пользованием поверхностно-активных веществ (активированный уголь, ак-
тивированный оксид алюминия и др.) или ионообменных материалов (ионо-
обменные смолы). При применении сорбционных методов выделения анти-
биотиков наиболее трудной задачей является десорбция (элюирование) пре-
парата. 

Антибиотик, выделенный одним из указанных способов, представляет 
собой лишь технически чистый препарат, который не может еще использо-
ваться в медицинской практике. Дальнейшая очистка препарата осуществля-
ется или путем повторной сорбции, перекристаллизации, растворением анти-
биотика в органических растворителях, или иными методами. 

 
1.4.1 Антимикробный спектр и токсичность 
 
После того как антибиотическое вещество с помощью того или иного 

метода выделено и хорошо очищено, проверяют его биологическую актив-
ность по отношению к широкому ряду микроорганизмов (проверяют широ-
кий антимикробный спектр). Кроме того, антибиотик исследуют на стериль-
ность, токсичность, пирогенность, испытывают в отношении действия на 
лейкоциты крови и определяют другие показатели. 

Выяснение стерильности готового препарата необходимо для уста-
новление отсутствия в нем спор микроорганизмов, прежде всего патогенных. 
Для этого необходимо, если это возможно, инактивировать антибиотические 
вещества, а затем произвести посев его на разнообразные по составу пита-
тельные среды (мясопептонный бульон, печеночный бульон, кровяной агар и 
т.п.). 

Инактивацию пенициллина осуществляют с помощью фермента пени-
циллиназы (пенициллин-β-лактамазы), или солянокислым гидроксиламином. 

Стрептомицин инактивируют при помощи гидроксиламина или цис-
теина.  
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Многие антибиотики не удается инактивировать, поэтому их стериль-
ность определяют лишь в отношении форм микроорганизмов, устойчивых к 
этим антибиотикам.  

Токсичность антибиотика определяют на экспериментальных живот-
ных, которым в течение определенного периода времени внутривенно, внут-
рибрюшинно, внутримышечно, подкожно или иными путями вводят различ-
ные дозы изучаемого антибиотика. За такими животными ведут тщательные 
наблюдения. При отсутствии внешних изменений в поведении животных в 
течение 12-15 суток считают, что испытуемый антибиотик не обладает за-
метными токсическими свойствами. Это, разумеется, первый и предвари-
тельный этап в изучении токсичности антибиотика.  

При более глубоком исследовании этого вопроса выясняется влияние 
препарата на отдельные ткани и органы животных. Некоторые антибиотики 
обладают кумулятивной токсичностью, проявляющейся в том, что его токси-
ческие свойства при введении в организм изо дня в день накапливаются, не 
обнаруживая каких-либо внешних проявлений, но в итоге приводят организм 
к гибели. Это скрытая токсичность, которая противоположна острой, вполне 
четкой токсичности препарата, проявляющейся сразу же после первого вве-
дения антибиотика.  

Отсутствие местной и общей токсичности антибиотика, отсутствие пи-
рогенности и угнетения деятельности лейкоцитов, сохранение антибиотиче-
ской активности препарата в присутствии сыворотки крови, гноя и других 
веществ, необходимый спектр антимикробного действия дают основание 
проводить дальнейшие испытания изучаемого препарата как лечебного ве-
щества. 

Вместе с этим необходимо определить характер биологического дейст-
вия антибиотика, иными словами, выяснить, является ли антибиотик бакте-
риостатическим или бактерицидным. Знание характера действия препарата 
может создать определенное представление о механизме его антибактери-
альных свойств. 

 
1.4.2 Лечебные свойства антибиотиков 
 
Следующий этап изучения антибиотика это определение его фармако-

логических и терапевтических свойств. Лечебные свойства антибиотиков 
проверяют на экспериментальных животных, зараженных соответствующей 
дозой определенного вида патогенного микроба. Обычно используют дозы 
инфекции с таким расчетом, чтобы вызвать гибель 50 % животных (LD50) и 
гибель 100 % животных (LDl00).  

LD50 – минимальная смертельная доза. Животных делят на 3 группы. 
Одной группе животных антибиотик вводят сразу же после заражения; вто-
рая группа животных подвергается обработке антибиотиком через некоторое 
время после заражения (через 5 ч или позже). Во всех случаях применяют та-
кие максимальные дозы антибиотика, которые переносятся животными. Тре-
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тья группа подопытных животных не подвергается обработке антибиотиком 
– это контроль.  

По количеству выживших, особенно в опытных группах, судят о тера-
певтической ценности изучаемого антибиотического вещества. Минимальное 
количество антибиотика, способствующее предохранению животного от 
смертельной дозы инфекции, составляет минимальную терапевтическую до-
зу. 

Отдельные антибиотические вещества, имеющие лечебные свойства, 
проявляют вместе с тем в определенных концентрациях токсичность по от-
ношению к макроорганизму. Если лечебная доза антибиотика ниже токсич-
ной, то такой препарат может быть использован в медицинской практике. 
Если терапевтическая доза равна токсичной или приближается к ней, то ши-
рокое применение такого антибиотика в лечебной практике не разрешается. 
Часто изучаемый антибиотик по тем или иным причинам не может быть ис-
пользован в медицинской практике, тогда его следует испытать в сельскохо-
зяйственном производстве или в отдельных отраслях пищевой и консервной 
промышленности. 

Только после всестороннего и глубокого изучения антибиотика можно 
говорить о перспективности или, наоборот, о непригодности его для практи-
ческих целей.  

 
1.4.3 Лабораторный регламент  
 
Антибиотическое вещество, имеющее практическую значимость и яв-

ляющееся новым препаратом, должно выпускаться в промышленных мас-
штабах. Поэтому при изучении продуцента и образуемого им антибиотика в 
лабораторных условиях разрабатывается так называемый лабораторный рег-
ламент.  

Лабораторный регламент – это технологический документ, которым 
завершаются научные исследования в лабораторных условиях по разработке 
метода получения антибиотика. Он служит основой для разработки промыш-
ленного регламента. Задача лабораторного регламента – разработка опти-
мального метода производства антибиотического вещества. Лабораторный 
регламент получения антибиотика должен включать следующие разделы: 

1 Характеристика антибиотика. Отражает название антибиотика, ос-
новное назначение, краткое описание свойств препарата, описание организ-
ма, образующего антибиотик, методы определения биологической активно-
сти, условия хранения. 

2 Технологическая схема производства. В схеме указывается последо-
вательность работ по производству антибиотика с подразделением на стадии. 
Технологическая схема – основа будущей технологии промышленного полу-
чения препарата. 

3 Сырье и материалы. Сообщаются требования, предъявляемые к ка-
честву сырья и материалам, используемым при получении антибиотика с це-
лью его максимального выхода и обеспечения повторяемости результатов. 
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При этом необходимо ориентироваться на сырье и материалы, выпускаемые 
отечественной промышленностью. 

4 Аппаратурная схема производства. Приводится схема процесса по-
лучения антибиотика с указанием аппаратов и приборов, их конструкции, 
размера и других характеристик, которые могут иметь значение при произ-
водстве антибиотика. 

5 Изложение технологического процесса. Включая описание процесса 
получения антибиотика на основе завершенных научных и эксперименталь-
ных результатов, выполненных в лабораторных условиях. Процесс включа-
ется в регламент в том случае, если удается получить воспроизводимые ре-
зультаты по качеству антибиотика и его выходу. Технологический процесс 
описывают по стадиям, подробно указываются объемы, концентрации ве-
ществ, входящих в среду, рН среды, степень аэрации, растворители, пенога-
сители, условия перемешивания, продолжительность процесса развития про-
дуцента, температура и другие показатели. 

6 Отходы производства, технологические и вентиляционные выбросы 
в атмосферу, их использование и обезвреживание. Приводится перечень воз-
можных отходов и выбросов в атмосферу, наличие в отходах ценных веществ 
и рекомендации по их использованию, наличие веществ, вредных с точки 
зрения загрязнения окружающей среды, и способы их обезвреживания. 

7 Контроль производства. Указываются особые требования к обору-
дованию (герметичность ферментера и всех коммуникаций, исправность и 
надежность работы мешалки и т.д.), анализ качества сырья, соответствующе-
го определенным стандартам, режимы стерилизации сред и отдельных ве-
ществ, воздуха, методы анализа процесса биосинтеза антибиотика и готовой 
продукции. 

8 Техника безопасности, пожарная безопасность и производственная 
санитария. Приводится перечень веществ, способных воспламеняться и 
взрываться. Все вещества, применяемые в процессе получения антибиотика, 
должны быть изучены с позиций техники безопасности, пожарной безопас-
ности и производственной санитарии. 

9 Перечень производственных инструкций. Приводятся все инструк-
ции, которые должны быть разработаны на основе лабораторного регламен-
та. 

10 Технико-экономические нормативы. Указываются выходы конечно-
го продукта и промежуточных продуктов; удельные нормы расхода сырья и 
материалов, удельные нормы расхода технологических энергозатрат (пара, 
воды, электроэнергии, сжатого воздуха). 

11 «Информационные материалы». В разделе указываются биологиче-
ские и физико-химические свойства вещества, степень их очистки, фармако-
логические свойства (преимущества и особенности), сравнение с показателя-
ми идентичных зарубежных препаратов, сведения о патентной чистоте анти-
биотика и методе его получения с перечислением охраняющих авторских 
свидетельств (патентов), сведения о вредности веществ, применяемых при 
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получении препарата, и мерах предосторожности при работе с ними. 
 

1.5 Пути  повышения  антибиотикообразующей   способности  
микроорганизмов  

 
Микроорганизмы-продуценты антибиотиков, выделенные из природ-

ных субстратов, обычно обладают низкой антибиотической активностью. 
Так, например, различные штаммы Penicillium, выделенные из почв, образу-
ют пенициллин при глубинном их выращивании в количестве от 10 Ед/мл до 
30 Ед/мл культуральной жидкости. Продуцент стрептомицина Str.griseus, 
впервые выделенный Ваксманом с сотрудниками в 1944 г. из сильно унаво-
женной почвы, образовывал до 100 мкг/мл стрептомицина.  

Понятно, что потребности медицины, сельского хозяйства и некоторых 
отраслей промышленности не могут быть удовлетворены без получения наи-
более продуктивных штаммов организмов, образующих антибиотические 
вещества.  

Поэтому перед наукой поставлена задача разработки путей повышения 
биосинтеза практически ценных антибиотических веществ. При решении 
этой задачи необходимо применять два тесно связанных метода: селекцию 
наиболее активных форм продуцентов антибиотиков и изучение условий 
культивирования полученных вариантов с целью определения наиболее оп-
тимальной биосинтетической активности.  

 
1.5.1 Селекция наиболее активных форм продуцентов антибиоти-

ков 
 
В селекционной работе по получению активных продуцентов антибио-

тических веществ используют различные приемы, в основе которых лежат 
методы и законы генетики.  

Прежде всего, при изучении вновь выделенных микроорганизмов-
продуцентов антибиотиков стремятся отобрать наиболее активные варианты, 
имеющиеся в культуре.  

Микроорганизмы обладают естественной изменчивостью, т.е. среди 
клеток или спор одного и того же штамма могут обнаружиться формы, отли-
чающиеся по морфологическим или биохимическим, в том числе и по анти-
биотическим признакам. Остановимся на разборе метода отбора наиболее ак-
тивных антибиотикообразующих вариантов микроба.  

Продуцент антибиотика высевают на пластинку питательного агара в 
чашке Петри с таким расчетом, чтобы получить на ней развитие не более 40-
50 изолированных колоний. После достаточно хорошего развития колоний 
проверяют их способность к образованию антибиотика (в основном двумя 
методами). 

Первый метод. Выросшие колонии заливают расплавленным и охлаж-
денным до 50-55 °С питательным агаром, содержащим тест-организм, чувст-
вительный к изучаемому антибиотику. Затем чашки помещают на 20-24 ч в 
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термостат при температуре, оптимальной для развития тест-культуры. За это 
время вокруг колоний образуются зоны отсутствия роста тест-организма. 
Размеры диаметра зон отсутствия роста вокруг колоний микроорганизма бы-
вают различными. Чем больше колония образует антибиотика, тем большей 
будет зона отсутствия роста тест-организма. Такие наиболее активные коло-
нии легко обнаружить (рис. 3). 

 

 
 
1 – питательный агар с тест-организмом; 2 – питательный агар для раз-

вития колоний продуцента антибиотика; 3 – колония; 4 – зона диффузии ан-
тибиотика. 

Рисунок 3 – Схема опыта по определению антибиотической активности 
колоний микроорганизмов методом заливки их питательным агаром, содер-
жащим тест организмы 

 
Для выявления изменчивости, связанный с образованием антибиотиков 

у бактериальных организмов (споровых), на колонии перед заливкой рас-
плавленного агара можно помещать стерильные диски фильтровальной бу-
маги, диаметр которых равен внутреннему диаметру чашки Петри. Таким 
диском фильтровальной бумаги прикрываются выросшие колонии бактерий, 
а расплавленный агар наливается на поверхность бумажного диска. Это об-
легчает последующее выделение наиболее активной колонии в чистом виде. 

 
Лабораторная работа № 3 Определение способности  

микроорганизмов к образованию антибиотика 
 
Цель работы – определение способности исследуемого микроорганиз-

ма к образованию антибиотика. 
Методика выполнения работы. 
Стерильный 1,5 % МПА разливают в чашки Петри и на его поверхно-

сти производят точечный посев исследуемых микроорганизмов (B.subtilis и 
B.cereus)  после  чего помещают чашки Петри в термостат при температуре 
37 °С на 96-120 часов (столь длительный срок инкубирования связан с тем, 
что антибиотические вещества вырабатываются микроорганизмами в случае 
конкуренции за питательные вещества, либо при дефиците питательных ве-
ществ). После инкубирования выросшие колонии инактивируют с помощью 
хлороформа и заливают расплавленным и охлажденным до 50-55 °С 0,7 % 
МПА, содержащим тест-организм, чувствительный к изучаемому антибиоти-
ку. Затем чашки помещают на 20-24 ч в термостат при температуре, опти-
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мальной для развития данной тест-культуры. За это время вокруг колоний 
образуются зоны отсутствия роста тест-организма. Размеры диаметра зон от-
сутствия роста вокруг колоний микроорганизма бывают различными. Чем 
больше колония образует антибиотика, тем большей будет зона отсутствия 
роста тест-организма.  

 
Лабораторная работа № 4 Определение способности  

микроорганизмов к образованию антибиотика 
 
Цель работы – определение способности исследуемого микроорганиз-

ма к образованию антибиотика. 
Методика выполнения работы. 
Подготавливают чашки Петри с питательным агаром, поверхность ага-

ровой пластинки засевают тест-организмом. Затем в толще агаровой пла-
стинки с помощью пробочного сверла или другого подобного приспособле-
ния делают лунки диаметром 6-8 мм. Из центра колонии изучаемого микроба 
вырезают агаровый блочек пробочным сверлом с внутренним диаметром, 
равным диаметру лунок. Агаровый блочек вставляют в лунку. На каждой 
чашке может быть сделано 6-7 лунок и, следовательно, испытано 6-7 различ-
ных колоний. Чашки с блочками, помещенными в лунки, переносят в термо-
стат на 20-24 ч, после чего измеряют диаметры зон, образовавшихся вокруг 
блочков. Чем больше диаметр зоны задержки роста тест-организма, тем ак-
тивнее колония изучаемого организма.  

 
При селекции наиболее активных штаммов продуцентов ряда антибио-

тиков, выделенных из естественных мест их обитания, используют антибио-
тики. Например, для выделения из почвы наиболее активных штаммов про-
дуцента стрептомицина в агаровую среду, используемую для их высева, до-
бавляют определенную концентрацию стрептомицина. Штаммы Str.griseus, 
образующие большие количества антибиотика, способны выдерживать такую 
концентрацию стрептомицина и нормально развиваться в его присутствии. 
Менее активные штаммы не приспособлены к высоким концентрациям 
стрептомицина и в его присутствии не развиваются.  

В питательную  агаровую  среду  вносят стрептомицин в количестве 
100 мкг/мл субстрата, а затем высевают выделенные штаммы актиномицетов, 
относящиеся к Sir.griseus. В результате культуры, чувствительные к этой 
концентрации стрептомицина, не давали развития примерно в 80 % случаев. 
Остальные 20% штаммов, среди которых были и довольно активные, вырас-
тали на этой среде. Приведенный метод оказывается полезным при первич-
ном исследования почвенных культур актиномицетов.  

Однако методы выделения наиболее активных форм, получающихся в 
результате естественной изменчивости, не дают значительного повышения 
образования антибиотиков. 

Решающим приемом, обеспечивающим успех селекции многих проду-
центов антибиотиков, является метод получения мутаций под влиянием 
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сильнодействующих факторов – рентгеновских и ультрафиолетовых излуче-
ний, некоторых химических соединений (азотистой формы иприта др.). При 
действии таких факторов в течение определенного периода времени проис-
ходит полная гибель микроорганизмов. Однако можно подобрать экспози-
цию (концентрацию) и силу воздействия, при которых часть клеток или спор 
изучаемого вида может выжить.  

У таких переживших микроорганизмов особенно под влиянием силь-
нодействующих факторов, могут появляться формы с измененным характе-
ром отдельных звеньев обмена веществ, а так же варианты с измененными 
свойствами. Наряду с формами, потерявшими способность образовывать ан-
тибиотик, а их обычно бывает большинство, появляются такие, у которых 
обнаруживается значительное повышение антибиотикообразования.  

Выявление высокоактивных штаммов осуществляется теми же метода-
ми, которые используются и при отборе вариантов, возникающих в результа-
те естественной изменчивости.  

Довольно часто в селекционной работе применяют последовательное 
воздействие на организм различных факторов. В результате применения раз-
личных методов селекции удалось значительно (в 50-100 и более раз) увели-
чить образование таких важных антибиотиков, как пенициллин, стрептоми-
цин, антибиотики тетрациклиновой группы и др. (таблица 3). 

 
Таблица – 3 Результат селекции продуцентов некоторых антибиотиков 

(по Захарову и Квитко, 1967) 
 

Образование антибиотиков ед/мл 
Продуцент Мутаген исходным штаммом полученным штам-

мом 
Пенициллина  Р, УФ, АИ 220 5200 
Стрептомицина  Р, УФ 250 4200 
Хлортетрациклина Р, УФ 600 2200 
Эритромицина УФ 500 1000 
Альбомицина  Р - 600% к исходному 

Примечание – Р – рентгеновское излучение; УФ – ультрафиолетовое 
излучение; АИ – азотистый иприт. 

Существенное значение в селекционно-генетической работе имеет вы-
ход образующихся мутации, который зависит от применяемого мутагена, его 
концентрации, времени воздействия, а также от свойств самого организма. 
При селекции наиболее активных штаммов продуцентов антибиотиков необ-
ходимо иметь в виду, что частота морфологических мутации микроорганиз-
мов не всегда совпадает с частотой биосинтетических мутаций. 

Иногда при селекции продуцентов антибиотиков, относящихся к плес-
невым грибам, используют анастомозные культуры, т.е. культуры, получен-
ные в результате соединения двух развивающихся конидий перемычками, 
анастомозами. Образовавшиеся таким образом гибридные формы продуцента 
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пенициллина при действии на них ультрафиолетовых излучений или этиле-
нимина дают большую частому изменчивости.  

В результате использования анастомозных штаммов гриба Реnicillium и 
при обработке их ультрафиолетовым излучением или этиленимином был по-
лучен вариант «новый гибрид», образующий в соответствующих условиях 
культивирования до 4000-5000 единиц пенициллина.  

Селекцию актиномицетов-продуцентов антибиотиков проводят, пре-
следуя разные цели. Так, при селекции продуцента стрептомицина необхо-
димо было получить штамм с высокими биосинтетическими свойствами и 
как можно меньшей способностью к образованию маннозидострептомицина, 
значительно снижающего биологическую активность стрептомицина в пере-
счете на единицу биомассы (мг).  

Для получения высокоактивных штаммов продуцентов стрептомицина 
были использованы различные воздействия на актиномицет. Вначале исход-
ная культура, образующая до 200 мкг/мл стрептомицина, пересевалась на 
среды, содержащие постепенно увеличивающиеся дозы стрептомицина. Уда-
лось получить штамм, адаптированный к 400 мкг/мл антибиотика. Затем 
взвесь спор актиномицета в дистиллированной воде подвергалась облучению 
ультрафиолетовым и рентгеновским излучениями в экспозиции, при которой 
гибель спор составляла 99 %. Облученная суспензия с 1 % выживших спор 
высевалась на чашки, и каждая выросшая при этом колония изучалась на об-
разование стрептомицина. В результате этого был выделен вариант актино-
мицета, образующий до 2000 мкг/мл стрептомицина (таблица 4).  

 
Таблица – 4 Схема селекции высокопродуктивного штамма продуцента 

стрептомицина (по Dylaney, 1953) 
 

Мутагенный фактор Максимальный выход 
антибиотика, мкг/мл 

Ультрафиолетовое излучение 250 
Естественная селекция 400 
Ультрафиолетовое излучение 600 

Ультрафиолетовое излучение 1000 
1500 

Рентгеновское излучение 1000 
1500 

Ультрафиолетовое излучение 1000 
1500 

Естественная селекция 1000 
1500 

Ультрафиолетовое излучение 2000 
 
Необходимо отметить, что селекция продуцента стрептомицина более 

сложна. Хорошие результаты получаются при многократном облучении ак-
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тиномицета ультрафиолетовым излучением при высокой плотности облуче-
ния, доходящей до 10000-20000 эрг/мм2 (летальные дозы). Для повышения 
выживаемости облученных спор применяется выдержка их на видимом све-
те. В итоге работ по селекции продуцента стрептомицина удалось получить 
штаммы, способные образовывать до 6000 мкг стрептомицина в 1 мл среды. 
В настоящее время получены штаммы продуцентов стрептомицина, пени-
циллина, тетрациклинов, эритромицина и других антибиотиков, в несколько 
раз более продуктивные (иногда на порядок выше), чем это было, например, 
15-20 лет назад.  

В последние годы при создании новых высокопродуктивных штаммов 
микроорганизмов используется ряд новых приемов, в их числе конъюгация 
плазмидами, слияние протопластов (даже межвидовых), трансформация хро-
мосомных генов и др. Метод слияния протопластов позволяет получать гиб-
риды промышленных штаммов стрептомицетов, а облучение клеток донора и 
реципиента дает в этом случае увеличение частоты рекомбинаций. Транс-
формация протопластов хромосомальной ДНК возможна лишь в том случае, 
если протопласты заключены в липосомы; при этом методе также возрастает 
частота рекомбинантов.  

Таким образом, при использовании различных методов селекции име-
ется возможность значительно повысить биосинтез ценных антибиотических 
веществ, образуемых плесенями, актиномицетами и бактериями. 

 
1.6 Изучение условий культивирования выделенных штаммов 

микроорганизмов-продуцентов антибиотиков 
 
Не менее важную роль в увеличении выхода антибиотиков играют ус-

ловия культивирования – состав среды, аэрация, температура и др. Так, под-
бор оптимальной среды для каждого полученного в процессе селекции вари-
анта иногда дает возможность увеличить выход антибиотика в 3 и более раза.  

Обычно с выделением нового варианта продуцента антибиотика до-
вольно резко меняется его потребность к условиям культивирования: условия 
аэрации среды, температура культивирования, удлиняется период процесса 
антибиотикообразования, могут меняться и другие параметры.  

При получении нового варианта продуцента антибиотика важно вы-
явить экономический эффект от внедрения его в практику. Иногда увеличе-
ние выхода антибиотика на 10-20 % может оказаться экономически невыгод-
ным, если изменившиеся условия культивирования потребуют применения 
более дорогой среды или более жестких условий регулирования процесса.  

Следовательно, в вопросе увеличения выхода нужных антибиотиков 
существенную роль играют два тесно связанных фактора: селекция наиболее 
активных штаммов и изучение условий культивирования этих штаммов. 
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1.6.1 Сохранение штаммов продуцентов антибиотиков в активном 
состоянии  

 
Важное значение для промышленного получения антибиотиков, а так-

же для лабораторных исследований продуцентов антибиотических веществ 
имеют методы поддержания жизнеспособности организмов, позволяющие 
сохранить их антибиотическую активность на постоянном уровне.  

Известно, что микроорганизмы и в особенности актиномицеты легко 
изменяются при обычных методах их хранения. Причем довольно часто при 
этом наблюдается полная или частичная потеря антибиотических свойств.  

Потеря антибиотических свойств зависит, по-видимому, от того, что 
мы не умеем в обычных условиях культивирования создать такие условия, 
которые бы способствовали сохранению организмом его основных физиоло-
гических особенностей. Нередко потеря активности наблюдается при куль-
тивировании микроорганизмов на богатых по составу средах и при частых 
пересевах.  

Вместе с тем изменение физиологических или биохимических свойств 
продуцентов антибиотических веществ может определяться их генетически-
ми закономерностями. Известно, например, что продуцент грамицидина С в 
процессе развития диссоциирует на ряд вариантов, некоторые из которых не 
образуют этот антибиотик. Причем процесс диссоциации культуры идет в 
направлении образования в большом количестве биологически неактивных 
вариантов, что в конечном итоге приводит к полной потере культурой спо-
собности образования грамицидина С.  

В настоящее время используется ряд методов сохранения культур про-
дуцентов антибиотиков, обеспечивающий их длительное пребывание в ак-
тивном состоянии. В основу этих методов положен принцип задержки разви-
тия микроорганизмов (принцип консервации). Для каждого вида продуцента 
антибиотических веществ должен быть подобран свой, наиболее подходящий 
метод консервирования, позволяющий сохранить культуры в активном со-
стоянии в течение относительно длительного времени.  

Наиболее распространенными методами сохранения культур микроор-
ганизмов-продуцентов антибиотиков в активном состоянии являются сле-
дующие: 

1) лиофилизация культур; 
2) хранение вегетативных клеток или спор организмов в стерильной 

почве, стерильном песке или на семенах некоторых растений (например, 
просе). По данным ряда авторов, культуры актиномицетов, находящихся в 
стерильной почве, сохраняют жизнеспособность в течение 30 лет и более; 

3) хранение спор в виде водных суспензий в запаянных ампулах; 
4) хранение спор в стерильном кварцевом песке; 
5) хранение культур на агаровом косячке под минеральным маслом; 
6) хранение культур при низких температурах (4, 5 °С); 
7) в последнее время для сохранения различных микроорганизмов в ак-

тивном состоянии используют жидкий азот, в который помещают отмытую 
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от среды суспензию клеток. Иногда в газообразной фазе жидкого азота со-
храняют культуры актиномицетов, находящиеся на агаровых блочках, выре-
занных из агаровой пластинки в чашках Петри.  

Наилучшей формой сохранения организмов, при которой не наблюда-
ется потери антибиотической активности, является их лиофилизация, данный 
метод пригоден как для спорообразующих, так и для бесспоровых культур 
микроорганизмов. Сущность этого метода состоит в том, что суспензия кле-
ток или спор микроорганизма, приготовленная на среде богатой белками 
(часто используется для этих целей кровяная сыворотка), быстро заморажи-
вается при температуре от минус 40 до минус 60 °С и высушивается под ва-
куумом до остаточной влажности (0,5-0,7 %). После такой обработки ампулы 
со спорами или клетками лиофилизированного микроба запаивают. Лиофи-
лизированные формы бактерий могут сохраняться в течение 16-18 лет, споры 
грибов не теряют основных свойств при хранении их в лиофилизированном 
виде в течение 10 лет. 

 
1.7 Определение антибиотической активности микроорганизмов 
 
После того как микроб-антагонист выделен из естественного субстрата, 

его антибиотическую активность по отношению к различным тест-объектам 
определяют одним из существующих методов. При этом важно учитывать те 
факторы, которые влияют на образование антибиотиков. Изучение антибио-
тических свойств микроорганизмов осуществляют при их культивировании 
на твердых (агаризированных) или в жидких средах. 

 
1.7.1 Методы определения антибиотической активности микроор-

ганизмов, выросших на твердых питательных средах 
 
Большинство методов определения антибиотической активности связа-

но с культивированием изучаемого организма на агаризированных средах. 
Здесь мы остановимся лишь на наиболее распространенных методах выявле-
ния антибиотических свойств микробов.  

Метод перпендикулярных штрихов. Испытуемый организм высевает-
ся штрихом (полоской) на поверхность агаровой пластинки чашки Петри. 
После того как микроорганизм разовьется, перпендикулярно его штриху под-
севаются различные тест-организмы. Чашки помещаются в термостат на 20-
24 ч. Если изучаемый организм оказывает антимикробное действие в отно-
шении ряда тест-микробов, то последние будут расти вдали от штриха анта-
гониста. Нечувствительные микробы будут развиваться в непосредственной 
близости от штриха изучаемого организма (рисунок 4). Данный метод ис-
пользуется в практике поиска продуцентов антибиотических веществ, однако 
он имеет один существенный недостаток. При методе штриха используется 
одна и та же среда для культивирования изучаемого организма и для роста 
тест-микробов. 
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Рисунок – 4 Метод перпендикулярных штрихов для определения анта-

гонистических свойств микроорганизмов 
 
Например, если для образования антибиотика необходима среда с нит-

ратным источником азота, то такая среда может быть совершенно непригод-
ной для развития ряда тест-организмов. И наоборот, многие тест-организмы 
хорошо растут на среде, состоящей из бульона Хоттингера, но не все орга-
низмы могут продуцировать антибиотик на этой среде. В этом случае можно 
не определить антибиотическую активность организма, хотя он и обладает 
этой способностью.  

 
Лабораторная работа № 5 Определение антибиотической активно-

сти микроорганизмов методом перпендикулярного штриха 
 
Цель работы – изучение способности исследуемых микроорганизмов к 

выработке антибиотических веществ. 
Методика выполнения работы.  
Испытуемый организм (B.subtilis, B.cereus) высевается штрихом (по-

лоской по центру чашки Петри) на поверхность агаровой пластинки чашки 
Петри. Через 48-72 часа инкубации исследуемых микроорганизмов при тем-
пературе 37 °С, перпендикулярно штриху подсеваются тест-организмы 
(E.coli, S.aureus). Чашки помещаются в термостат на 20-24 ч. Если изучаемый 
организм оказывает антимикробное действие в отношении тест-микробов, то 
последние будут расти вдали от штриха антагониста 

 
Метод агаровых блочков. Изучаемый организм высевают сплошным 

«газоном» на поверхность агаровой пластинки в чашке Петри. Среда исполь-
зуется такая, которая благоприятна не только для роста организма, но, самое 
главное, для образования им антибиотика. Иногда целесообразно высевать 
организм на разные по составу среды.  

После того как организм хорошо вырастет, пробочным сверлом (диа-
метр примерно 8 мм) вырезают агаровые блочки, которые переносят на по-
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верхность другой агаровой пластинки, предварительно засеянной одним тест-
организмом. На одну чашку Петри можно разместить 5-7 агаровых блочков. 
Чашки с агаровыми блочками помещают в термостат на 20-24 ч при темпера-
туре, благоприятной для развития тест-организма. Если выделяемый орга-
низмом антибиотик подавляет развитие тест-микроба, то вокруг агарового 
блочка образуется зона отсутствия роста. Чем больше выделяется антибиоти-
ка или чем активнее образуемое антибиотическое вещество, тем больше бу-
дет диаметр зоны отсутствия роста тест-микроба (рисунок 5). 

 
 

 
 
Рисунок 5 – Использование агаровых блочков с выросшей культурой 

микроба для определения ее антибиотических свойств 
 
Метод высева антагониста на одной половине агаровой пластинки 

с последующим подсевом тест-микробов штрихами на другой половине 
агаровой пластинки. Чашка Петри разделяется стеклянной перегородкой 
пополам. В одну половину наливают питательный агар, благоприятный для 
развития изучаемого организма и образования антибиотика; другая половина 
чашки остается свободной. Иногда поступают иначе. В чашку Петри (без пе-
регородки) наливают питательный агар, затем, когда агар застынет, стериль-
ным скальпелем удаляют одну половину агаровой пластинки. На половину 
агаровой пластинки высевают сплошным «газоном» изучаемый организм, и 
засеянные чашки помещают в термостат для получения хорошего развития 
микроба. После этого на оставшуюся свободную часть пластинки в чашке 
наливают расплавленный питательный агар, пригодный для развития тест-
организмов, которые высевают штрихами, перпендикулярными границе раз-
вития антагониста. Чашки вновь помещают в термостат на 20-24 ч при тем-
пературе, благоприятной для развития тест-организмов.  

Чувствительные тест-микробы будут расти на определенном расстоя-
нии от антагониста, устойчивые же формы развиваются на протяжении всего 
штриха (рисунок 6). 
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Рисунок 6 – Определение антибиотических свойств микроорганизмов, 
выросших на половине агаровой пластинки в чашке Петри 

 
Метод агарового блочка, находящегося в центре чашки Петри. Так 

же, как и в предыдущем методе, в чашке создаются благоприятные условия, 
как для развития антагониста, так и для развития тест-микроба (рисунок 7). 

 

 
 
Рисунок 7 – Определение антибиотических свойств микроорганизмов 

методом агарового блочка, находящегося в центре чашки Петри (по Егорову, 
1957) 

 
В чашку Петри наливают питательный агар, пригодный для развития 

изучаемого организма с образованием антибиотического вещества, из расче-
та 20-25 мл на стандартную чашку. В застывшем агаре стерильным пробоч-
ным сверлом (диаметр 20-22 мм) вырезают агаровые блочки, которые затем 
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переносят в другие стерильные чашки Петри. В центр каждой чашки -
помещают по одному такому блоку (рисунок 8 А), затем в эти же чашки на 
свободную их часть наливают питательный агар, пригодный для развития 
тест-микробов, с тем расчетом, чтобы уровень этого агара был на 1-1,5 мм 
ниже уровня блочка (рисунок 8 Б). В случае изучения бактериальных орга-
низмов приготовленные таким способом чашки необходимо немного подсу-
шить, с тем чтобы удалить конденсационную влагу. 

 
 
                                                           1 
 
А 
 
 
 
                                                  2                      1 
 
 
Б 
 
 
 
А – помещение агарового блочка в центр стерильной чашки Петри; Б – 

заливка чашки Петри стерильной агаризованной средой на 1,5 мм ниже 
уровня агарового блочка. 1 – агаровый блочек; 2 – агаровая среда, благопри-
ятная для роста тест-организма 

Рисунок 8 – Схема приготовления чашек Петри для определения анти-
биотических свойств микроорганизмов, выросших на поверхности агарового 
блочка, находящегося в центре чашки (по Егорову, 1957) 

 
После того как чашки подготовлены, изучаемый организм высевают 

микробиологической петлей на поверхность агарового блочка, и чашки по-
мещают в термостат на срок, обеспечивающий нормальное развитие орга-
низма. Затем по радиусам агаровой пластинки высевают штрихами тест-
организмы, и чашки вновь на 20-24 ч помещают в термостат. 

Отсутствие роста штриха тест-микроба на том или ином расстоянии от 
блочка будет указывать на угнетение его антибиотическим веществом изу-
чаемого организма. Если же штрих тест-микроба развивается в непосредст-
венной близости от агарового блочка, то это означает, что данный организм 
устойчив к действию антибиотика изучаемого антагониста. 

Для изучения актиномицетов рационально агаровые блочки того же 
диаметра вырезать из среды, на которой уже вырос актиномицет. Посев тест-
микробов производят сразу же после внесения агаровой среды в чашку или 
же чашку предварительно помещают на 18-20 ч в термостат при 26-30 °С, с 
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тем чтобы накопившийся в блочке антибиотик лучше продиффундировал в 
окружающий агар. 

 
Лабораторная работа № 6 Определение антибиотической  

активности микроорганизмов методом агаровых блочков 
 
Цель работы – изучение способности исследуемых микроорганизмов к 

выработке антибиотических веществ. 
Методика выполнения работы.  
Испытуемый организм (B.subtilis, B.cereus) высевается «газоном» в 

чашке Петри на поверхность МПА (количество МПА 25 мл на чашку). После 
этого исследуемые микроорганизмы инкубируются в течение 72 ч при тем-
пературе 37 °С. Стерильным пробочным сверлом (диаметр 2 см) вырезают 
агаровые блочки, которые переносят в стерильные чашки Петри. В центр ка-
ждой чашки помещают по одному блоку (рисунок 8 А), затем в эти же чашки 
на свободную их часть наливают МПА, с тем расчетом, чтобы уровень был 
на 1-1,5 мм ниже уровня блочка (рисунок 8 Б) и производят посев тест-
организмов (E.coli, S.aureus).  

 
1.7.2 Определение антибиотической активности микроорганизмов 

при культивировании их в жидких питательных средах  
 
При определении антибиотических свойств микроорганизмов, культи-

вируемых в жидких средах, необходимо иметь в виду, что некоторые анти-
биотики в процессе развития микробов накапливаются внутри клеток проду-
цента, практически не выделяясь в окружающую среду. Поэтому определе-
ние антибиотических свойств организмов следует проводить как в культу-
ральной жидкости, так и в экстрактах. Обычно для экстракции антибиотика 
из клеток продуцента применяют органические растворители (этиловый 
спирт, подкисленный этиловый спирт, ацетон и другие вещества).  

Для оценки антибиотических свойств микроорганизмов, выросших в 
жидких средах, можно использовать метод последовательных разведении и 
метод бумажных дисков.  

Метод бумажных дисков. На агаровую пластинку в чашке Петри вы-
севают соответствующий тест-организм. Затем чашки с засеянным тест-
микробом подсушивают в термостате при 37 °С в течение 15-20 мин. На од-
ной чашке, т.е. в отношении одного тест-организма, может быть испытано 
одновременно 6-7 культуральных жидкостей.  

Диски из фильтровальной бумаги диаметром 8 мм заготавливают 
впрок, стерилизуют в автоклаве под давлением выше нормального на одну 
атмосферу в течение 20-30 мин. 

Стерильный диск фильтровальной бумаги захватывают стерильным 
пинцетом и смачивают в испытуемой культуральной жидкости, затем накла-
дывают на поверхность питательного агара, засеянного тест-микробом. Чаш-
ку с тест-организмом и бумажными дисками помещают в термостат при тем-
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пературе, оптимальной для роста тест-организма, на 24 ч, если это бактери-
альные формы тест-микроба, и на 48-72 ч для грибных или дрожжеподобных 
форм. 

При наличии антибиотического вещества в испытуемой культуральной 
жидкости вокруг диска образуется зона задержки роста тест-микроба.  

Приведенные методы пригодны для определения антибиотической ак-
тивности микроорганизмов только в отношении бактерии, актиномицетов, 
дрожжевых и дрожжеподобных организмов и грибов. Для выяснения антиви-
русного или антиопухолевого действия организмов в силу специфичности 
этих объектов используют другие методы, описанные в разделах 1.7.3, 1.7.4.  

 
1.7.3 Определение антивирусного действия антибиотиков  
 
Вирусы – внутриклеточные паразиты и поэтому не могут развиваться в 

виде «чистой культуры» вне клеток своего хозяина. Это обстоятельство и за-
ставляет применять другие методы первоначального отбора активных ве-
ществ, отвечающие особенностям развития вирусов.  

Метод тканевых культур. Существует несколько вариантов метода 
тканевых культур, но наиболее удобен метод использования переживающих 
кусочков хорион-аллантоисной ткани куриного эмбриона в модификации 
Тама, Фалкерса и Хорсфолла (1953).  

Из верхней части куриного яйца с 10-11-дневным эмбрионом вырезают 
стерильными ножницами шесть кусочков скорлупы с прилегающей к ней 
тканью хорион-аллантоисной оболочки. Кусочки ткани осторожно отделяют 
от скорлупы и промывают буферным раствором. Каждый такой кусочек тка-
ни помещают в пробирку с 1 мл среды следующего состава, в процентах (%): 
NaCl – 0,68,  KCl – 0,04,  CaCl2 – 0,02,  MgSO4 – 0,01, NaH2PO4 – 0,0125, 
NaHCO3 – 0,22, глюкоза – 1,0. 

Кроме того, в каждую пробирку добавляют пенициллин (100 ед/мл), с 
тем чтобы предохранить ткань от загрязнения (развития микроорганизмов). 
Пробирки устанавливают в специальный медленно (около 12 об/ч) вращаю-
щийся барабан.  

Для выяснения антивирусного действия продуктов жизнедеятельности 
определенного организма кусочки ткани заражают соответствующим видом 
вирусов и вносят в пробирки, содержащие культуральную жидкость (при рН 
7,0) исследуемого организма. Пробирки помещают в барабан на 48 ч.  

Если культуральная жидкость обладает антивирусным действием, то в 
среде, окружающей ткань, не будет обнаружено вируса. При отсутствии ан-
тивирусного действия вирусы будут интенсивно размножаться в клетках тка-
ни, что может быть легко обнаружено методом титрования на эритроцитах.  

Метод оценки антивирусных свойств культуральных жидкостей 
различных микроорганизмов прост, удобен и позволяет сравнительно быстро 
получить необходимый ответ при массовых испытаниях.  
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Метод с использованием листьев растений разработан для выясне-
ния антивирусного действия антибиотиков по отношению к вирусу табачной 
мозаики.  

Микроорганизм выращивают на агаровой пластинке в чашке Петри. 
После достаточно хорошего развития микроба из агара вырезают блочки, ко-
торые затем прикрепляют с помощью расплавленной желатины к листьям 
дурмана, предварительно зараженным вирусом табачной мозаики. Для пре-
дохранения от инфекции к желатину добавляют пенициллин. Листья дурмана 
с агаровыми блочками помещают на несколько дней во влажные камеры. В 
течение этого периода поверхность листа дурмана покрывается очагами нек-
роза. Но если находящееся в агаровом блочке антибиотическое вещество, об-
разуемое изучаемым организмом, подавляет развитие вируса, то вокруг тако-
го блочка не будет некротических образований, т.е. поверхность листа в зоне 
действия антибиотиков будет свободной от поражения вирусом табачной мо-
заики (рисунок 9). 

 
 

1 – очаги некроза, вызванные вирусом табачной мозаики; 2 – наличие 
противовирусного действия; 3 – отсутствие действия на вирусы 

Рисунок 9 – Использование листьев дурмана для определения антиви-
русного действия антибиотиков (по Шорину и др., 1956) 

 
Для окончательной оценки противовирусного действия антибиотиче-

ских препаратов необходимо использовать животных (чаще всего мышей) 
или куриные эмбрионы, зараженные вирусами.  

 
1.7.4 Определение противофаговой активности 
 
Бактерио- и актинофаги – это вирусы микроорганизмов, обладающие 

рядом свойств, общих с вирусами растений и животных. Определение проти-
вофаговой активности микроорганизмов основано на тех же принципах, что 
и определение противобактериальных свойств организмов.  
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Культуру, изучаемую на антифаговые свойства, высевают на агаровую 
или в жидкую среду, благоприятную для образования антибиотического ве-
щества. В качестве тест-объекта используют смесь бактерий и специфическо-
го для этой бактерии фага.  

При использовании одного из диффузионных методов (метода агаро-
вых блочков, лунок в толще агаровой пластинки, штрихов и т. д.) наблюдает-
ся следующая картина. Если антибиотическое вещество подавляет рост фага, 
то в зоне диффузии антибиотика будет происходить рост используемой бак-
терии, на остальной же поверхности агаровой пластинки под действием раз-
вивающегося фага бактерии будут лизироваться, и поверхность пластинки 
останется чистой. 

Если же под действием изучаемого биологически активного вещества 
не произойдет развития бактерий и в зоне его диффузии, то это может озна-
чать, что используемый в опытах организм не образует противофагового ве-
щества или же образуемое антибиотическое вещество подавляет развитие, 
как фага, так и бактерии. Последнее легко проверить, если в качестве тест-
организма взять только бактерию. Противовирусным действием обладает ряд 
антибиотических веществ, таких как эрлихин, луридин, фумагиллин, гелио-
мицин, вирусин и др. 

 
1.7.5 Определение противоракового действия антибиотиков  
 
Не всегда антираковое действие препарата совпадает с антибактери-

альным или антигрибным действием. Поэтому для определения противора-
ковой активности культуральных жидкостей или очищенных препаратов в 
качестве тест-объектов используют непосредственно раковые клетки. С этой 
целью применяют методы, основанные на использовании эксперименталь-
ных животных, культуры тканей или свободноплавающих в отдельных по-
лостях организма опухолевых клеток (асцитные клетки), окончательная 
оценка антиопухолевого действия испытуемого вещества проводится в опы-
тах на животных.  

Методы с использованием экспериментальных животных. В каче-
стве тест-объекта используются клетки асцитного рака Эрлиха у мышей 
(клетки находятся в виде взвеси в асцитической жидкости животных). Взвесь 
асцитных раковых клеток смешивается с равным объемом изучаемого анти-
биотического препарата и смесь помещается в рефрижератор при 4 °С на че-
тыре часа, после чего ее подкожно прививают мышам.  

Для контрольных животных вместо исследуемого препарата использу-
ется физиологический раствор. Через 10 дней мышей убивают и определяют 
наличие опухолей и их размеры. Если изучаемый препарат убивает асцитные 
раковые клетки, то они, естественно, не дадут образования опухолей.  

Тест-объектом могут служить не только клетки асцитного рака Эрлиха, 
но и других опухолей, полученных экспериментальным путем у мышей и 
крыс. Использование клеток различных опухолей связано с необходимостью 
более широкого изучения противоопухолевого действия исследуемых препа-
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ратов, для более точного определения значения изучаемой культуральной 
жидкости или антибиотика в отношении их действия на раковые клетки.  

Прежде чем использовать опухоль в качестве тест-материала, необхо-
димо из опухолевых тканей получить тонкую взвесь. С этой целью в сте-
рильных условиях вылущивают опухоль, тщательно, очищают от некротиче-
ских участков и несколько раз промывают стерильным физиологическим 
раствором. После этого отобранные в чашки Петри кусочки опухоли измель-
чают ножницами до получения гомогенной кашицы и разводят примерно в 2 
раза стерильным физиологическим раствором. После тщательного размеши-
вания взвесь фильтруют через 2 слоя стерильной марли. Затем определяют 
количество опухолевых частиц, содержащихся в 1 мм взвеси (подсчет прово-
дят в камере Горяева). Если при подсчете оказывается, что количество частиц 
в 1 мм3 незначительно, то полученную взвесь концентрируют методом цен-
трифугирования. Надосадочную жидкость отсасывают, а опухолевые клетки, 
осевшие на дно пробирки, разводят нужным объемом стерильного физиоло-
гического раствора. 

В дальнейшем постановка опыта со взвесью опухолевых клеток, приго-
товленной из опухоли животных, такая же, как и с клетками асцитного рака 
Эрлиха. Различие лишь в некотором удлинении срока наблюдения (до 12 
дней).  

Чашечный метод. Данный метод служит для определения действия 
изучаемых антибиотических препаратов на раковые клетки. Тест-объектом 
служат клетки асцитного рака, которые смешиваются с теплой агаровой сре-
дой (пептон, глюкоза, плазма крови) и разливаются в чашки Петри. На за-
стывшую агаровую пластинку, содержащую клетки асцитного рака, накла-
дывают агаровые блочки с выросшей культурой микроорганизма или диски 
фильтровальной бумаги, предварительно смоченные культуральной жидко-
стью или раствором очищенного препарата. Чашки помещают в холодильник 
на несколько часов для диффузии изучаемых веществ в толщу агара, содер-
жащего асцитные раковые клетки. После этого чашки помещают в термостат 
при 37 °С на несколько часов и затем, вынув их из термостата, освобождают 
от агаровых блочков или дисков фильтровальной бумаги. Поверхность ага-
ровых пластинок заливают 0,05 %-ным раствором метиленового синего. 
Чашки покрывают стеклянными пластинками, помещают в термостат на не-
сколько часов. Если изучаемые препараты убивают клетки асцитного рака, то 
на месте агаровых блочков или дисков фильтровальной бумаги появятся го-
лубые зоны. Свойство обесцвечивать метиленовый синий, т.е. превращать 
его в лейкосоединение, связано с выделением живыми асцитными клетками 
ферментов дегидраз. При отсутствии действия антибиотика на раковые клет-
ки асцитного рака вся поверхность агаровой пластинки будет бесцветной так 
как убитые клетки не выделяют дегидразы и метиловый синий не обесцвечи-
вается. 

Способностью восстанавливать метиленовый синий обладают взвеси 
клеток различных опухолей животных и человека. Однако в случае исполь-
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зования взвеси клеток солидных опухолей их количество в 1 мл взвеси, необ-
ходимое для восстановления метиленового синего, различно (таблица 5). 

 
Таблица 5 – Количество клеток различных опухолей животных и чело-

века, необходимое для восстановления метиленового синего (по Талызиной, 
1960) 

 
Опухоль Количество клеток в 1 мл 

взвеси, необходимое для 
восстановления метиле-

нового синего 

Время восста-
новления ме-
тиленового си-

него 
Саркома Крокера у мышей 1000000 – 1100000 4 
Опухоль ОЖ-5 у мышей 1000000 – 1100000 24 
Саркома М-1 у крыс 5000000 – 5500000 24 
Рак молочной железы у чело-
века 

1500000 – 2000000 45 

Саркома голени у человека 1500000 – 2000000 72 
 
Приведенные данные показывают, что пользуясь чашечным методом 

вполне возможно вести отбор противораковых веществ на раковых клетках 
человека, так как взвеси последних, как и. клетки асцитного рака, восстанав-
ливают метиленовый синий.  

Следует отметить, что дегидразная активность раковых клеток может 
обнаруживаться не только с помощью метиленового синего, но и с помощью 
ряда других веществ, например 2,6-дихлорфе-нолиндофенола, солей тетразо-
ла. 

Препараты, подавляющие или тормозящие рост опухоли, обычно по-
давляют и дегидразную активность соответствующей опухоли. 

Пробирочный метод. В качестве определенной модификации чашеч-
ного метода является метод испытания противораковой активности антибио-
тиков в пробирках. Метод состоит в том, что в стандартные пробирки вносят 
по 0,5 мл испытуемой культуральной жидкости и взвеси клеток асцитного 
рака Эрлиха (конечная концентрация клеток в 1 мл 500000), затем добавляют 
2 мл расплавленной агаровой среды, содержащей метиленовый синий. В кон-
трольные пробирки вместо испытуемой культуральной жидкости добавляют 
0,5 мл среды, на которой выращивается изучаемый организм. После переме-
шивания пробирки помещают на 3-4 ч в термостат при 36-37 °С.  

Если содержимое пробирок окрашивается метиленовым синим, то это 
указывает на то, что испытуемый препарат подавляет дегидразную актив-
ность клеток асцитного рака. 

Преимущество пробирочного метода по сравнению с чашечным в том, 
что при этом происходит непосредственный контакт антибиотика с асцитны-
ми клетками Эрлиха независимо от степени диффузии изучаемого препарата 
в агар.  
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Использование микроорганизмов при изыскании противораковых ан-
тибиотиков. Обмен веществ в опухолевых клетках отличается от обмена 
нормальных клеток; различие, в частности, определяется интенсивностью 
дыхания, так в опухолевых клетках оно значительно снижено. Исходя из это-
го, высказано предположение о возможности использования мутантов мик-
роорганизмов, имеющих пониженный коэффициент дыхания, в качестве 
тест-объектов для поисков противораковых антибиотиков.  

В результате ультрафиолетового облучения и действия уретана удалось 
получить мутанты стафилококков, бактерий кишечной группы и других ор-
ганизмов с пониженным коэффициентом окисления. Поглощение кислорода 
у таких микроорганизмов может составлять 20-80 % по сравнению с дыхани-
ем исходных родительских культур. В качестве тест-организмов для опреде-
ления антиопухолевого действия культуральных жидкостей микроорганиз-
мов можно также применять мутанты дрожжевых организмов с пониженным 
коэффициентом дыхания.  

Сравнивая чувствительность метода с использованием асцитных кле-
ток Эрлиха и метода с биохимическими мутантами микроорганизмов, следу-
ет заключить, что биохимические мутанты – более чувствительные тесты при 
определении противоопухолевого действия микроорганизмов. 

Использование опухолевых клеток, выращенных in vitro, для отбора ор-
ганизмов, образующих противоопухолевые антибиотики. В последнее время 
оказалось возможным культивировать некоторые опухолевые клетки в ис-
кусственных условиях (in vitro) подобно тому, как это осуществляется в от-
ношении микроорганизмов. Лейкемические клетки мышей могут расти и 
размножаться в среде, содержащей пептон, диализированную лошадиную 
сыворотку и фолиевую кислоту (10 мкг/мл). Это позволяет использовать пе-
ревиваемые штаммы клеток рака человека для изучения противоопухолевого 
действия некоторых антибиотиков. С этой целью клетки перевиваемых 
штаммов выращивают в матрацах на специальной среде с добавлением 10 % 
телячьей сыворотки. Культивирование проводят при 36 °С. Через 6-7 суток 
среду удаляют и слой клеток снимают с поверхности стекла 0,02 %-ным рас-
твором этилендиаминтетрауксусной кислоты. Через 15-20 мин инкубации в 
термостате клетки переходят в суспензию. 

Способность некоторых опухолевых клеток размножаться в пробирках 
позволяет применять их в качестве тест-объекта при поиске, выделении и 
очистке новых антибиотических веществ, обладающих противоопухолевой 
активностью. 

С этой целью можно использовать опухолевые клетки лимфолимы. Для 
получения асцита клеток лимфолимы белым мышам вводят внутрибрюшин-
но по 0,3 мл взвеси асцитных клеток. Через 10-12 дней асцит стерильно от-
бирается и сразу же вносится в пробирки с вышеназванной средой для выра-
щивания клеток в пробирках. Количество среды в каждой пробирке равняет-
ся 2 мл. При этих условиях через 48 ч инкубации при 36,5 °С в пробирках без 
перемешивания происходит увеличение числа клеток в 1,5-2 раза. Размноже-
ние клеток в культуре учитывается подсчетом в камере Горяева. 
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Если исследуемый препарат тормозит развитие и размножение клеток 
асцита, то это указывает на его антиопухолевое действие. 

Применение этого метода позволяет производить первичный отбор 
противоопухолевых антибиотиков на стадии культуральной жидкости, осу-
ществлять выделение и химическую очистку отобранных антибиотиков. 
Причем удается обнаружить и выделить противоопухолевые антибиотики, не 
обладающие подавляющим действием в отношении обычных тест-
организмов, биохимического мутанта стафилококка и не действующие на де-
гидразную активность опухолевых клеток лимфолимы. 

 
1.8 Методы количественного определения антибиотиков  
 
Количественное определение антибиотиков в культуральных жидко-

стях, готовых препаратах или в разнообразных растворах осуществляют раз-
личными методами: биологическими, химическими и физико-химическими. 
Наиболее распространены биологические методы, не требующие специаль-
ного дорогостоящего оборудования и дающие довольно точные результаты. 

 
1.8.1 Биологические методы количественного определения  

антибиотиков 
 
Данные методы нашли широкое применение на практике. Они основа-

ны на непосредственном биологическом действии антибиотика на исполь-
зуемый тест-организм, чувствительный к данному препарату, а поэтому счи-
таются наиболее объективными. 

Омелянский еще в 1906 г. указывал на преимущества биологических 
методов при количественном учете разных веществ. Он писал: «В лице бак-
терий химия приобретает новый и поистине неисчерпаемый источник разно-
образнейших реактивов, во много раз более точных и более специализиро-
ванных, чем те, какими располагала эта наука до сих пор». 

Однако биологические методы определения антибиотиков имеют и не-
достатки: длительность проведения анализов, зависимость точности резуль-
татов от многих внешних факторов и т. п. Точность биологических методов 
обычно составляет ± 10 %.  

Наиболее широкое распространение среди биологических методов ко-
личественного определения антибиотиков получили метод последовательных 
разведений, диффузионный и турбидиметрический методы. 

 
1.8.1.1 Метод последовательных разведений  
 
Данный метод используется для определения количества антибиотика в 

культуральных жидкостях, растворах или экстрактах. Для работы подготав-
ливают питательный бульон, пригодный для развития выбранного тест-
организма. Непременное условие – бульон должен быть прозрачным. Одно-
временно с этим подготавливают и культуру тест-организма. Стерильный 
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питательный бульон разливают в чистые стерильные пробирки; количество 
бульона должно обеспечивать нужную степень разведения изучаемого анти-
биотика. 

В тех случаях, когда антибиотик обладает высокой биологической ак-
тивностью и в испытуемом растворе содержится в большом количестве, не-
обходимо подготовить ряд пробирок с питательным бульоном таким обра-
зом, чтобы обеспечивалось получение относительно большого разведения. 
Например, в две пробирки вносят по 9 мл бульона. В первую пробирку вно-
сят 1 мл испытуемого раствора антибиотика (разведение 1:10), тщательно пе-
ремешивают и 1 мл смеси переносят во вторую пробирку (разведение 1:100). 
Затем 1 мл раствора разведения 1:100 смешивают с 1, 2, 3, 4, 5, 6 и 7 мл буль-
она в результате получая разведения 1:200, 1:300, 1:400, 1:500, 1:600; 1:700 и 
1:800. Для дальнейшего увеличения разведения испытуемого антибиотика, 
последовательно отличающегося на 100, берут 0,5 мл раствора с разведением 
1:100, смешивают с 4, 4,5, 5 и 5,5 мл бульона и получают разведения 1:900, 
1:1000, 1:1100 и 1:1200. При желании можно данный ряд разведения увели-
чить до необходимого значения. Иногда используют и другие ряды разведе-
нии, например 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160 и т. д. или 1:2, 1:4, 1:8, 1:16; 1:32 и 
т.д. 

В полученном ряду разведений антибиотического вещества в каждую 
пробирку вносят определенное количество клеток тест-микроба. Затем про-
бирки помещают в термостат на 20-24 ч при температуре, оптимальной для 
роста тест-микроба. После этого в пробирках определяется наличие или от-
сутствие роста тест-организма. 

Допустим, что в нашем случае развитие организма начинается при раз-
ведении 1:1100 и далее, а во всех предыдущих разведениях, кончая 1:1000, 
рост тест-микроба отсутствует. Это означает, что в испытуемом растворе со-
держится 1000 ед. разведения антибиотика. Или для более точного расчета 
берут среднее значение максимального разведения, при котором отсутствует 
развитие тест-организма, и минимальное разведение, при котором начинает-
ся его развитие. 

Методом последовательных разведений можно определить количество 
антибиотика не только в условных единицах разведения, но и в весовых или 
стандартных единицах. Для этой цели титрование (разведение) должно про-
водиться стандартным раствором данного антибиотика, имеющего известную 
активность, выраженную в мкг/мг или в ед/мг препарата.  

Например, необходимо определить концентрацию стрептомицина, со-
держащуюся в культуральной жидкости Str.griseus. Делают ряд разведений 
культуральной жидкости, освобожденной от мицелия, а параллельно таким 
же способом делают разведение стандартного раствора стрептомицина, со-
держащего, например, 10 мкг/мл.  

Разведение испытуемой жидкости и разведение стандартного раствора 
антибиотика необходимо проводить в бульоне с фосфатным буфером при рН 
7,8-8,0. 

Пример расчета приведен в таблице 6. 
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Таблица 6 – Определение концентрации стрептомицина методом по-

следовательных разведений 
 

Номер пробирки Объект ис-
следования 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Разведение 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 1:2048 1:4096
Стандарт (10 
мкг/мл) 

- - - - - + + + + + + + 

Испытуемый 
материал 

- - - - - - - - - - + + 

Примечание – Знак «-» – отсутствие роста тест микроба; знак «+» – на-
личие роста. 

 
В данном случае (таблице 6) 10 мкг/мл стрептомицина подавляют раз-

витие тест-культуры в наибольшем разведении, соответствующем 5-й про-
бирке. Следовательно, 5 мкг/мл вызвали бы подавление роста микроба толь-
ко в 4-й пробирке, но не в 5-й, а 20 мкг/мл задержат рост в 6-й пробирке, 40 
мкг/мл – в 7-й; 80 мкг/мл – в 8-й; 160 мкг/мл – в 9-й; 320 мкг/мл – в 10-й про-
бирке и т.д. 

Сравнивая эти величины, устанавливают, что испытуемый раствор, за-
держивающий развитие тест-организма в 10-й пробирке (разведение 1:1024), 
содержит 320 мкг/мл стрептомицина. 

Расчет антибиотической активности испытуемого раствора при работе 
по методу последовательных разведений при наличии стандарта можно про-
изводить по следующей формуле: 

 
Х = Ри / Рс × С, (2)

 
где Ри – максимальная степень разведения испытуемого раствора, при 

которой отсутствует рост тест-организма; Рс – максимальная степень разве-
дения стандартного раствора, обеспечивающая отсутствие роста тест-
микроба; С – исходная концентрация стандартного раствора антибиотика; Х 
– искомая концентрация антибиотика в исследуемом растворе. 

В нашем примере Ри=1024, Рс=32, С=10 мкг/мл; искомая концентрации 
антибиотика  

 
X = 1024 : 32 × 10 = 320 мкг/мл. 
 
Метод последовательных разведений может дать сопоставимые резуль-

таты лишь при соблюдении определенных условий, а именно: 
1) тщательная стерильность проведения анализов; 
2) использование постоянных сред для разведения одного итого же 

антибиотика; 
3) внесение определенного количества клеток или спор тест-

организма; 
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4) определенная длительность инкубации пробирок, засеянных тест-
культурой; 

Иногда под действием испытуемого антибиотика возникают устойчи-
вые к нему формы тест-микроба. Появление даже единичных резистентных 
клеток, которые могут дать затем развитие, приведет к ошибочным результа-
там при определении биологической активности препарата.  

Чтобы избежать подобного явления для разведений используют не 
бульон, а агаризованные среды, разлитые в пробирки. После проведения 
процесса разведения пробирки размещают в наклонном положении, с тем, 
чтобы получить косячки застывшего агара. На поверхность скошенного агара 
микробиологической петлей высевают суспензию тест-микроба. После этого 
пробирки помещают в термостат на 24 ч при температуре, оптимальной для 
развития тест-организма. Расчет активности ведут тем же способом, что и 
при разведении антибиотика (культуральной жидкости) в жидкой среде. По-
явление одиночных колоний, образовавшихся из резистентных форм, в рас-
чет не принимается.  

Определение антибиотической активности методом серийных разведе-
ний можно производить и на чашках Петри. В пробирки, содержащие по 9 мл 
расплавленного питательного агара, вносят по 1 мл определенного разведе-
ния изучаемого антибиотика или культуральной жидкости. После тщательно-
го перемешивания содержимое пробирки выливают в чашку Петри и дают 
агару застыть. Затем по поверхности пластинки штрихами производят посев 
тест-организмов. Чашки выдерживают в термостате при оптимальной для 
используемых тест-организмов температуре в течение 20-21ч. 

Преимущество этого метода по сравнению с пробирочным методом 
разведений состоит в том, что в данном случае каждое разведение изучаемо-
го препарата может быть использовано для многих тест-организмов. 

 
Лабораторная работа № 7 Определение количества антибиотика в 

культуральных жидкостях методом последовательных разведений 
Цель работы – определение количества антибиотика в культуральных 

жидкостях методом последовательных разведений. 
Методика выполнения работы. 
Стерильный МПБ разливают в чистые стерильные пробирки по 5 мл. В 

первую пробирку вносят 5 мл испытуемого раствора антибиотика стрепто-
мицина в концентрации 10 мкг/мл (разведение 1:1), тщательно перемешива-
ют и 5 мл смеси переносят во вторую пробирку (разведение 1:2). Затем 5 мл 
раствора разведения 1:2 смешивают с 1, 2, 3, 4, 5, 6 и 7 мл бульона в резуль-
тате получая разведения 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64; 1:128 и 1:256.  

В полученном ряду разведений антибиотического вещества в каждую 
пробирку вносят определенное количество клеток тест-микроба (E.coli). За-
тем пробирки помещают в термостат на 20-24 ч при температуре, оптималь-
ной для роста тест-микроба. После этого в пробирках определяется наличие 
или отсутствие роста тест-организма. 

Данные результатов исследования заносятся в таблицу (таблица 6). 
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1.8.1.2 Диффузионные методы  
 
Количественное определение антибиотиков диффузионными методами 

основано на способности антибиотических веществ диффундировать в агаро-
вых средах и образовывать зоны, в которых не развиваются используемые 
тест-организмы.  

Величина зоны диффузии антибиотика зависит, прежде всего, от хими-
ческой природы антибиотического вещества и его концентрации, состава 
агаровой среды, ее рН, температуры и других факторов, которые необходимо 
учитывать при проведении анализа.  

Антибиотики-полипептиды, обладающие большой и сложной молеку-
лой, диффундируют гораздо медленнее, чем, например, антибиотики ацикли-
ческого строения или антибиотики тетрациклиновой природы и гетероцик-
лического строения. Поэтому для количественного определения антибиоти-
ков, трудно диффундирующих в агаризованных средах, необходимо подби-
рать условия, обеспечивающие лучшую их диффузию. К таким условиям 
можно отнести добавление к среде отдельных веществ, повышающих диффу-
зию антибиотиков. Так, СаСl2 способствует повышению диффузии грамици-
дина С. Иногда чашки с агаром, тест-культурой и антибиотиком помещают 
на 20-24 ч в холодильник (4 °С); тест-организм в это время не развивается, а 
антибиотик диффундирует. Используя этот метод, можно примерно в два 
раза увеличить скорость диффузии антибиотика при нормальном периоде 
роста тест-организма.  

Концентрации испытуемых антибиотиков не должны быть слишком 
высокими, так как установлено, что диаметр зоны задержки роста тест-
организма есть линейная функция логарифмов концентрации антибиотика, 
но лишь в определенных пределах концентрации. Так, увеличение концен-
трации неомицина выше 5 % по существу не сказывается на величине зоны 
задержки роста тест-микроба. 

Величина зоны задержки роста тест-организма зависит в определенной 
степени от длительности контакта антибиотика со средой (таблица 7). 

 
Таблица 7 – Величина зон угнетения роста Str.aureofaciens  в зависимо-

сти от времени контакта антибиотика (на бумажном диске с агаром) (по 
Teillon, 1953) 

 
Величина зоны угнетения роста, мм Длительность контакта бумажно-

го диска с агаром перед посевом 
актиномицета 

Сернокислый стрепто-
мицин, 0,5 % 

Хлорамфеникол, насы-
щенный раствор 

1 минута 13,0 22,0 
20 минут 13,0 21,0 
2 часа 12,5 23,0 
5 часов 15,0 22,0 
24 часа 17,0 30,0 
Анализы необходимо проводить через определенный интервал време-

ни, так как между моментом посева тест-организма и началом его прораста-



 49

ния проходит какой-то промежуток времени, в течение которого антибиотик 
продолжает диффундировать в агар и оказывать биологическое действие. 
Состав агаровой среды и ее рН также существенно влияют на величину обра-
зования зон задержки и рост тест-микроба. Стрептомицин, стрептотрицин, 
неомицин проявляют антибиотические свойства более сильно в щелочной 
среде (рН 7,5-8,0), тетрациклиновые антибиотики наиболее активны в слабо-
кислой зоне (рН среды 6,3-6,4). 

Наличие в среде ароматических аминокислот снимает биологическую 
активность антибиотика азасерина по отношению к Е.coli.  

Плотность используемой культуры тест-организма должна быть посто-
янной для каждой серии опытов, ибо с повышением плотности клеток тест-
культуры уменьшается величина зоны задержки ее роста, бактерии заметно 
влияют на процесс диффузии антибиотика ввиду того, что антибиотические 
вещества в определенной мере связываются этими организмами.  

Применение в опытах постоянной плотности вегетативных микробных 
клеток и спор тест-организма в агаровой среде дает возможность получать 
зоны угнетения роста используемой тест-культуры соответствующей вели-
чины с резко очерченными краями. 

Чаще всего для определения плотности микробных клеток и спор бак-
терий используют фотоэлектрокалориметр или стеклянный оптический стан-
дарт, выпускаемый Государственным контрольным институтом им. Л.А. Та-
расевича (ГКИ); стандарты соответствуют 5, 9, 10 и 11 единицам мутности. В 
качестве единицы мутности условно принята мутность взвеси тифозных бак-
терий, содержащая 100 млн. микробных тел в 1 мл. Однако при определении 
биологической активности антибиотиков в качестве тест-организмов чаще 
всего используют другие микробы, величина числового эквивалента мутно-
сти которых обычно не соответствует величине числового эквивалента мут-
ности тифозных бактерий. 

Разработаны соответствующие поправки, которые необходимо вносить 
при использовании взвеси спор тест-организмов в процессе определения 
биологической активности антибиотиков. Поправки по отношению к число-
вому эквиваленту мутности для взвесей тифозных бактерий следующие: 

Споры L2 (типа B.subtilis) .......................1/12 
Споры В.mycoides ....................................1/6 
Споры В.mycoides (гладкий вариант) .….1/5 
Зная эти поправки, можно рассчитать число спор в 1 мл суспензии. 
Так допустим, что плотность взвеси спор Вас. subtilis соответствует 5 

единицам мутности стандарта ГКИ. Зная, что числовой эквивалент указанной 
мутности для взвесей тифозных бактерий составляет 100 млн/мл × 5 = 500 
млн/мл и что соответствующий эквивалент для взвесей спор В.subtilis в 12 
раз меньше, находим, что концентрация спор в исследуемой суспензии равна 
500 млн/мл / 12 = 42 млн/мл. 

Соблюдение указанных основных правил постановки опыта при опре-
делении биологической активности антибиотиков методом диффузии в агар 
позволяет получить вполне сравнимые результаты. 
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Среди диффузионных методов определения биологической активности 
наиболее широкое применение нашли три метода, рассматриваемые ниже. 

Метод с использованием металлических цилиндриков. На поверх-
ность питательного агара в чашках Петри или в специальных кюветах рас-
ставляют металлические цилиндрики (с внешним диаметром 8 мм, внутрен-
ним диаметром 6 мм и высотой 10 мм) из алюминия или нержавеющей стали. 
Как правило, питательный агар используют двухслойный: 1-й слой агара на-
ливают из расчета 15 мл на одну чашку Петри (диаметр 9 см); 2-й слой агара, 
содержащий определенную плотность суспензии тест-организма, разливают 
на застывшую поверхность первого слоя агара по 5 мл на чашку. На застыв-
шую поверхность второго слоя агара по специальному трафарету расставля-
ют предварительно простерилизованные металлические цилиндрики (5-6 ци-
линдриков на чашку). 

В одни цилиндрики вносят испытуемый раствор антибиотика, в другие 
– стандартный раствор того же антибиотика с известным числом мкг или 
единиц активности в 1 мл раствора. Обычно цилиндрики с испытуемым и 
стандартным растворами чередуют. Затем чашки или кюветы помещают в 
термостат при температуре, оптимальной для роста тест-организма на 20-24 
ч, после чего измеряют диаметры зон задержки роста тест-микроба (рисунок 
10). Расчет количества антибиотика в 1 мл раствора ведут или по стандарт-
ной кривой, полученной на полулогарифмической сетке, или по таблицам 
Дмитриевой (1958).  

 

 
Рисунок 10 – Определение биологической активности антибиотиков 

диффузионным методом с использованием металлических цилиндриков 
 
Метод с применением лунок в толще агара. В толще агаровой пла-

стинки делают лунки диаметром 8 мм. используя пробочное сверло соответ-
ствующего диаметра или специально сделанное приспособление, состоящее 
из резиновой груши, в которую вставляют заостренную с одного конца ме-
таллическую трубочку с внешним диаметром 8 мм.  

Блочки, надрезанные пробочным сверлом на всю глубину агаровой 
пластинки, удаляют с помощью стерильного скальпеля или специального 
крючка. В одни лунки вносят раствор испытуемого антибиотика, а в другие – 
стандартный раствор антибиотика (рисунок 11). 
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Рисунок 11 – Определение антибиотической активности препаратов в 

кюветах с использованием лунок в толще агара 
Метод лунок имеет некоторые преимущества по сравнению с первым 

методом (нет необходимости в очистке и стерилизации цилиндриков). При 
использовании цилиндриков, сделанных из алюминия, иногда может проис-
ходить взаимодействие кислых антибиотиков с металлом, что приводит к 
частичной или полной инактивации препарата. При работе с лунками это 
полностью исключено. 

При работе с цилиндриками возможно (особенно у начинающих иссле-
дователей) подтекание раствора антибиотика из-под неправильно поставлен-
ных цилиндриков, что приводит к образованию расплывчатых зон непра-
вильной формы. Метод лунок не дает подобных эффектов. 

Метод использования дисков фильтровальной бумаги. На поверх-
ность питательного агара, засеянного тест-организмом, помещают диски 
фильтровальной бумаги, пропитанные испытуемым раствором антибиотика. 
В качестве стандарта используют диски, смоченные раствором антибиотика 
известной концентрации, или специально приготовленные диски, содержа-
щие уже известное количество антибиотиков. Дальнейшие операции прово-
дят так же, как и при работе с применением лунок в толще агара.  

В некоторых случаях при использовании бумажных дисков получаются 
зоны неправильной формы. Это связано с тем, что в данном случае диск 
фильтровальной бумаги оказывается хроматограммой изучаемого антибио-
тика и препарат концентрируется в одном участке диска.  

 
1.8.1.3 Турбидиметрические методы  
 
Широкое распространение в практике количественного определения 

антибиотиков нашли турбидиметрические методы, в основу которых поло-
жена логарифмическая зависимость степени угнетения роста тест-организма 
от концентрации антибиотика. Метод основан на измерении концентрации 
клеток тест-микроба, образующих определенную оптическую плотность сре-
ды (мутность) в результате роста в присутствии небольших количеств анти-
биотика. В присутствии небольших количеств антибиотика не происходит 
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полного подавления роста тест-микроба, а лишь задержка темпа их роста, что 
и сказывается на оптической плотности бульона. 

Турбидиметрические методы определения антибиотиков обычно не-
приемлемы для плотно окрашенных растворов. Но, учитывая высокую чув-
ствительность этих методов, применяются довольно большие разведения ис-
следуемых жидкостей, что приводит к значительному снижению концентра-
ции пигментных веществ, мешающих проведению анализа; в ряде случаев 
можно использовать турбидиметрический метод и для окрашенных раство-
ров. Оптическую плотность жидкостей определяют с помощью фотоэлектро-
калориметра или обычного турбидиметра. 

Эти методы пригодны для количественного определения любых анти-
биотиков при условии наличия стандартного раствора изучаемого препарата. 

При подборе быстрорастущих организмов, используемых в качестве 
тест-объектов, турбидиметрический метод можно использовать как экспресс-
метод – ответ получают через 3,5-4 ч. 

 
1.8.2. Химические и физико-химические методы определения  

различных групп антибиотиков 
 
Химические и физико-химические методы определения различных 

групп антибиотиков все шире и шире используются в лабораторной практи-
ке. Их преимущество по сравнению с биологическими методами состоит в 
быстром проведении анализов и, следовательно, в быстром получении отве-
та. В ряде случаев химические и физико-химические методы несколько усту-
пают по точности биологическим методам. Однако их основное свойство – 
высокая скорость определения – способствует широкому практическому ис-
пользованию. 

К химическим и физико-химическим методам относят колориметриче-
ские и спектрофотометрические методы, основанные на образовании различ-
ных соединений или использовании определенных свойств антибиотиков: 
цветные реакции, исчезновение характерных полос в ультрафиолетовой или 
инфракрасной частях спектра под действием различных веществ (кислот, 
щелочей и др.). 

Чисто химические методы определения количества антибиотиков при-
меняются очень редко. Описано несколько модификаций определения пени-
циллинов, в основу которых положено поглощение йода продуктами гидро-
лиза этого вещества. Определение пенициллина можно также производить 
ацидометрическим способом. При расщеплении молекулы пенициллина с 
помощью пенициллинацилазы или щелочи с образованием пенициллановой 
кислоты происходит освобождение одной карбоксильной группы, которую 
можно учесть титрованием. 

Чаще применяют колориметрические и спектрофотометрические мето-
ды определения концентрации антибиотиков. В основу колориметрических 
методов положен принцип превращения препарата или его отдельных груп-
пировок в окрашенные соединения. Спектрофотометрические методы осно-
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ваны на свойстве многих антибиотиков давать характерный спектр поглоще-
ния в видимом свете или в ультрафиолетовой области. 

Определение стрептомицина основано на характерных реакциях раз-
личных функциональных групп молекулы антибиотика. Чаще всего применя-
ется мальтольный метод, который состоит в том, что при щелочном гидроли-
зе стрептомицина из стрептозной части молекулы образуется мальтол, кото-
рый с солями трехвалентного железа дает окрашенное соединение. Этим ме-
тодом можно определять стрептомицин в растворах товарных препаратов и в 
культуральных жидкостях после соответствующей их очистки. 

Для получения вполне воспроизводимых результатов при работе ука-
занным методом рекомендуется использовать следующую методику: к 10 мл 
стрептомицина (концентрация 100-300 мкг/мл) добавить 2 мл 0,2 н. гидро-
ксида натрия, опустить сосуд в кипящую водяную баню на 4 мин, затем ох-
ладить в водопроводной воде в течение 3 мин, добавить 8 мл 1%-ного рас-
твора железоаммиачных квасцов в 0,55 н. серной кислоте и точно через 3 мин 
после этого измерить удельную экстинкцию (оптическую плотность, или по-
глощение). 

Для определения маннозидострептомицина, который обычно образует-
ся в определенном количестве вместе со стрептомицином, применяют антрон 
– вещество, обладающее способностью давать с углеводами в крепких рас-
творах серной кислоты соединение интенсивно зеленого цвета. Определение 
оптической плотности этого окрашенного соединения обычно проводят на 
фотоэлектроколориметре. 

Определение тетрациклиновых антибиотиков физико-химическими ме-
тодами также основано на образовании окрашиваемых соединений при взаи-
модействии этих антибиотиков с хлористым железом, солями меди, азотной 
или серной кислотами. Тетрациклиновые антибиотики количественно могут 
определяться спектрофотометрическим методом. Метод основан на исчезно-
вении одного из характерных максимумов поглощения раствора антибиотика 
после щелочного гидролиза. 

Описано несколько физико-химических методов определения эритро-
мицина, из которых наиболее широко распространенными являются колори-
метрический и спектрофотометрический методы. 

Колориметрический метод определения эритромицина основан на 
изменении оптической плотности раствора антибиотика после реакции его с 
серной кислотой (27 н.). При взаимодействии эритромицина с серной кисло-
той образуются продукты, окрашенные в желтый цвет. 

Замечено, что оптическая плотность испытуемого раствора антибиоти-
ка и серной кислоты зависит от температуры сливаемых растворов. Чтобы 
исключить это влияние, необходимо измерять оптическую плотность раство-
ра антибиотика после нагревания его с 18 н. H2S04 при 100 °С.  

Физико-химический метод нашел широкое практическое применение 
при определении циклосерина. Метод основан на реакции циклосерина с 
нитропруссидным реагентом в кислой среде. В результате реакции образует-
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ся комплексное соединение голубого цвета, концентрацию которого легко 
измерить колориметрически.  

Нитропруссидный реагент представляет собой смесь равных объемов 4 
%-ного раствора нитропруссида натрия и 4 н. раствора NaOH. Реагент можно 
готовить за 16-24 ч до начала определения и хранить в холодильнике, лучше 
же готовить реагент перед началом определения. 

Метод определения циклосерина состоит в следующем: к 1 мл раствора 
циклосерина (концентрация 50-200 мкг/мл) добавляют 3 мл 1 н. раствора ук-
сусной кислоты и 1 мл нитропруссидного реагента. После перемешивания 
раствор оставляют при комнатной температуре в течение 10 мин и измеряют 
величину оптической плотности. 

 
Итоговое занятие по разделу «Выделение продуцентов антибиоти-

ческих веществ и методы определения их биологического действия» 
 
1 Высев почвенной взвеси в воде на поверхность агаровой пластин-

ки. 
2 Метод обогащения почвы. 
3 Метод замораживания – оттаивания почвы. 
4 Применение питательных сред, содержащих антибиотики. 
5 Методы идентификации микроорганизмов продуцентов антибио-

тических веществ. 
6 Перекрестный антагонизм. 
7 Метод хроматографии. 
8 Биоавтографический метод. 
9 Химические и физические  методы обнаружения антибиотиков. 
10 Пути выделения продуцентов антибиотических веществ из естест-

венных мест их обитания и первичной идентификации антибиотиков. 
11 Методами выделения антибиотиков из нативных растворов. 
12 Антимикробный спектр и токсичность. 
13 Определение его фармакологических и терапевтических свойств. 
14 Лабораторный регламент. 
15 Селекция наиболее активных форм продуцентов антибиотиков. 
16 Методы выделения наиболее активных форм микроорганизмов 

продуцентов антибиотиков. 
17 Условия культивирования выделенных штаммов микроорганиз-

мов-продуцентов антибиотиков. 
18 Сохранение штаммов продуцентов антибиотиков в активном со-

стоянии. 
19 Определение антибиотической активности микроорганизмов. 
20 Методы определения антибиотической активности микроорганиз-

мов, выросших на твердых питательных средах. 
21 Метод агаровых блочков. 
22 Метод перпендикулярных штрихов. 
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23 Определение антибиотической активности микроорганизмов при 
культивировании их в жидких питательных средах. 

24 Метод бумажных дисков. 
25 Определение антивирусного действия антибиотиков. 
26 Определение противофаговой активности. 
27 Определение противоракового действия антибиотиков. 
28 Методы определения противоракового действия антибиотиков с 

использованием экспериментальных животных. 
29 Чашечный метод определения противоракового действия антибио-

тиков с использованием экспериментальных животных. 
30 Пробирочный метод определения противоракового действия анти-

биотиков с использованием экспериментальных животных. 
31 Методы количественного определения антибиотиков. 
32 Метод последовательных разведений для определения количества 

антибиотика в культуральных жидкостях, растворах или в экстрактах. 
33 Количественное определение антибиотиков диффузионными ме-

тодами. 
34 Диффузионный метод определения биологической активности ан-

тибиотических веществ с использованием металлических цилиндриков. 
35 Диффузионный метод определения биологической активности ан-

тибиотических веществ с применением лунок в толще агара. 
36 Диффузионный метод определения биологической активности ан-

тибиотических веществ с использованием дисков фильтровальной бумаги. 
37 Турбидиметрические методы количественного определения анти-

биотиков. 
38 Химические и физико-химические методы определения различных 

групп антибиотиков. 
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2 Показания для исследования чувствительности  
микроорганизмов к антибактериальным препаратам 

 
В ходе повседневной деятельности в бактериологических лабораториях 

из различных биологических материалов и объектов внешней среды выделя-
ют множество бактерий, относящихся к различным таксономическим груп-
пам. Однако определение чувствительности выделенных микроорганизмов к 
антибиотическим препаратам показано далеко не во всех случаях. Определе-
ние показаний для исследования чувствительности микроорганизмов к анти-
биотическим препаратам является обязанностью врача-бактериолога. 

Определять чувствительность к антибиотическим препаратам предста-
вителей нормальной микрофлоры человека, при их выделении из естествен-
ных мест обитания, бактерий выделенных из объектов внешней среды, за ис-
ключением случаев проведения специальных исследований, нецелесообраз-
но.  

Обязательному исследованию на чувствительность к антибиотическим 
препаратам подлежат все микроорганизмы, выделенные из первично сте-
рильных жидкостей, органов и тканей человека. В остальных случаях оценке 
чувствительности должна предшествовать оценка клинической значимости 
выделенного микроорганизма.  

Определение чувствительности выделенного штамма микроорганизма 
показано, если уровень его устойчивости к антибиотическим препаратам не 
может быть предсказан на основании данных идентификации или вероятной 
таксономической принадлежности микроорганизма. Практически важной за-
дачей является выявление приобретенной резистентности к антибиотическим 
препаратам у природно-чувствительных к ним микроорганизмов. Подтвер-
ждение природной чувствительности или резистентности микроорганизма к 
антибиотическим препаратам не является целью практических исследований. 

Исследованию по оценке антибиотикочувствительности подлежат чис-
тые культуры микроорганизмов или материал изолированных колоний с 
плотных питательных сред после первичного посева образца клинического 
материала, в последнем случае параллельно необходимо провести идентифи-
кацию культуры.  

При обнаружении на плотных питательных средах после первичного 
посева смешанной культуры исследовать антибиотикочувствительность до 
идентификации и оценки этиологической значимости отдельных микроорга-
низмов нецелесообразно. 

Прямое определение чувствительности с использованием клинического 
материала (без выделения чистой культуры) возможно только в исключи-
тельных случаях при условии подтверждения однородности культуры и вы-
сокой степени обсемененности при окраске по Граму, причем исследование 
следует повторить после выделения чистой культуры микроорганизма. 
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Следует уделять особое внимание определению чувствительности мик-
роорганизмов, относящихся к таксономическим группам, для которых харак-
терна высокая частота распространения приобретенной резистентности. 

У микроорганизмов, проявляющих универсальную чувствительность к 
каким-либо антибиотическим препаратам, т.е. когда случаев резистентности 
не описано (например, Str.pyogenes – все штаммы чувствительны к пеницил-
лину), проводить определение чувствительности к этим препаратам в повсе-
дневной практике нецелесообразно. 

Факты выявления резистентности у микроорганизмов, для которых 
этот феномен ранее не был описан в научной литературе, следует оценивать с 
крайней осторожностью и рекомендуется обращаться за консультациями в 
лаборатории, занимающиеся изучением антибиотикорезистентности.  

Не следует в практических целях исследовать микроорганизмы, для ко-
торых методы определения чувствительности в настоящее время не стандар-
тизованы и отсутствуют критерии интерпретации результатов. Результаты, 
полученные в данном случае, не могут служить основанием для назначения 
антибактериального препарата, если соответствующая нозологическая форма 
не приведена в утвержденной инструкции по его применению.  

 
2.1 Механизмы антибиотикорезистентности общие закономерности 
 
Основой терапевтического действия антибактериальных препаратов 

является подавление жизнедеятельности возбудителя инфекционной болезни 
в результате угнетения более или менее специфичного для микроорганизмов 
(прокариот) метаболического процесса. Угнетение происходит в результате 
связывания антибиотика с мишенью, в качестве которой может выступать 
либо фермент, либо структурная молекула микроорганизма.  

Резистентность микроорганизмов к антибиотикам может быть природ-
ной и приобретенной:  

• истинная природная устойчивость характеризуется отсутствием у 
микроорганизмов мишени действия антибиотика или недоступности мишени 
вследствие первично низкой проницаемости или ферментативной инактива-
ции. При наличии у бактерий природной устойчивости антибиотики клини-
чески неэффективны. Природная резистентность является постоянным видо-
вым признаком микроорганизмов и легко прогнозируется;  

• под приобретенной устойчивостью понимают свойство отдельных 
штаммов бактерий сохранять жизнеспособность при тех концентрациях ан-
тибиотиков, которые подавляют основную часть микробной популяции. 
Возможны ситуации, когда большая часть микробной популяции проявляет 
приобретенную устойчивость. Появление у бактерий приобретенной рези-
стентности не обязательно сопровождается снижением клинической эффек-
тивности антибиотика. Формирование резистентности во всех случаях обу-
словлено генетически: приобретением новой генетической информации или 
изменением уровня экспрессии собственных генов.  
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Известны следующие биохимические механизмы устойчивости бакте-
рий к антибиотикам:  

1) модификация мишени действия антибактериальных препаратов; 
2) инактивация антибактериальных препаратов; 
3) активное выведение антибактериальных препаратов из микроб-

ной клетки (эффлюкс); 
4) нарушение проницаемости внешних структур микробной клетки; 
5) формирование метаболического «шунта». 
 
2.1.1 Механизмы устойчивости к антибактериальным препаратам 

отдельных групп 
 
β-лактамные антибиотики.  
Ферментативная инактивация. Наиболее распространенным механиз-

мом устойчивости микроорганизмов к β-лактамам является их ферментатив-
ная инактивация в результате гидролиза одной из связей β-лактамного коль-
ца ферментами β-лактамазами. К настоящему времени описано более 200 
ферментов, различающихся по следующим практически важным свойствам:  

• субстратный профиль (способность к преимущественному гидро-
лизу тех или иных β-лактамов, например пенициллинов или цефалоспоринов, 
или тех и других в равной степени);  

• локализация кодирующих генов (плазмидная или хромосомная). 
Эта характеристика определяет эпидемиологию резистентности. При плаз-
мидной локализации генов происходит быстрое внутри- и межвидовое рас-
пространение резистентности, при хромосомной - наблюдают распростране-
ние резистентного клона; 

• чувствительность к применяющимся в медицинской практике 
ингибиторам: клавулановой кислоте, сульбактаму и тазобактаму;  

β-лактамазы встречаются у подавляющего большинства клинически 
значимых микроорганизмов, важным исключением являются микроорганиз-
мы рода Streptococcus. Наиболее важные ферменты приведены в таблице 8.  

 
Таблица 8 – Наиболее распространенные β-лактамазы и их свойства 
 
Ферменты Характеристика 

1 2 

Плазмидные β-лактамазы клас-
са А стафилококков  

Гидролизуют природные и полусинтетические пенициллины 
кроме метициллина и оксациллина. Чувствительны к ингиби-
торам.  

Плазмидные β-лактамазы ши-
рокого спектра класса А гра-
мотрицательных бактерий  

Гидролизуют природные и полусинтетические пенициллины, 
цефалоспорины I поколения. Чувствительны к ингибиторам. 

Плазмидные β-лактамазы рас-
ширенного спектра класса А
грамотрицательных бактерий  

Гидролизуют природные и полусинтетические пенициллины, 
цефалоспорины I-IV поколения. Чувствительны к ингибито-
рам.  
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Продолжение таблицы 8 
1 2 

Хромосомные β-лактамазы
класса С грамотрицательных
бактерий  

Гидролизуют природные и полусинтетические пенициллины, 
цефалоспорины I-III поколения. Не чувствительны к ингиби-
торам.  

Хромосомные β-лактамазы
класса А грамотрицательных
бактерий  

Гидролизуют природные и полусинтетические пенициллины, 
цефалоспорины I-II поколения. Чувствительны к ингибито-
рам.  

Хромосомные β-лактамазы
класса В грамотрицательных
бактерий  

Эффективно гидролизуют практически все β-лактамы, вклю-
чая карбапенемы. Не чувствительны к ингибиторам.  

 
Широкое распространение β-лактамаз широкого спектра среди грамот-

рицательных бактерий не связано c серьезными проблемами в лечении, по-
скольку имеется достаточное количество высокоактивных β-лактамных ан-
тибиотиков (ингибиторозащищенные пенициллины, цефалоспорины II-IV 
поколений). Аналогичная ситуация складывается и с широким распростране-
нием стафилококковых β-лактамаз.  

В настоящее время наибольшее значение для клинической практики 
имеют плазмидные β-лактамазы расширенного спектра грамотрицательных 
бактерий, поскольку они способны разрушать цефалоспорины III и, в мень-
шей степени, IV поколения. Рутинные методы оценки антибиотикочувстви-
тельности очень часто не выявляют этот механизм устойчивости. Чаще всего 
β-лактамазы расширенного спектра встречаются у микроорганизмов рода 
Klebsiella , достаточно часто у E.coli и Proteus spp., реже у других грамотри-
цательных бактерий. В России в отдельных учреждениях частота распро-
страненности этих ферментов среди клебсиелл достигает 90 %.  

При тяжелых нозокомиальных инфекциях, вызванных Enterobacter 
spp., Citrobacter spp. и некоторыми другими микроорганизмами, в процессе 
лечения цефалоспоринами III поколения примерно в 20 % случаев формиру-
ется резистентность к этим антибиотикам, обусловленная гиперпродукцией 
хромосомных β-лактамаз класса С. В таких ситуациях эффективность сохра-
няют цефалоспорины IV поколения и карбапенемы.  

Хромосомные β-лактамазы класса В, разрушающие карбапенемные ан-
тибиотики, распространены среди редких видов микроорганизмов, например, 
S.maltophilia.  

Модификация мишени действия. Мишенями действия β-лактамов яв-
ляются ферменты – пенициллинсвязывающие белки, участвующие в синтезе 
клеточной стенки бактерий. В результате модификации у некоторых пени-
циллинсвязывающие белков уменьшается сродство к β-лактамам, что прояв-
ляется в снижении клинической эффективности. Реальное клиническое зна-
чение имеет устойчивость среди стафилококков и пневмококков. Гены мо-
дифицированных пенициллинсвязывающие белков локализованы на хромо-
сомах.  
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• устойчивость стафилококков ( S.aureus и коагулазонегативных ста-
филококков) обусловлена появлением у микроорганизмов дополнительного 
пенициллинсвязывающие белков (ПСБ2а); 

• маркером наличия ПСБ2а является устойчивость к метициллину или 
оксациллину; 

• независимо от результатов оценки in vitro при инфекциях, вызывае-
мых метициллинорезистентными стафилококками, все β-лактамы следует 
считать клинически неэффективными и не использовать в терапии; 

• частота распространения метициллинорезистентных стафилококков 
в некоторых отделениях реанимации, онкологии и гематологии в России пре-
вышает 50-60 %, что создает крайне серьезные проблемы для терапии;  

• устойчивость пневмококков обусловлена появлением в генах, ко-
дирующих пенициллинсвязывающие белков, чужеродной ДНК, происхожде-
ние которой связывают с зеленящими стрептококками. При этом перекрест-
ная устойчивость между отдельными β-лактамами неполная. Значительная 
часть штаммов, устойчивых к пенициллину, сохраняет чувствительность к 
цефалоспоринам III поколения и карбапенемам. Данные о частоте распро-
странения в России пенициллинорезистентных пневмококков ограничены, 
скорее всего, этот показатель не превышает 4-5 %.  

• Среди грамотрицательных бактерий устойчивость, связанная с мо-
дификацией ПСБ встречается редко. Определенное значение этот механизм 
устойчивости имеет у H.influenzae и N.gonorrhoeae . Микроорганизмы, про-
являют устойчивость не только к природным и полусинтетическим пеницил-
линам, но и к ингибиторозащищенным препаратам.  

Активное выведение β-лактамов из микробной клетки. Ранее счита-
лось, что β-лактамы активно не выводятся из микробной клетки, однако, в 
последние годы появились сообщения о наличии у P.aeruginosa транспорт-
ных систем, осуществляющих активное выведение карбапенемов.  

Аминогликозиды  
Ферментативная инактивация. Основным механизмом устойчивости к 

аминогликозидам является их ферментативная инактивация путем модифи-
кации. Модифицированные молекулы аминогликозидов теряют способность 
связываться с рибосомами и подавлять биосинтез белка. Описаны три группы 
АМФ, осуществляющих инактивацию аминогликозидов, путем их связыва-
ния с различными молекулами: ААС – присоединяющие молекулу уксусной 
кислоты, АРН – присоединяющие молекулу фосфорной кислоты, нуклеоти-
дил- или ANT – присоединяющие молекулу нуклеотида аденина.  

Общее число описанных АМФ превышает 50, каждый из них характе-
ризуется более или менее уникальным субстратным профилем. Гены фер-
ментов локализуются, как правило, на плазмидах, что приводит к быстрому 
внутри- и межвидовому распространению устойчивости. Среди грамположи-
тельных и грамотрицательных бактерий распространены различные фермен-
ты (таблице 9).  
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На практике среди грамотрицательных бактерий могут встречаться 
практически все комбинации устойчивости к отдельным аминогликозидам. 
Это связано с разнообразием субстратных профилей отдельных ферментов и 
возможностью наличия у бактерии одновременно нескольких генов АМФ.  

Для России характерна высокая частота распространения устойчивости 
среди грамотрицательных бактерий к гентамицину и тобрамицину, что, веро-
ятно, связано с необоснованно широким применением гентамицина. Частота 
устойчивости к нетилмицину, как правило, несколько ниже. Устойчивость к 
амикацину встречается достаточно редко.  

Число АМФ, встречающихся у грамположительных бактерий, не столь 
велико. Определенное клиническое значение имеет распространение среди 
грамположительных бактерий бифункционального фермента ААС (6')-APH 
(2''), разрушающего большинство клинически значимых аминогликозидов, 
кроме стрептомицина и спектиномицина. 

 
Таблица 9 – Характеристика наиболее распространенных АМФ 
 

Ферменты Устойчивость к антибиотикам 
Грамположительные микроорганизмы 

APH (3')-III  КАН, НЕО, АМК  
ANT (4')-I  ТОБ, АМК  
ANT (6)-I  СТР  
ААС (6')-APH (2'')  ГЕН, ТОБ, НТЛ, АМК  

Грамотрицательные микроорганизмы 
ANT (2'')  КАН, ГЕН, ТОБ  
ААС (2')  ГЕН, ТОБ, НТЛ  
AAC (3)-V  ГЕН, ТОБ, НТЛ  
AAC (3)-I  ГЕН  
AAC (6')-I  ТОБ, НТЛ, АМК  
APH (3')-I  КАН, НЕО  
APH (3')-II  КАН, НЕО  
APH (3')-VI  КАН, АМК  

 
Как следует из таблицы, маркером наличия этого фермента является 

устойчивость к гентамицину, другие ферменты, распространенные среди 
грамположительных бактерий, не инактивируют этот антибиотик. 

Снижение проницаемости внешних структур. Проникновение аминог-
ликозидов через внешнюю и цитоплазматическую мембраны бактерий явля-
ется сложным процессом. Низкая природная чувствительность к аминоглико-
зидам некоторых микроорганизмов (например, B.cepacia ) связана именно с 
недостаточной проницаемостью для антибиотиков внешней мембраны этих 
микроорганизмов. Мутации, приводящие к изменению структуры липополи-
сахарида у E.coli и P.aeruginosa , могут обусловить значительное повышение 
устойчивости к аминогликозидам.  

Природная устойчивость к аминогликозидам анаэробов объясняется 
тем, что транспорт этих антибиотиков через цитоплазматическую мембрану 
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связан с системами переноса электронов, которые у анаэробов отсутствуют. 
По этой же причине факультативные анаэробы в условиях анаэробиоза, ста-
новятся значительно более устойчивыми к аминогликозидам, чем в аэробных 
условиях.  

Практически важным фактом является природная устойчивость к ами-
ногликозидам стрептококков и энтерококков, связанная с преимущественно 
анаэробным метаболизмом этих бактерий и, соответственно, невозможно-
стью транспорта антибиотиков к чувствительным мишеням. При совместном 
воздействии на микробную клетку аминогликозидов и β-лактамов последние 
нарушают структуру цитоплазматической мембраны бактерий и облегчают 
транспорт аминогликозидов. В результате этого между β-лактамами и ами-
ногликозидами проявляется выраженный синергизм.  

Появляются данные о том, что аминогликозиды могут подвергаться ак-
тивному выведению из микробной клетки.  

Модификация мишени действия. Основной мишенью действия аминог-
ликозидных антибиотиков является 30S субъединица бактериальной рибосо-
мы, в некоторых случаях устойчивость может быть связана с ее модификаци-
ей. Распространение и клиническое значение устойчивости, связанной с мо-
дификацией мишени незначительно.  

Хинолоны, фторхинолоны  
Модификация мишени действия. Ведущим механизмом устойчивости к 

хинолонам, фторхинолонам является модификация мишеней – двух бактери-
альных ферментов ДНК-гиразы и топоизомеразы IV, опосредующих кон-
формационные изменения в молекуле бактериальной ДНК, необходимые для 
ее нормальной репликации. Каждый из ферментов состоит из четырех субъе-
диниц. ДНК-гираза состоит из двух gyrА и двух gyrB субъединиц (соответст-
вующие гены gyrА и gyrB ). Топоизомераза IV - из субъединиц parC и parE 
(соответствующие гены parC и parE ). Гены обоих ферментов локализованы 
на бактериальной хромосоме. Основой формирования резистентности к хи-
нолонам являются мутации в генах gyrA и parC .  

Принципиальным моментом является то, что мутации в одном или двух 
генах могут накапливаться, что сопровождается ступенчатым снижением 
сродства ферментов к хинолонам и повышением минимальной подавляющей 
концентрации. Единичные мутации приводят к развитию устойчивости толь-
ко к нефторированным хинолонам (налидиксовой кислоте и др.) и сопровож-
даются незначительным с клинической точки зрения повышением мини-
мальной подавляющей концентрации (в 2-4 раза) фторхинолонов. Высокий 
уровень устойчивости грамотрицательных микроорганизмов к фторхиноло-
нам (минимальная подавляющая концентрация > 64,0 мг/л) обычно связан с 
двумя и более мутациями в одном или обоих чувствительных ферментах.  

Активное выведение. В последние годы накапливаются данные о ши-
роком распространении среди грамположительных и грамотрицательных 
микроорганизмов устойчивости, связанной с активным выведением хиноло-
нов. У штаммов с высоким уровнем устойчивости к фторхинолонам этот ме-
ханизм часто сочетается с модификацией мишеней.  



 63

В России устойчивость к фторхинолонам (ципрофлоксацину и офлок-
сацину) является реальной проблемой при лечении нозокомиальных инфек-
ций. Быстрее всего резистентность формируется у штаммов P.aeruginosa. 
Появляются данные о росте устойчивости к фторхинолонам среди пневмо-
кокков.  

Макролиды и линкосамиды  
Модификация мишени действия. Основной мишенью действия макро-

лидных и линкосамидных антибиотиков является 50S субъединица бактери-
альной рибосомы. Несмотря на различия в структуре, все эти антибиотики 
имеют общий участок связывания с рибосомой. У большинства бактерий ус-
тойчивость возникает в результате метилирования 23S субъединицы рРНК. 
Известно около 20 генов (erm - erythromycin ribosome methylation), кодирую-
щих фермент метилазу, эти гены ассоциированы с транспозонами и могут 
локализоваться как на плазмидах, так и на хромосомах. Метилазы широко 
распространены среди многих аэробных и анаэробных грамположительных и 
грамотрицательных бактерий.  

Описано два варианта синтеза метилазы: конститутивный и индуци-
бельный. При конститутивном типе синтез фермента не зависит от внешних 
условий. Соответственно, бактерии проявляют устойчивость ко всем макро-
лидам и линкосамидам. При индуцибельном типе синтеза фермента для его 
начала необходима индукция. Синтез стрептококковых метилаз индуцирует-
ся всеми макролидами и линкосамидами, соответственно микроорганизмы 
проявляют устойчивость ко всем перечисленным антибиотикам. В отличие 
от этого, синтез стафилококковых метилаз способен индуцировать только 14- 
и 15-членные макролиды, соответственно микроорганизмы проявляют ус-
тойчивость к перечисленным антибиотикам, но сохраняют чувствительность 
к 16-членным макролидам и линкосамидам. Таким образом, в клинической 
практике могут встречаться стафилококки устойчивые как ко всем макроли-
дам и линкосамидам, так и только к 14- и 15-членным макролидам.  

У ряда микроорганизмов (H.pylori, M.avium, M.intracellulare, 
Propionibacterium spp.) известен и другой механизм модификации мишени 
для макролидов и линкосамидов – в результате мутаций в 23S субъединицы 
рРНК снижается сродство к антибиотикам и формируется клинически значи-
мая устойчивость. При этом механизме наблюдают перекрестную резистент-
ность ко всем макролидам и линкосамидам.  

Активное выведение. Активное выведение макролидов и линкосамидов 
осуществляют несколько транспортных систем. Основное клиническое зна-
чение имеет система выведения, кодируемая mef-геном, распространенная 
среди S.pneumoniae, S.pyogenes и многих других грамположительных бакте-
рий. Соответствующий белок-транспортер выводит 14- и 15-членные макро-
лиды и обеспечивает невысокий уровень резистентности. Значение этого ме-
ханизма резистентности окончательно не установлено. Линкосамиды и 16-
членые макролиды сохраняют активность.  
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Гены mef локализованы на хромосомах в составе конъюгативных эле-
ментов, что обеспечивает достаточно эффективное внутри- и межвидовое 
распространение.  

Ферментативная инактивация. Ферменты, инактивирующие макроли-
ды и линкосамиды, описаны среди грамположительных и грамотрицательных 
микроорганизмов. Некоторые из них обладают широким субстратным про-
филем (макролидфосфотрансферазы E.coli и Staphylococcus spp.), другие 
инактивируют только отдельные антибиотики (эритромицинэстеразы, рас-
пространенные среди семейства Enterobacteriaceae, линкомицинацетил-
трансферазы Staphylococcus и Enterococcus). Распространение и клиническое 
значение ферментов, инактивирующих макролидные антибиотики, невелико.  

В России устойчивость к макролидам и линкосамидам закономерно 
распространена среди метициллинорезистентных стафилококков. Среди ме-
тициллиночувствительных стафилококков частота устойчивости, как прави-
ло, не превышает 10 %.  

В Европе в последние годы наблюдается тенденция к росту устойчиво-
сти к макролидам среди S.pyogenes, S.pneumoniae, что связывают со значи-
тельным увеличением объема применения современных макролидов (азит-
ромицина, кларитромицина, рокситромицина) в качестве препаратов первого 
выбора. Целесообразность такого расширения показаний вызывает дискус-
сии.  

Надежных данных о многолетней динамике устойчивости S.pneumoniae 
и S.pyogenes к макролидам в России нет. Однако фиксируемый в последние 
годы уровень частоты устойчивости 8-12 %, должен вызывать насторожен-
ность.  

Тетрациклины  
Активное выведение. Этот механизм является наиболее распространен-

ным среди грамотрицательных и грамположительных микроорганизмов. Де-
терминанты резистентности обычно локализованы на плазмидах, что обеспе-
чивает их быстрое внутри- и межвидовое распространение. Часть генов и со-
ответствующие белки (TetA-TetE) распространены среди грамотрицательных 
бактерий, другие (TetK, TetL) среди грамположительных.  

Защита рибосомы. Известно семейство защитных белков, которые по-
зволяют бактерии синтезировать белок, несмотря на связывание с рибосомой 
молекулы тетрациклина. Механизм подобной защиты неизвестен. Описано, 
по меньшей мере, 5 генов, кодирующих защитные белки, они распростране-
ны среди грамотрицательных и грамположительных бактерий и детермини-
руют устойчивость ко всем тетрациклинам.  

Частота устойчивости к тетрациклинам среди клинически наиболее 
значимых микроорганизмов достаточно высока, что не позволяет рассматри-
вать их как средства выбора для лечения большинства инфекций.  

Гликопептиды  
Модификация мишени действия. Механизм действия гликопептидов 

заключается в блокировании завершающей стадии синтеза пептидогликана 
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путем связывания молекулы антибиотика с концевыми аминокислотами в 
боковой пептидной цепочке (D-аланин-D-аланин).  

Механизм устойчивости к гликопептидам наиболее детально изучен у 
энтерококков, он связан с синтезом бактериями модифицированной боковой 
полипептидной цепи.  

Известны три фенотипа устойчивости: VanA, VanB и VanC. Детерми-
нанты устойчивости фенотипа VanA локализуются на плазмидах, а фенотипа 
VanB – в основном на хромосомах. Для фенотипа VanA характерен высокий 
уровень устойчивости к ванкомицину и тейкопланину, для VanB – вариа-
бельная резистентность к ванкомицину и чувствительность к тейкопланину. 
Фенотип VanC характерен для E.gallinarum, E.casseliflavus и E.flavescens, 
проявляющих природно низкий уровень устойчивости к ванкомицину.  

Устойчивость энтерококков к гликопептидам является серьезной про-
блемой в отделениях интенсивной терапии в США и Западной Европе. Чаще 
всего устойчивость отмечают у штаммов E.faecium, ее частота может дости-
гать 15-20 %. Достоверных данных о выделении ванкомицинорезистентных 
энтерококков в России нет.  

Сообщения о выделении единичных штаммов метициллинорезистент-
ных и метициллиночувствительных S.aureus со сниженной чувствительно-
стью к ванкомицину (GISA) появились в Японии и США только в последние 
годы. Для штаммов со сниженной чувствительностью характерно утолщение 
клеточной стенки, уменьшение аутолитической активности. Обсуждается 
возможность избыточной продукции мишеней действия гликопептидов. 
Снижение чувствительности к гликопептидам было описано ранее среди коа-
гулазонегативных стафилококков.  

На практике при выделении ванкомицинорезистентных энтерококков и 
стафилококков необходимо проявлять настороженность, тщательно прове-
рять чистоту исследуемой культуры и точность ее идентификации. Так, не-
обходимо иметь в виду, что некоторые грамположительные бактерии обла-
дают природной устойчивостью к гликопептидам: Lactobacillus spp., 
Leuconostoc spp., Pediococcus spp.  

Сульфаниламиды и ко-тримоксазол 
Сульфаниламиды и триметоприм блокируют различные этапы одного 

метаболического пути бактерий – синтез фолиевой кислоты, благодаря чему 
между ними отмечается выраженный синергизм. Сульфаниламиды, являю-
щиеся структурным аналогом парааминобензойной кислоты, являются кон-
курентными ингибиторами дигидроптеоратсинтетазы. Триметоприм подав-
ляет активность дигидрофолатредуктазы.  

Формирование метаболического шунта. Устойчивость к триметоприму 
может являться результатом приобретения генов дигидрофолатредуктазы, 
нечувствительной (или малочувствительной) к ингибиции, а устойчивость к 
сульфаниламидам – генов дигидроптеоратсинтетазы. Известно несколько ти-
пов каждого из устойчивых ферментов, но их происхождение не совсем ясно.  



 66

Гены ферментов, устойчивых к ингибированию, часто находятся в со-
ставе подвижных генетических элементов (транспозонов) в ассоциации с ге-
нами, детерминирующими устойчивость к другим антибиотикам.  

Модификация мишени действия. Устойчивость может также сформи-
роваться в результате мутаций в генах указанных ферментов.  

Хлорамфеникол 
Ферментативная инактивация (ацетилирование) является основным 

механизмом устойчивости к хлорамфениколу. Гены ферментов хлорамфени-
колацетилтрасфераз, как правило, локализуются на плазмидах и входят в со-
став транспозонов в ассоциации с генами устойчивости к другим антибиоти-
кам.  

Полимиксины 
Полимиксины оказывают бактерицидное действие на грамотрицатель-

ные бактерии, нарушая целостность цитоплазматической мембраны, дейст-
вуя подобно поверхностно активным веществам. Приобретенная устойчи-
вость отмечается редко.  

Нитрофураны  
Механизм действия нитрофуранов изучен недостаточно полно. Счита-

ется, что приобретенная устойчивость к этим препаратам встречается крайне 
редко, о ее механизмах можно судить лишь предположительно.  

Нитроимидазолы  
Нитроимидазолы активируются в микробной клетке ферментом нитро-

редуктазой, возникающие при этом свободные радикалы, повреждают ДНК 
бактерий. Устойчивость у подавляющего большинства анаэробных бактерий 
отмечается крайне редко и не имеет практического значения.  

Реальные клинические проблемы возникают при развитии устойчиво-
сти у H.pylori, обусловленной инактивацией нитроредуктазы в результате 
мутаций в соответствующих генах.  

 
2.1.2 Множественная устойчивость, связанная со снижением  

проницаемости  
 
Снижение проницаемости внешних структур бактериальной клетки яв-

ляется наименее специфичным механизмом устойчивости и обычно приводит 
к формированию устойчивости одновременно к нескольким группам анти-
биотиков.  

Чаще всего причиной этого явления становится полная или частичная 
утрата пориновых белков. Кроме этого, относительно хорошо изучена систе-
ма MAR (multiple antibiotic resistance – множественная устойчивость к анти-
биотикам). На фоне применения тетрациклинов или хлорамфеникола форми-
руется устойчивость не только к этим антибиотикам, но и к β-лактамам и хи-
нолонам. Активация MAR системы приводит к одновременному снижению 
количества одного из пориновых белков (OmpF) и повышению активности 
одной из систем активного выведения.  
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Снижение проницаемости за счет утраты или снижения количества по-
риновых белков встречается в ассоциации с продукцией β-лактамаз расши-
ренного спектра. Утрата одного из пориновых белков (D2) P.aeruginosa при-
водит к избирательному снижению чувствительности микроорганизма к 
имипенему.  

 
2.2 Борьба с антибиотикорезистентностью бактерий 
 
Существует несколько способов преодоления резистентности бактерий, 

связанной с продукцией ими β-лактамаз, среди них:  
- синтез антибиотиков новых химических структур, не подверженных 

действию β-лактамаз (например, хинолоны), или химическая трансформация 
известных природных структур; 

- поиск новых β-лактамных антибиотиков, устойчивых к гидролитиче-
скому действию β-лактамаз (новые цефалоспорины, монобактамы, карбапе-
немы, тиенамицин); 

- синтез ингибиторов β-лактамаз. 
Использование ингибиторов β-лактамаз позволяет сохранить преиму-

щества известных антибиотиков. Хотя идея о том, что β-лактамные структу-
ры могут ингибировать бета-лактамазы, возникла еще в 1956 году, но клини-
ческое применение ингибиторов началось только в 1976 году после открытия 
клавулановой кислоты. Клавулановая кислота действует как "суицидный" 
ингибитор энзима, вызывая необратимое подавление β-лактамаз. Такое инги-
бирование β-лактамаз осуществляется путем реакции ацилирования, анало-
гично реакции, при которой β-лактамный антибиотик связывается с пени-
циллинсвязывающими белками. По структуре клавулановая кислота является 
β-лактамным соединением. Не обладая антимикробными свойствами, она не-
обратимо связывает β-лактамазы и выводит их из строя. 

После выделения клавулановой кислоты в последующем были получе-
ны другие ингибиторы β-лактамаз (сульбактам и тазобактам). В комбинации 
с β-лактамными антибиотиками (ампициллином, амоксициллином, пипера-
циллином и др.) они проявляют широкий спектр активности в отношении 
продуцирующих β-лактамазы микроорганизмов. 

Другой путь борьбы с антибиотикорезистентностью микроорганизмов 
состоит в организации мониторинга распространенности резистентных 
штаммов с помощью создания международной сети оповещения. Выявление 
возбудителей и определение их свойств, в том числе чувствительности или 
резистентности к антибиотикам, необходимо проводить во всех случаях, осо-
бенно при регистрации внутрибольничной инфекции. Результаты таких ис-
следований необходимо обобщать по каждому родильному дому, больнице, 
микрорайону, городу, области и т.д. Полученные данные об эпидемиологиче-
ском состоянии нужно периодически доводить до сведения лечащих врачей. 
Это позволит правильно выбрать при лечении ребенка тот препарат, к кото-
рому большинство штаммов чувствительно, и не назначить тот, к которому в 
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данном районе или лечебном учреждении большинство штаммов резистент-
ны. 

Ограничение развития устойчивости микроорганизмов к антибактери-
альным препаратам может быть достигнуто при следовании определенным 
правилам: 

- проведение рационально обоснованной антибиотикотерапии, включая 
показания, целенаправленный выбор с учетом чувствительности и уровня ре-
зистентности, дозировку (опасна пониженная дозировка!), длительность (в 
соответствии с картиной заболевания и индивидуальным состоянием) – все 
это предполагает повышение квалификации врачей; 

- обоснованно подходить к комбинированной терапии, используя ее 
строго по показаниям; 

- введение ограничений на применение лекарственных средств ("барь-
ерная политика"), что предполагает соглашение между клиницистами и мик-
робиологами о применении препарата лишь при отсутствии эффективности 
уже используемых средств (создание группы антибиотиков резерва). 

Развитие резистентности является неизбежным следствием широкого 
клинического применения антимикробных препаратов. Разнообразие меха-
низмов приобретения бактериями резистентности к антибиотикам поражает. 
Все это требует усилий по поиску более эффективных путей применения 
имеющихся препаратов, направленных на минимизацию развития резистент-
ности и определения наиболее эффективных методов лечения инфекций, вы-
званных мультирезистентными микроорганизмами. 

 
Вопросы для самоконтроля по разделу «Показания для исследова-

ния чувствительности микроорганизмов к антибактериальным препа-
ратам» 

 
1 Механизмы антибиотикорезистентности общие закономерности. 
2 Механизмы устойчивости микроорганизмов к антибактериальным 

препаратам группы β-лактамные антибиотики (ферментативная инактивация, 
модификация мишени действия). 

3 Механизмы устойчивости микроорганизмов к антибактериальным 
препаратам группы аминогликозиды (ферментативная инактивация, модифи-
кация мишени действия). 

4 Механизмы устойчивости микроорганизмов к антибактериальным 
препаратам группы хинолоны, фторхинолоны (модификация мишени дейст-
вия, активное выведение). 

5 Механизмы устойчивости микроорганизмов к антибактериальным 
препаратам группы макролиды и линкосамиды (модификация мишени дейст-
вия, ферментативная инактивация). 

6 Механизмы устойчивости микроорганизмов к антибактериальным 
препаратам группы тетрациклины. 

7 Механизмы устойчивости микроорганизмов к антибактериальным 
препаратам группы гликопептиды (модификация мишени действия). 
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8 Механизмы устойчивости микроорганизмов к антибактериальным 
препаратам группы сульфаниламиды и ко-тримоксазол (модификация мише-
ни действия, формирование метаболического шунта). 

9 Механизмы устойчивости микроорганизмов к антибактериальным 
препаратам группы полимиксины, нитрофураны, нитроимидазолы. 

10 Множественная устойчивость, связанная со снижением проницае-
мости. 

11 Борьба с антибиотикорезистентностью бактерий 
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3 Методы определения чувствительности  
микроорганизмов к антибактериальным препаратам 

 
3.1 Общая характеристика методов 
 
Современные стандартизованные методы определения чувствительно-

сти микроорганизмов к антибиотическим препаратам подразделяют на мето-
ды серийных разведений и диффузионные. 

Методы серийных разведений основаны на прямом определении ос-
новного количественного показателя, характеризующего микробиологиче-
скую активность антибиотическим препаратам – величины его минимальной 
подавляющей концентрации. 

Минимальная концентрация, подавляющая видимый рост исследуемо-
го микроорганизма в бульонной культуре или на плотной среде.  

Для определения минимальной подавляющей концентрации заданные 
концентрации антибиотических препаратов вносят в питательную среду, ко-
торую затем засевают культурой исследуемого микроорганизма, и после ин-
кубации оценивают наличие или отсутствие видимого роста. 

В зависимости от характера используемой питательной среды разли-
чают методы серийных разведений в агаре или в бульоне. В зависимости от 
объема используемой жидкой питательной среды выделяют методы серий-
ных макро- и микроразведений. 

Разновидностью метода серийных разведений является также метод, 
основанный на использовании только двух концентраций антибиотических 
препаратов, соответствующих пограничным значениям минимальной подав-
ляющей концентрации. Этот принцип исследования широко используется в 
автоматизированных системах для определения чувствительности микроор-
ганизмов.  

Диффузионные методы определения чувствительности основаны на 
диффузии АБП из носителя в плотную питательную среду и подавлении рос-
та исследуемой культуры в той зоне, где концентрация АБП превосходит 
МПК. 

В настоящее время существуют две основные модификации диффузион-
ного метода: диско-диффузионный и Е-тест. 

В диско-диффузионном методе в качестве носителя АБП используют 
бумажный диск. Образование зоны подавления роста происходит в результа-
те диффузии АБП из носителя в питательную среду. В определенных преде-
лах величина диаметра зоны подавления роста обратно пропорциональна 
МПК. Однако диско-диффузионный метод позволяет лишь косвенно судить о 
величине МПК, а результатом исследования является отнесение микроорга-
низма к одной из категорий чувствительности (чувствительный, промежу-
точный или резистентный). 

Е-тест представляет собой узкую полоску полимера, (0,5 × 6,0 см), на 
которую нанесен градиент концентраций АБП (от минимальных до макси-
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мальных). Подавление роста микроорганизма вокруг полоски Е-теста проис-
ходит только в той зоне, где концентрация АБП, диффундирующего из носи-
теля, выше МПК, при этом образуется каплевидная зона ингибиции. Значе-
ния концентрации АБП в каждом участке носителя типографским способом 
нанесены на наружной (обращенной к исследователю) поверхности Е-теста. 
Величину МПК учитывают в том месте, где граница зоны подавления роста 
вплотную подходит к носителю. Детальные инструкции по определению 
чувствительности с использованием Е-тестов прилагаются изготовителем к 
набору реактивов. 

 
3.1.1 Основные этапы проведения тестирования 
 
Оценка антибиотикочувствительности независимо от конкретного ме-

тода предполагает последовательное выполнение нескольких этапов:  
- приготовление питательных сред; 
- приготовление суспензии исследуемых микроорганизмов (инокулю-

ма); 
- инокуляция;  
- инкубация; 
- учет и интерпретация результатов, формулировка рекомендаций по 

лечению. 
Диффузионные методы включают также этап наложения дисков или 

полосок Е-теста на плотную питательную среду. 
 
3.1.1.1 Приготовление питательных сред для определения  

чувствительности 
 
Для оценки чувствительности используют специально предназначен-

ные для этой цели среды, разрешенные к применению в Российской Федера-
ции в установленном порядке и по своим характеристикам удовлетворяющие 
требованиям. Внутрилабораторный контроль качества среды проводят при 
использовании всех сред, разрешенных к применению в Российской Федера-
ции в установленном порядке. 

Вид питательной среды для оценки чувствительности определяют вы-
бранным методом проведения исследования (агар или бульон), а также видом 
тестируемого микроорганизма.  

Выбранную питательную среду для определения чувствительности го-
товят из сухой среды промышленного производства в соответствии с инст-
рукцией изготовителя. После автоклавирования питательную среду сразу же 
разливают в стерильные пробирки или в чашки Петри, или (если необходи-
мо) колбы со средой помещают на водяную баню при 48-50 °С, где выдержи-
вают до достижения указанной температуры, после чего в них асептически 
вносят термолабильные питательные добавки и/или рабочие растворы анти-
биотиков, а затем разливают в пробирки или в чашки Петри. 
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Агар разливают по чашкам слоем толщиной 4 мм (на чашку диаметром 
100 мм требуется 25 мл агара, на чашку диаметром 90 мм – 20 мл). Чашки ос-
тавляют при комнатной температуре для застывания. Приготовленные ука-
занным образом чашки Петри предпочтительнее использовать немедленно. 
Допускается хранение в запаянных полиэтиленовых пакетах в холодильнике 
при 4-8 °С в течение 5 суток. 

 
3.1.1.2 Приготовление суспензии исследуемых микроорганизмов 

(инокулюма) 
 
Общим и принципиально важным для всех методов тестирования явля-

ется стандартизация суспензии исследуемого микроорганизма, ее концентра-
ция должна составлять 1,5 × 10 КОЕ/мл. Практически наиболее приемлемым 
методом оценки концентрации бактериальной суспензии является измерение 
ее оптической плотности. Оптическая плотность бактериальной суспензии с 
концентрацией 1,5 × 108 КОЕ/мл при визуальном контроле соответствует 
стандарту мутности 0,5 по МакФарланду. Контроль оптической плотности 
суспензии можно также осуществлять спектрофотометрически (денситомет-
рически). Существуют коммерчески доступные стандарты мутности и спек-
трофотометры. Бактериальную суспензию можно готовить либо из бульон-
ной, либо из агаровой культуры. 

Приготовление инокулюма из агаровой культуры. Для приготовления 
инокулюма используют чистую суточную культуру микроорганизмов, вы-
росших на плотных питательных средах. Отбирают несколько однотипных, 
четко изолированных колоний, выросших на неселективных плотных пита-
тельных средах. Петлей переносят незначительное количество материала с 
верхушек колоний в пробирку со стерильным физиологическим раствором 
или питательным бульоном, доводя плотность инокулюма точно до 0,5 по 
стандарту МакФарланда. Инокулюм следует использовать в течение 15 ми-
нут после приготовления.  

Приготовление инокулюма из бульонной культуры. При определении 
чувствительности быстро растущих бактерий с обычными питательными по-
требностями для приготовления инокулюма также можно использовать 5-6 
часовую бульонную культуру микроорганизма. Для этого отбирают несколь-
ко однотипных изолированных колоний, петлей переносят незначительное 
количество материала в пробирку с 4,0-5,0 мл жидкой неселективной пита-
тельной среды. Инкубируют при 35 °С. Примерно через 5-6 ч инкубации 
плотность микробной суспензии приблизительно соответствует необходи-
мой, и ее точно доводят до 0,5 по МакФарланду путем добавления стериль-
ного бульона или физиологического раствора.  

Стандарт МакФарланда может быть либо приобретен, либо приготов-
лен в лаборатории. 

Приготовление стандарта 0,5 по МакФарланду. К 0,5 мл раствора 
BaCl2 в концентрации 0,048 моль/л (1,175 % раствор BaCl2 × 2 H2O) медленно 
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при тщательном перемешивании добавить 99,5 мл раствора H2SO4 в концен-
трации 0,18 моль/л (1%) до получения гомогенной суспензии. 

Правильность приготовления суспензии необходимо проверить на спек-
трофотометре. Поглощение при использовании кюветы 1 см должно соста-
вить 0,08-0,10 при длине волны 625 нм. 

Полученную суспензию необходимо разлить по 4-6 мл в пробирки с 
герметично закрывающимися крышками. Пробирки должны быть такого же 
диаметра, как и используемые для приготовления бактериальной суспензии. 

Хранить пробирки с суспензией необходимо в темноте при комнатной 
температуре. 

Перед использованием пробирки необходимо тщательно встряхивать и 
оценивать однородность суспензии. При появлении видимых частиц пробир-
ки изымаются из употребления. 

Стандарт мутности необходимо обновлять или проверять его оптиче-
скую плотность ежемесячно. 

 
3.1.2 Методы серийных разведений 
 
3.1.2.1 Приготовление растворов АБП для методов серийных  

разведений 
 
Общим и крайне важным этапом для всех методов серийных разведений 

является приготовление растворов АБП. Различают «основные» растворы 
АБП (пригодные для хранения) и «рабочие» - те, которые необходимо ис-
пользовать "ex tempore" для приготовления питательных сред. 

Для приготовления основных растворов АБП необходимо использовать 
субстанции АБП с известной активностью, лекарственные формы не пригод-
ны. Для взвешивания субстанций необходимо использовать электронные ла-
бораторные весы с точностью до 4 знака, для измерения объёмов – калибро-
ванные дозаторы и пипетки.  

Основные растворы АБП готовят в концентрации 1000,0 мкг/мл и выше. 
Навески АБП для приготовления базовых растворов готовят с учетом их ак-
тивности. Расчет навески АБП для приготовления базового раствора прово-
дят по формуле: 
 

V практ. = m АБ практ. × V теор. 
m АБ теор        ,                            (3)

 
Где V практ. – объём растворителя для растворения практической навес-

ки, мл; 
m АБ практ. –полученная навеска АБП, мл; 
m АБ теор. – расчётная (теоретическая) навеска АБП, мл; 
V теор. – объём растворителя для растворения теоретической навески, 

мл; 
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Взвесить точно расчётное количество порошка практически невозмож-
но. Поэтому готовят близкую к расчётной навеску, а затем пересчитывают 
количество необходимого растворителя.  

В связи с тем, что АБП существенно различаются по растворимости, в 
ряде случаев возникает необходимость использовать различные вещества для 
первичного растворения (солюбилизации) препаратов (растворители) и для 
доведения их до заданной концентрации (разбавители). В тех случаях, когда 
растворители и разбавители являются разными веществами, для растворения 
АБП необходимо использовать минимально возможное количество раство-
рителя. 

Отличные от воды растворители и разбавители для отдельных АБП 
приведены в таблице 10. Основные растворы необходимо хранить при тем-
пературе не выше минус 20 °С (сроки хранения отдельных АБП при этой 
температуре существенно различаются). Оптимальными условиями для хра-
нения основных растворов АБП является температура минус 60 °С и ниже, 
длительность не более 6 месяцев. При этом необходимо иметь в виду, что ос-
новные растворы β-лактамных АБП могут терять активность и в более ран-
ние сроки. 

 
Таблица 10 – Растворители и разбавители, используемые для приготов-

ления основных растворов АБП 
  

Антибиотик Растворитель Разбавитель 
1 2 3 

Ампициллин Фосфатный буфер 0,1 моль/л рН 8,0 Фосфатный буфер 0,1 моль/л рН 
6,0 

Амоксициллин Фосфатный буфер 0,1 моль/л рН 6,0 Фосфатный буфер 0,1 моль/л рН 
6,0 

Азитромицин 95% этанол или ледяная уксусная 
кислота Питательная среда 

Азтреонам Натрия бикарбонат 
насыщенный раствор Вода 

Цефазолин Фосфатный буфер 0,1 моль/л рН 6,0 Фосфатный буфер 0,1 моль/л рН 
6,0 

Цефалотин Фосфатный буфер 0,1 моль/л рН 6,0 Вода 
Цефуроксим Фосфатный буфер 0,1 моль/л рН 6,0 Вода 
Цефтазидим Натрия карбонат Вода 

Цефепим Фосфатный буфер 0,1 моль/л рН 6,0 Фосфатный буфер 0,1 моль/л рН 
6,0 

Имипенем Фосфатный буфер 0,01 моль/л рН 
7,2 

Фосфатный буфер 0,01 моль/л рН 
7,2 

Азитромицин 95% этанол или ледяная уксусная 
кислота Питательная среда 

Эритромицин 95% этанол или ледяная уксусная 
кислота Вода 

Кларитромицин 
95% этанол или ледяная уксусная 
кислота 
 

Фосфатный буфер 0,1 моль/л рН 
6,5 
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Продолжение таблицы 10 
1 2 3 

Хлорамфеникол 95% этанол Вода 
Налидиксовая 
кислота  
Эноксацин  
Норфлоксацин  
Офлоксацин  
Левофлоксацин 

1/2 объема воды затем добавлять 
по каплям 0,1 моль/л раствор NaOH 
до растворения 

Вода 

Нитрофурантоин Фосфатный буфер 0,1 моль/л рН 8,0 Фосфатный буфер 0,1 моль/л рН 
8,0 

Рифампин Метанол Вода 

Сульфаниламиды
1/2 объема горячей воды 
и минимальное количество
2,5 моль/л раствора NaOH 

Вода 

Триметоприм 0,05N раствор соляной к-ты до 10% 
от конечного объема Вода 

 
После извлечения из холодильника перед открыванием флаконов с ос-

новными растворами их необходимо довести до комнатной температуры для 
предотвращения конденсации влаги. Размороженные основные растворы 
должны быть использованы для приготовления рабочих растворов, повтор-
ное замораживание не допускается. Для приготовления рабочих растворов 
используется дистиллированная вода.  

Из рабочих растворов готовят двукратные разведения АБП. При расче-
тах за основу берется конечная концентрация АБП в питательной среде рав-
ная 1,0 мкг/мл (более высокие – 2, 4, 8, и т.д.; более низкие – 0,5; 0,25; 0,125 и 
т.д.). При этом реальные концентрации растворов должны учитывать фактор 
разбавления раствора АБП при приготовлении чашек с плотной питательной 
средой или при инокуляции. Диапазон двукратных серийных разведений 
АБП зависит от вида тестируемого микроорганизма, предполагаемой актив-
ности АБП и целей исследования. 

 
3.1.2.2 Метод серийных разведений в бульоне 
 
Различают два основных варианта метода серийных разведений в буль-

оне: макрометод (пробирочный) и микрометод (при величине конечного объ-
ема 0,2 мл и меньше). Область применения макрометода из-за низкой произ-
водительности ограничивается случаями необходимости оценки чувстви-
тельности единичных штаммов. 

Макрометод.Тестирование проводят в объеме 1мл каждого разведения 
АБП с конечной концентрацией исследуемого микроорганизма примерно 
5×105 КОЕ/мл.  

Питательная среда. 
Питательный бульон для определения чувствительности разливают по 

0,5 мл в каждую пробирку. Количество пробирок определяют необходимым 
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диапазоном разведений АБП и увеличивают на одну для постановки "отрица-
тельного" контроля. 

Приготовление серийных разведений АБП (рисунок 12). 
Рабочий раствор АБП готовят из основного раствора с использованием 

жидкой питательной среды. Концентрацию рабочего раствора рассчитывают 
исходя из необходимой максимальной концентрации в ряду серийных разве-
дений, учитывая фактор разбавления препарата при последующей инокуля-
ции. Затем рабочий раствор в количестве 0,5 мл при помощи микропипетки 
со стерильным наконечником вносят в первую пробирку, содержащую 0,5 мл 
бульона. Тщательно перемешивают и новым стерильным наконечником пе-
реносят 0,5 мл раствора АБП в бульоне во вторую пробирку, содержавшую 
первоначально 0,5 мл бульона. Эту процедуру повторяют, пока не будет при-
готовлен весь необходимый ряд разведений. Из последней пробирки 0,5 мл 
бульона удаляют. 

 
 
Рисунок 12 – Алгоритм определения чувствительности одной иссле-

дуемой культуры к одному АБП методом разведений в жидкой питательной 
среде 

 
Таким образом, получают ряд пробирок с растворами АБП, концентра-

ции которых отличаются в соседних пробирках в 2 раза. Одновременно гото-
вят дополнительные ряды серийных разведений АБП для тестирования кон-
трольных штаммов. Серия разведений обязательно должна включать в себя 
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пограничные концентрации и допустимые диапазоны МПК для контрольных 
штаммов. 

 
Приготовление инокулюма и инокуляция. 
Для инокуляции используют стандартную микробную взвесь, эквива-

лентную 0,5 по стандарту МакФарланда, разведенную в 100 раз на питатель-
ном бульоне, после чего концентрация микроорганизма в ней составит при-
мерно 106 КОЕ/мл. 

По 0,5 мл инокулюма вносят в каждую пробирку, содержащую по 0,5 
мл соответствующего разведения АБП, и в одну пробирку с 0,5 мл питатель-
ного бульона без антибиотика ("отрицательный" контроль). Конечная кон-
центрация микроорганизма в каждой пробирке достигнет необходимой - 
примерно 5 x 105 КОЕ/мл. Инокулюм должен быть внесен в пробирки с раз-
ведениями АБП не позднее 15-30 мин с момента приготовления. 

Инкубация. 
Пробирки закрывают стерильными ватно-марлевыми пробками или 

металлическим колпачками, и все пробирки с  тестируемыми штаммами, 
кроме пробирки "отрицательный" контроль, инкубируют в обычной атмо-
сфере при температуре 35 °С в течение 16-20 или 20-24 ч (в зависимости от 
вида тестируемого микроорганизма). Пробирку "отрицательный" контроль 
помещают в холодильник при 4 °С, где хранят до учета результатов. 

Учет результатов. 
Для определения наличия роста микроорганизма пробирки с посевами 

просматривают в проходящем свете. Рост культуры в присутствии АБП 
сравнивают с референтной пробиркой ("отрицательный" контроль), содер-
жащей исходный инокулюм и хранившейся в холодильнике. МПК определя-
ют по наименьшей концентрации АБП, которая подавляет видимый рост 
микроорганизма. 

Микрометод. Преимуществами микрометода является высокая произ-
водительность и возможность длительного хранения заранее приготовленных 
планшет. Тестирование проводят при величине конечного объема 0,2 мл и 
меньше, что позволяет значительно сократить количество расходных мате-
риалов. Методика не имеет отличий от макрометода, за исключением ис-
пользуемых объемов питательного бульона с разведениями антибиотиков и 
инокулюма, но требует дополнительного оснащения лаборатории многока-
нальными пипетками, 96-луночными планшетами для иммунологических ис-
следований (с плоским дном) со стерильными крышками.  

Первым этапом является изготовление планшет, пригодных для хране-
ния. После внесения рабочих растворов антибиотиков в лунки, запаянные в 
полиэтилен планшеты могут храниться при температуре ниже минус 60 °С до 
момента использования. Повторное замораживание-оттаивание не допуска-
ется.  

Для проведения исследования планшеты после извлечения из холо-
дильника выдерживают до достижения ими комнатной температуры, после 
чего проводят инокуляцию приготовленной суспензией исследуемого микро-
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организма. При проведении инкубации планшет обязательно должен быть 
закрыт крышкой для предотвращения высыхания содержимого лунок.  

Учет результатов проводят визуально или спектрофотометрически, 
сравнивая рост  микроорганизма в присутствии АБП с ростом культуры в 
ячейке без АБП. За МПК принимают минимальную концентрацию, обеспе-
чивающую полное подавление видимого роста исследуемого штамма.  

Метод серийных микроразведений в бульоне легко поддается модифи-
кациям для разработки тест-систем. При использовании тест-систем, разре-
шенных к применению в Российской Федерации в установленном порядке, 
следует пользоваться инструкциями изготовителей. 

Контроль качества. 
При постановке методов серийных разведений в бульоне необходимо 

проводить контроль роста культуры в среде без АБП. Необходимо также 
контролировать чистоту суспензии микроорганизма, использованной для 
инокуляции, путем высева на неселективные среды. Каждая партия тести-
руемых штаммов сопровождается внутренним контролем качества исследо-
вания с использованием соответствующих контрольных (референтных) 
штаммов. 

 
3.1.2.3 Метод серийных разведений в агаре 
 
Метод серийных разведений в агаре позволяет одновременно опреде-

лить МПК партии штаммов (от 15 до 30 клинических штаммов + контроль-
ные штаммы, в зависимости от используемой модели инокулятора).  

Принцип метода заключается в посеве тестируемых микроорганизмов 
на чашки Петри с агаром, содержащим последовательные двойные разведе-
ния антибиотиков. Одновременно проводят тестирование партии клиниче-
ских штаммов и соответствующих контрольных штаммов, а также контроль 
роста микроорганизмов на чашках без АБП и контроль чистоты культуры пу-
тем высева образцов инокулюма на неселективные питательные среды.  

Приготовление серийных разведений АБП. 
Из основного раствора исследуемого АБП готовят рабочий раствор в 

концентрации в 10 раз превосходящей максимальную из используемых в 
конкретном исследовании. Затем готовят серию двукратных разведений ра-
бочего раствора. Таким образом, концентрация в АБП в каждом последую-
щем разведении должна быть в 2 раза меньшей, чем в предыдущем. Для при-
готовления серии разведений используют любые стерильные химически 
инертные лабораторные ёмкости с завинчивающимися крышками объёмом 
не менее 10 мл (для удобства размешивания).  

Питательная среда. 
Сухую агаризованную питательную среду растворяют и автоклавируют 

в соответствии с инструкцией изготовителя. После автоклавирования колбы с 
питательной средой помещают на водяную баню при 48-50 °С, где выдержи-
вают до достижения указанной температуры, после чего в них асептически 
вносят рабочие растворы антибиотиков (1 часть рабочего раствора АБП на 9 
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частей расплавленного агара) и, при необходимости, термолабильные пита-
тельные добавки. Затем среду тщательно перемешивают и разливают по 
чашкам Петри, толщина слоя питательной среды должна быть 3-4 мм.  

Вторым способом приготовления чашек Петри с агаром, содержащим 
разведения АБП, является смешивание питательной среды и раствора АБП 
непосредственно в чашке Петри. Для приготовления стандартных пластико-
вых чашек диаметром 90 мм необходимо к 2 мл раствора АБП добавить 18 
мл разогретого до 50 °С жидкого агара. Чашки предварительно маркируют с 
указанием препарата и его концентрации. Очень важно тщательно переме-
шивать агар до того, как он начнёт застывать для равномерного распределе-
ния АБП по всей толще питательной среды. Перемешивание производят на 
горизонтальной поверхности последовательно плавными разнонаправленны-
ми круговыми движениями чашки. После приготовления чашек агар должен 
затвердеть в горизонтальном положении. Нельзя резко передвигать, перено-
сить чашки до полного застывания агара. 

Параллельно с чашками Петри, содержащими растворы антибиотиков, 
для контроля роста готовят чашки Петри без антибиотиков. Чашки оставляют 
при комнатной температуре для застывания и подсушивания на 10-12 ч. 

Приготовленные указанным образом чашки Петри предпочтительнее 
использовать немедленно, однако допускается хранение в запаянных поли-
этиленовых пакетах при 4-8 °С в течение 5 сут. При этом необходимо иметь в 
виду, что некоторые бета-лактамные антибиотики (прежде всего, ампицил-
лин, цефаклор, имипенем), особенно при низких концентрациях не выдержи-
вают даже указанный срок хранения. В этой связи стабильность антибиоти-
ков в приготовленных в лаборатории чашках Петри целесообразно устанав-
ливать экспериментально с использованием референтных штаммов.  

Приготовление инокулюма и инокуляция. 
Конечная посевная доза исследуемого микроорганизма на поверхности 

питательной среды должна составлять 104 КОЕ. Поскольку коммерческие 
инокуляторы или стандартная бактериологическая петля диаметром 3,0 мм 
переносят 1-2 мкл жидкости, концентрация микроорганизмов в исходной 
суспензии должна быть 107 КОЕ/мл. Такую концентрацию можно получить 
при разведении стандартной микробной суспензии, соответствующей стан-
дарту 0,5 по МакФарланду, в 10 раз. Полученную суспензию необходимо 
инокулировать на поверхность агара в течение 15 мин после приготовления, 
при этом образуется пятно диаметром 5-8 мм. 

Для контроля качества приготовления суспензий периодически реко-
мендуется проводить подсчет реальных колониеобразующих единиц путем 
высева образца приготовленного инокулюма на неселективные питательные 
среды.  

Инкубация. 
После инокуляции чашки оставляют при комнатной температуре для 

подсыхания, далее переворачивают и инкубируют при температуре 35 °С в 
течение 18-24 ч (в зависимости от вида тестируемого микроорганизма). 

Учет результатов.  
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Учет результатов проводят, поместив чашку на темную не отражаю-
щую свет поверхность. За МПК принимают концентрацию, вызвавшую пол-
ную ингибицию видимого роста. Для дифференцировки нежного роста от на-
лета, оставшегося после инокулята, в ряде случаев целесообразно использо-
вать увеличение. Появление единственной колонии на чашке с концентраци-
ей на 1 разведение выше, чем явная МПК, можно не учитывать. Результат 
оценки антибиотикочувствительности имеет смысл учитывать только при 
подтверждении чистоты культуры (см. контроль качества). 

Контроль качества 
При постановке методов серийных разведений в агаре необходимо 

проводить контроль роста культуры на чашке Петри с питательной средой, 
не содержащей АБП. Важнейшим требованием контроля качества является 
высев, использованной для инокуляции суспензии на плотную неселектив-
ную среду для подтверждения чистоты культуры! Каждая партия тестируе-
мых штаммов сопровождается внутренним контролем качества исследования 
с использованием соответствующих контрольных (референтных) штаммов. 

 
3.1.3 Общие замечания по методам серийных разведений 
 
Несмотря на то, что методы серийных разведений являются наиболее 

точными и информативными, их постановка в практических лабораториях 
сопряжена со значительными методическим трудностями. Прежде всего речь 
идет о необходимости использования субстанций антибиотиков с известным 
уровнем активности, строгого соблюдения режимов хранения, тщательного 
выполнения контроля качества питательных сред, трудоемкости приготовле-
ния рабочих растворов антибиотиков. 

Использование тест-систем на основе метода микроразведений позво-
ляет избегать трудоемких процедур по стандартизации подготовительных 
этапов, но при этом обеспечивает получение достоверных количественных 
результатов по уровню антибиотикорезистентности. Весьма экономичным и 
простым в исполнении является также вариант метода серийных микроразве-
дений, основанный на использовании двух пороговых концентраций, позво-
ляющий получить качественные результаты (т.е. распределить штаммы по 
чувствительности на три категории).  

 
3.2 Диско-диффузионный метод (ДДМ) 
 
ДДМ определения чувствительности основан на способности АБП диф-

фундировать из пропитанных ими бумажных дисков в питательную среду, 
угнетая рост микроорганизмов, посеянных на поверхности агара.  

Питательная среда. Для определения чувствительности ДДМ исполь-
зуют такую же, как и для метода разведений в агаре, питательную среду. К 
качеству питательных сред для постановки диско-диффузионного метода вы-
двигают те же требования, что и к плотным питательным средам для поста-
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новки метода серийных разведений в агаре, соответственно используют и те 
же методы контроля качества. 

Приготовление чашек Петри с плотной питательной средой связано с 
некоторыми особенностями. Плотную питательную среду готовят в соответ-
ствии с инструкцией изготовителя. Важным моментом при определении чув-
ствительности ДДМ является толщина слоя агара в чашке. Она должна со-
ставлять 4,0±0,5 мм, что достигается при внесении в чашку Петри диаметром 
90 мм строго 20 мл агара, диаметром 100 мм – 25 мл агара, а диаметром 150 
мм – 60 мл агара. Перед заполнением расплавленной средой чашки Петри ус-
танавливают на строго горизонтальную поверхность (выверенную по уров-
ню, без впадин и выпуклостей). Соблюдение указанных предосторожностей 
необходимо в связи с тем, что размер и форма зоны ингибиции роста зависят 
от глубины и равномерности агарового слоя. 

После заполнения чашки оставляют при комнатной температуре для 
застывания. Хранить чашки можно запаянными в полиэтиленовые пакеты 
при 4-8 °С, в течение 7-10 сут. При использовании свежеприготовленных 
чашек или чашек после хранения в холодильнике их необходимо подсушить 
перед инокуляцией, что достигается инкубацией при 35 °С с приоткрытой 
крышкой в течение 10-20 мин. Перед инокуляцией необходимо проконтро-
лировать отсутствие конденсата жидкости на внутренней поверхности кры-
шек. 

Диски с антибиотиками. Для определения чувствительности ДДМ 
следует использовать только стандартизированные качественные диски. Из-
готовление дисков с АБП, необходимых для определения чувствительности 
диско-диффузионным методом, в лабораторных условиях нецелесообразно. 
Это связано с жесткими требованиями к исходным материалам (субстанциям 
АБП, картону) и со значительной трудоемкостью методов контроля качества 
дисков. 

Для получения правильных результатов определения чувствительности 
ДДМ необходимо строго соблюдать правила хранения и использования ком-
мерческих дисков, в противном случае содержание в них антибиотиков мо-
жет снизиться ниже допустимого уровня (прежде всего в результате увлаж-
нения) еще до истечения срока годности. 

Долговременное хранение дисков с АБП осуществляют в герметичной 
упаковке в морозильной камере при температуре минус 18 °С и ниже. Не-
большие партии дисков, используемые при повседневной работе, можно хра-
нить в холодильнике при температуре 4-8 °С, плотно укупоренными так, 
чтобы гарантировать невозможность попадания во флакон влаги, кроме того 
для дополнительной защиты от влаги во флаконах (картриджах) с дисками 
содержится специальный влагопоглотитель (силикагель). 

Флаконы (картриджи) с дисками следует извлекать из холодильника за 
1 ч до начала работы и выдерживать герметично закрытыми до достижения 
ими комнатной температуры, что предотвращает образование конденсата на 
дисках после открывания флаконов.  
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Приготовление бактериальной суспензии и инокуляция. При опре-
делении чувствительности ДДМ используют стандартный инокулюм, соот-
ветствующий по плотности 0,5 по стандарту МакФарланда и содержащий 
примерно 1,5 × 108 КОЕ/мл. Инокулюм следует использовать в течение 15 
минут после приготовления. Для инокуляции приготовленных чашек с ага-
ром можно использовать два способа.  

1 Наиболее удобным способом инокуляции является использование 
стерильных ватных тампонов. Тампон необходимо погрузить в стандартную 
суспензию микроорганизма, затем избыток инокулюма удалить, отжав там-
пон о стенки пробирки. Инокуляцию проводят штриховыми движениями в 
трех направлениях, поворачивая чашку Петри на 60°. 

2 При использовании второго способа стандартный инокулюм наносят 
пипеткой на поверхность чашки Петри с питательной средой в объеме 1-2 мл, 
равномерно распределяют по поверхности покачиванием, после чего удаляют 
избыток инокулюма пипеткой. Приоткрытые чашки подсушивают при ком-
натной температуре в течение 10-15 мин. 

Аппликация дисков и инкубация. Не позднее, чем через 15 мин после 
инокуляции на поверхность питательной среды наносят диски с АБП. Ап-
пликацию дисков проводят с помощью стерильного пинцета или автоматиче-
ского диспенсера. Расстояние от диска до края чашки и между дисками 
должно быть 15-20 мм. Таким образом, на одну чашку диаметром 100 мм 
следует помещать не более 6 дисков с АБП. Диски должны равномерно кон-
тактировать с поверхностью агара, для чего их следует аккуратно прижать 
пинцетом. 

Непосредственно после аппликации дисков чашки Петри помещают в 
термостат кверху дном и инкубируют при температуре 35 °С в течение 18-24 
ч (в зависимости от вида тестируемого микроорганизма). Увеличение интер-
вала времени между нанесением дисков на поверхность среды и началом ин-
кубации (а соответственно – началом роста исследуемой культуры микроор-
ганизма) приводит к "преддиффузии" АБП в агар и к увеличению диаметра 
зоны подавления роста (рисунок 13). 

Учет результатов. После окончания инкубации чашки помещают 
кверху дном на темную матовую поверхность так, чтобы свет настольной 
лампы падал на них под углом в 45° (учет в отраженном свете). Диаметр зон 
задержки роста с учетом диаметра самого диска измеряют с точностью до 1 
мм, предпочтительнее пользоваться штангенциркулем или кронциркулем. 
При измерении зон задержки роста следует ориентироваться на полную ин-
гибицию видимого роста. Не следует обращать внимания на очень мелкие 
колонии, выявляемые в пределах зоны задержки роста только при особых ус-
ловиях освещения или увеличении, и едва заметный налет у края зоны. 
Крупные колонии, выявляемые в пределах четкой зоны ингибиции роста, 
свидетельствуют о наличии посторонней микрофлоры или о гетерорези-
стентности популяции, в этом случае необходима повторная идентификация 
и повторение исследования на антибиотикорезистентность. 
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Рисунок 13 – Определение антибиотикочувствительности диско-

диффузионным методом 
 
При оценке антибиотикорезистентности роящихся штаммов протея, 

зона задержки роста может быть затянута тонкой вуалеобразной пленкой, ко-
торая не мешает установлению границы зоны.  

При оценке резистентности к сульфаниламидам и их комбинации с 
триметопримом границу зоны ингибиции роста следует учитывать на уровне 
ингибиции роста на 80 %. Это связано с тем, что под действием этих препа-
ратов перед полной ингибицией роста возможно завершение 1-2-х циклов 
пролиферации микроорганизма.  

В отличие от описанного выше метода учета результатов, при оценке 
антибиотикорезистентности стафилококков в отношении оксациллина необ-
ходимо учитывать и самые мелкие колонии, выявляемые в пределах четкой 
зоны ингибиции роста.  

Для интерпретации полученных результатов используют таблицы, в 
которых приведены пограничные значения зон ингибиции роста, позволяю-
щие отнести исследуемую культуру микроорганизма к одной из трех катего-
рий: «чувствительный», «промежуточный», «устойчивый».  

1 При отнесении штамма к категории «чувствительный» предполагает-
ся, что лечение инфекционной болезни, вызванной данным микроорганиз-
мом, соответствующим антибиотиком в обычных терапевтических дозах бу-
дет, скорее всего, успешным.  

2 При отнесении штамма к категории «промежуточный» предполагает-
ся, что лечение инфекционной болезни, вызванной данным микроорганиз-
мом, соответствующим антибиотиком может быть успешным лишь при ис-
пользовании повышенных доз препарата или при локализации инфекции в 
тех локусах человеческого организма, где антибиотик способен концентри-
роваться в силу его фармакокинетических особенностей (моча).  
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3 При отнесении штамма к категории «резистентный» предполагается, 
что лечение инфекционной болезни, вызванной данным микроорганизмом, 
соответствующим антибиотиком даже в повышенных дозах будет, скорее 
всего, неудачным.  

Поскольку диаметр зоны ингибиции роста исследуемого микроорга-
низма, получаемый при постановке диско-диффузионного метода в опреде-
ленных пределах жестко связан с величиной МПК антибиотика, каждому по-
роговому значению МПК соответствует определенная пороговая величина 
диаметра зоны ингибиции роста (приложение А).  

Однако в некоторых случаях корреляции между величиной МПК и 
диаметром зоны ингибиции роста не наблюдается (β-лактамные антибиотики 
и пневмококки), в такой ситуации для оценки чувствительности необходимо 
использовать метод серийных разведений, диско-диффузионный метод не 
приемлем.  

Необходимо обратить внимание на то, что для различных микроорга-
низмов критерии чувствительности к одним и тем же антибиотикам могут 
различаются.  

 
Лабораторная работа № 8 Определение антибиотикорезистентно-

сти микроорганизмов к различным группам антибиотиков 
Цель работы – определение антибиотикорезистентности исследуемого 

микроорганизма к антибиотикам различных химических групп. 
Методика выполнения работы. 
Не позднее, чем через 15 мин после инокуляции на поверхность пита-

тельной среды исследуемых микроорганизмов (B.subtilis, B.cereus, S.aureus, 
E.coli) наносят диски с АБП. Аппликацию дисков проводят с помощью сте-
рильного пинцета. Расстояние от диска до края чашки и между дисками 
должно быть 15-20 мм. Таким образом, на одну чашку диаметром 100 мм 
следует помещать не более 6 дисков с АБП. Диски должны равномерно кон-
тактировать с поверхностью агара, для чего их следует аккуратно прижать 
пинцетом. 

Непосредственно после аппликации дисков чашки Петри помещают в 
термостат кверху дном и инкубируют при температуре 37 °С в течение 24 ч.  

После окончания инкубации чашки помещают кверху дном на темную 
матовую поверхность так, чтобы свет настольной лампы падал на них под 
углом в 45° (учет в отраженном свете). Диаметр зон задержки роста с учетом 
диаметра самого диска измеряют с точностью до 1 мм, предпочтительнее 
пользоваться штангенциркулем. При измерении зон задержки роста следует 
ориентироваться на полную ингибицию видимого роста.  

Для полученные результаты заносят в таблицу 11  
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Таблица 11 – Интерпретации полученных результатов 
 

Диаметры зон ингибиции 
(мм) Антибактериальные препараты 

R I S 
    

 
Вопросы для самоконтроля по разделу «Методы определения чув-

ствительности микроорганизмов к антибактериальным препаратам» 
 
1 Характеристика современных стандартизованных методов опреде-

ления чувствительности микроорганизмов. 
2 Основные этапы проведения тестирования. 
3 Приготовление питательных сред для определения чувствительно-

сти микроорганизмов. 
4 Приготовление суспензии исследуемых микроорганизмов. 
5 Приготовление инокулюма из агаровой культуры. 
6 Приготовление инокулюма из бульонной культуры. 
7 Приготовление стандарта 0,5 по МакФарланду. 
8 Приготовление растворов АБП для методов серийных разведений. 
9 Метод серийных разведений в бульоне. 
10 Макрометод серийных разведений в бульоне. 
11 Микрометод серийных разведений в бульоне. 
12 Метод серийных разведений в агаре. 
13 Диско-диффузионный метод. 
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4 Контроль качества определения чувствительности  
микроорганизмов 

 
При определении чувствительности микроорганизмов к АБП любым 

методом необходимо выполнять процедуры внутреннего контроля качества 
исследования.  

Достоверность результатов исследования чувствительности микроор-
ганизмов к АБП зависит от следующих основных параметров: 

- состава питательной среды; 
- соответствия реальной активности используемых антибиотиков (или 

их содержания в дисках) паспортным характеристикам (активности); 
- соблюдения стандартности выполнения всех лабораторных процедур. 
 
4.1 Контроль чистоты роста культуры 
 
Образец инокулюма, использованного для оценки чувствительности, 

необходимо засеять на чашку с неселективной питательной средой и инкуби-
ровать в течение ночи. При выявлении на неселективной среде смешанной 
культуры результаты оценки антибиотикочувствительности не учитывают, 
исследование необходимо повторить. 

 
4.2 Контроль качества питательных сред 
 
Контроль роста. Каждую партию плотных питательных сред для оп-

ределения чувствительности должны проверять на пригодность для роста 
тестируемых микроорганизмов. Для этого используют соответствующие кон-
трольные штаммы E.coli, P.aeruginosa, S.aureus, E.faecalis, S.pneumoniae, 
H.influenzae, N.gonorrhoeae. Из суточных культур указанных микроорганиз-
мов готовят микробную взвесь, соответствующую по плотности 0,5 по стан-
дарту МакФарланда (содержащую приблизительно 1,5×108 КОЕ/мл). Из по-
лученной микробной взвеси готовят серию последовательных разведений 
1:10. Затем на приготовленные чашки с соответствующим агаром высевают 
по 0,1 мл взвеси 5, 6, 7 разведений, содержащих соответственно 1×103, 1×102, 
1×101 КОЕ/мл. При хороших питательных свойствах среды должен отмечать-
ся рост микроорганизмов из 6, 7 разведений.  

Для контроля роста при определении чувствительности методами раз-
ведений (в агаре, в жидкой питательной среде) используют чашки с агаром, 
пробирки с бульоном, или специально выделенные лунки микротитровально-
го планшета, в которые не внесен АБП.  

Контроль стерильности. Для контроля стерильности проводят инку-
бацию при 35 °С в течение 24 или более часов репрезентативного количества 
чашек с агаром из каждой партии при определении чувствительности ДДМ, 
чашек с агаром или пробирок с бульоном, не содержащих антибиотиков, при 
тестировании методом разведений в агаре или макроразведений в бульоне, 
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соответственно. При определении чувствительности методом микроразведе-
ний контроль стерильности производят по специально выделенным для этой 
цели лункам микротитровального планшета, в которые не вносят растворы 
антибиотиков и микробную взвесь.  

Проверка рН агара. В условиях рутинной работы лаборатории допус-
тимо не контролировать рН приготовленного агара, если результаты тестиро-
вания контрольных штаммов находятся в необходимых границах. При воз-
никновении проблем с результатами тестирования контрольных штаммов, 
особенно к АБП, активность которых может существенно изменяться под 
влиянием рН питательной среды (например, аминогликозиды, макролиды, 
тетрациклины и др.), необходимо провести определение рН среды после ав-
токлавирования, внесения всех необходимых добавок и охлаждения до ком-
натной температуры (25 °С). Для достоверного определения рН необходимо 
использовать рН-метр с поверхностно-активным электродом, другие методы 
определения рН (с помощью лакмусовой бумаги, обычного рН-метра) не 
должны использоваться, так как не обеспечивают получения достаточно точ-
ных результатов. Приемлемый диапазон рН для питательных сред для опре-
деления чувствительности 7,2-7,4. При рН среды, выходящей за указанные 
пределы, возможны существенные отклонения результатов определения чув-
ствительности от должных значений. 

Контроль катионного состава. Для получения воспроизводимых ре-
зультатов определения чувствительности к АБП (особенно к аминогликози-
дам, фторхинолонам, карбапенемам, тетрациклинам и некоторым другим) 
питательная среда должна содержать строго стандартизированные концен-
трации двухвалентных катионов, прежде всего Са2+ и Mg2+ (Са2+ = 20-25 мг/л 
и Mg2+ = 10-12,5 мг/л). Применение метода атомной абсорбционной спектро-
фотометрии для непосредственной оценки концентрации двухвалентных ка-
тионов в среде в повседневной практике мало реально. 

О содержании в среде двухвалентных катионов косвенно можно судить 
по результатам тестирования чувствительности контрольного штамма 
Pseudomonas aeruginosa  к аминогликозидам (диаметр зоны вокруг диска с 
гентамицином должен быть в пределах 16-21 мм, а МПК гентамицина – в 
пределах 0,5-2,0 мкг/мл).  

Контроль содержания тимина и тимидина. При определении чув-
ствительности к АБП из группы антагонистов фолиевой кислоты (антифола-
тов) – сульфаниламидов и триметоприма – критически важным показателем 
является содержание антагонистов действия этих препаратов – тимина и ти-
мидина в питательной среде. Питательные среды для определения чувстви-
тельности к сульфаниламидам и триметоприму должны содержать мини-
мальные концентрации тимидина. О пригодности питательной среды для оп-
ределения чувствительности к антифолатам можно косвенно судить по ре-
зультатам тестирования контрольного штамма Enterococcus faecalis. Среда 
считается удовлетворительной по качеству при МПК триметопри-
ма/сульфаметоксазола в отношении E.faecalis <0,5/9,5 мг/л и диаметре зоны 
подавления роста вокруг диска с этим АБП >20 мм.  
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4.3 Интегральный контроль качества определения  
чувствительности 

 
Наиболее доступным интегральным методом оценки качества опреде-

ления чувствительности является сопоставление результатов определения 
чувствительности (МПК или диаметров зон подавления роста) контрольных 
(референтных) штаммов микроорганизмов с соответствующими показателя-
ми, приведенными в их паспортной характеристике. Тестирование контроль-
ных штаммов проводят в соответствии с описанными выше методами, парал-
лельно тестированию клинических изолятов.  

Контрольные (референтные) штаммы микроорганизмов. В качестве 
контрольных используют штаммы, отличающиеся генетической стабильно-
стью и хорошо изученными фенотипическими характеристиками, в том чис-
ле и уровнем чувствительности к АБП. Если при исследовании чувствитель-
ности к АБП контрольных штаммов получены значения МПК или диаметров 
зон подавления роста, соответствующие паспортным характеристикам этих 
штаммов, то это свидетельствует о стандартности условий постановки экспе-
римента. Результаты определения чувствительности клинических изолятов, 
полученные в этих условиях, следует признать достоверными.   

Выбор референтных штаммов для проведения контроля качества тес-
тирования определяется видом исследуемого микроорганизма.  

При детекции отдельных механизмов резистентности (β-лактамазы 
расширенного спектра - БЛРС, метициллинрезистентности и др.) возникает 
необходимость использования контрольных штаммов, обладающих указан-
ными механизмами. 

Допустимые диапазоны значений МПК и диаметров зон подавления 
роста для основных контрольных штаммов представлены в приложении А. 

 
4.4 Хранение контрольных штаммов 
 
В условиях лаборатории штаммы должны храниться таким образом, 

чтобы возможность мутаций и контаминации культуры была минимальной. 
Для этого создается банк контрольных штаммов, предназначенный для дли-
тельного хранения, а для ежедневной рутинной работы используются регу-
лярно субкультивируемые культуры. 

Для длительного хранения штаммов существуют два основных спосо-
ба. Первый состоит в приготовлении суспензии микроорганизмов в стабили-
зирующем растворе (50 % фетальной телячьей сыворотки в бульоне, 10-15 % 
глицерина в триптиказо-соевом бульоне, дефибринированная баранья или 
кроличья кровь). Наилучшую сохранность культур удается получить при 
хранении в замороженном состоянии при температуре минус 70 °С и ниже в 
морозильной камере или в жидком азоте. Другой метод длительного хране-
ния контрольных штаммов – в лиофилизированном виде.  

Для непродолжительного хранения «рабочих» контрольных штаммов 
их выращивают в пробирке со скошенным агаром (триптиказо-соевым или 
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другим аналогичным для «непривередливых» микроорганизмов, шоколад-
ным для “привередливых” бактерий) и хранят в холодильнике при темпера-
туре 2-8 °С, субкультивируя еженедельно. 

В случае, если «рабочие» контрольные штаммы были контаминирова-
ны или результаты определения чувствительности контрольного штамма не 
попадают в необходимые пределы, и это не может быть объяснено наруше-
ниями методики определения чувствительности, «рабочий» штамм должен 
быть заменен на свежий из банка контрольных штаммов. 

Перед использованием для контроля качества определения чувстви-
тельности хранившийся контрольный штамм должен быть дважды субкуль-
тивирован на подходящих питательных средах.  

 
4.5 Частота проведения контроля качества 

 
Оптимальным является проведение контроля качества определения 

чувствительности с использованием набора контрольных штаммов ежеднев-
но, параллельно с тестированием клинических изолятов.  

Однако на практике, при получении достаточно стабильных результа-
тов контроля качества в течение хотя бы одного месяца частота контрольных 
исследований может быть сокращена до 1-2 раз в неделю. Контрольные ис-
следования необходимо проводить при использовании новых партий реаген-
тов, прежде всего, питательных сред. 

В то же время, если при проведении подобного тестирования получае-
мые результаты окажутся за пределами указанных границ, необходимо вер-
нуться к ежедневному контролю качества для выяснения причины получения 
неправильных результатов. 

 
Вопросы для самоконтроля по разделу «Контроль качества опре-

деления чувствительности» 
 
1 Контроль чистоты роста культуры. 
2 Контроль качества питательных сред. 
3 Контроль роста. 
4 Контроль стерильности. 
5 Проверка рН среды. 
6 Контроль катионного состава среды. 
7 Контроль содержания тимина и тимидина в среде. 
8 Интегральный контроль качества определения чувствительности. 
9 Хранение контрольных штаммов. 
10 Частота проведения контроля качества. 
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5 Экзаменационные вопросы по дисциплине  
«Антибиотики» 

 
1 Основные этапы становления науки о антибиотиках. 
2 Значение антибиотиков для различных отраслей науки. 
3 Определение понятия «антибиотик». Единица биологической ак-

тивности. 
4 Антибиотическая продуктивность микроорганизмов. 
5 Классификация антибиотиков по механизму действия на клетку; 

по происхождению. 
6 Химическая классификация антибиотиков. 
7 Формы взаимоотношений микроорганизмов в естественных усло-

виях. 
8 Образование антибиотиков в лабораторных условиях. Особенно-

сти условий культивирования.  
9 Методы определения антибиотической активности. Количествен-

ное определение антибиотиков. 
10  Антагонизм  в мире микробов. Формы микробных антагонизмов.  
11  Сушка, контроль и расфасовка препаратов. 
12 Значение антибиотиков для микроорганизмов. 
13 Предварительная обработка культуральной жидкости, выделение и 

химическая очистка антибиотиков. 
14 Методы выделения микробов-антагонистов. 
15 Образование антибиотиков в природе и их биологическая роль. 
16 Методы культивирования продуцентов антибиотиков. 
17 Механизмы формирования приобретения генетической устойчиво-

сти к антибиотикам. Ферментативная инактивация, формирование метаболи-
ческого шунта. 

18 Механизмы формирования приобретения генетической устойчиво-
сти, изменение проницаемости внешних структур, активное выведение из 
микробной клетки, изменение структуры мишени. 

19 Механизмы приобретения генетической устойчивости. 
20 Актинофилия и ее значение в производстве антибиотиков. 
21 Формы антибиотической резистентности. 
22 Способы преодоления лекарственной устойчивости микроорга-

низмов. 
23 Антибиотики лишайников. 
24 Антибиотики животного происхождения. 
25 Антибиотики растений. 
26 Антибиотики в растениеводстве. 
27 Антибиотики в пищевой промышленности. 
28 Антибиотики в животноводстве. 
29 Препараты группы пенициллина. 
30 Препараты группы цефалоспоринов. Карбапенемы и монобактамы. 



 91

31 Аминогликозиды. 
32 Тетрациклины. 
33 Макролиды и азолиды. 
34 Линкозамиды. Препараты группы левомицитина. Полимиксины. 
35 Гликопептиды. Противовирусные и противоопухолевые препара-

ты. 
36 Сульфаниламидные припараты. 
37 Методы идентификации микроорганизмов – продуцентов анти-

биотических веществ. 
38 Химические и физические методы определения антибиотиков. 
39 Антимикробный спектр и токсичность антибиотиков. 
40 Лабораторный регламент антибиотических препаратов. 
41 Методы определения антибиотической активности микроорганиз-

мов, выросших на твердых питательных средах. 
42 Химические и физико-химические методы определения различных 

групп антибиотиков. 
43 Механизмы устойчивости микроорганизмов к антибиотическим 

препаратам группы БЛА. 
44 Механизмы устойчивости микроорганизмов к хинолонам, фторхи-

нолонам. 
45 Определение фармакологических и терапевтических свойств анти-

биотиков. 
46  Методы определения антибиотической активности микроорга-

низмов, выросших на жидких питательных средах. 
47 Механизмы устойчивости микроорганизмов к микролидам, линко-

замидам. 
48 Механизмы устойчивости микроорганизмов к тетрациклинам. 
49 Механизмы устойчивости микроорганизмов к сульфаниламидам и 

котримаксозол. 
50 Механизмы устойчивости микроорганизмов к полимиксинам, по-

лифуранам, нитромидазолам. 
51  Устойчивость микроорганизмов к антибактериальным препара-

там, связанных с уменьшением проницаемости. 
52 Борьба с антибиотикорезистентностью.  
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Обозначения и сокращения 
 
АБП – антибиотические препараты 
АМФ – аминогликозидные ферменты 
БЛРС – β-лактамазы расширенного спектра 
ВОЗ – всемирная организация здравоохранения 
ДДМ – диско-диффузионный метод 
ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 
ЕД – единица действия 
КОЕ – колониеобразующая единица 
LD – летальная доза 
МПА – мясопептонный агар 
МПК – минимальная подавляющая концентрация (син. «минимальная 

бактериостатическая концентрация») 
МПБ – мясопептонный бульон 
ПБС – пенициллинсвязывающий белок 
рРНК – рибосомальная рибонуклеиновая кислота 
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Приложение А  
(справочное) 

 
Таблица А.1 – Пограничные значения диаметров зон задержки роста и 

величин МПК антибиотиков в отношении Staphylococcus 
 

Диаметры зон ин-
гибиции, мм МПК, мкг/мл Антибактериальные препа-

раты 
Содержание в 
диске, мкг 

R I S R I S 
1 2 3 4 5 6 7 8 

Беталактамы 
Бензилпенициллин  10 ЕД <= 28 - >= 29 >= 0.5 - <= 

0.25
Ампициллин  10 <= 28 - >= 29 >= 0.5 - <= 

0.25
Ампициллин/сульбактам  10/10 <= 11 12-14 >= 15 >= 

32/16 
16/8 <= 

8/4 
Амоксициллин/клавуланат  20/10 <= 19 - >= 20 >= 

32/16 
16/8 <= 

8/4 
Тикарциллин/клавуланат  75/10 <= 22 - >= 23 >= 

128/2 
32/2-
64/2 

<= 
16/2

Пиперациллин/тазобактам  100/10 <= 17 - >= 18 >= 
128/4 

32/4-
64/4 

<= 
16/4

Цефалотин  30 <= 14 15-17 >= 18 >= 32 16 <= 8
Цефазолин  30 <= 14 15-17 >= 18 >= 32 16 <= 8
Цефаклор  30 <= 14 15-17 >= 18 >= 32 16 <= 8
Цефамандол  30 <= 14 15-17 >= 18 >= 32 16 <= 8
Цефуроксим Na  30 <= 14 15-22 >= 23 >= 32 16 <= 8
Цефуроксим аксетил  30 <= 14 15-17 >= 18 >= 32 8-16 <= 4
Цефокситин  30 <= 14 15-17 >= 18 >= 32 16 <= 8
Цефотетан  30 <= 12 13-15 >= 16 >= 64 32 <= 16
Цефметазол  30 <= 12 13-15 >= 16 >= 64 32 <= 16
Цефоперазон  75 <= 15 16-20 >= 21 >= 64 32 <= 16
Цефотаксим  30 <= 14 15-22 >= 23 >= 64 16-32 <= 8
Цефтриаксон  30 <= 13 14-20 >= 21 >= 64 16-32 <= 8
Цефтазидим  30 <= 14 15-17 >= 18 >= 32 16 <= 8
Цефиксим  5 <= 15 16-18 >= 19 >= 4 2 <= 1
Цефподоксим  10 <= 17 18-20 >= 21 >= 8 4 <= 2
Цефтибутен  30 <= 17 18-20 >= 21 >= 32 16 <= 8
Цефепим  30 <= 14 15-17 >= 18 >= 32 16 <= 8
Моксалактам  30 <= 14 15-22 >= 23 >= 64 16-32 <= 8
Имипенем  10 <= 13 14-15 >= 16 >= 16 8 <= 4
Меропенем  10 <= 13 14-15 >= 16 >= 16 8 <= 4
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Продолжение таблицы А.1 
1 2 3 4 5 6 7 8 

Аминогликозиды 
Канамицин  30  <= 13 14-17 >= 18  >= 64  32  <= 16 
Гентамицин  10  <= 12 13-14 >= 15  >= 16  8  <= 4 
Тобрамицин  10  <= 12 13-14 >= 15  >= 16  8  <= 4 
Нетилмцин  30  <= 12 13-14 >= 15  >= 32  16  <= 8 
Амикацин  30  <= 14 15-16 >= 17  >= 64  32  <= 16 
Сизомицин  10  <= 12 13-14 >= 15  >= 16  8  <= 4 

Тетрациклины 
Тетрациклин  30 <= 14 15-18 >= 19 >= 16 8 <= 4
Доксициклин  30 <= 12 13-15 >= 16 >= 16 8 <= 4
Миноциклин  30 <= 14 15-18 >= 19 >= 16 8 <= 4

Макролиды 
Эритромицин  15 <= 13 14-22 >= 23 >= 8 1-4 <= 

0.5 
Кларитромицин  15 <= 13 14-17 >= 18 >= 8 4 <= 2
Рокситромицин  15 <= 16 17-21 >= 22 >= 8 2-4 <= 1
Азитромицин  15 <= 13 14-17 >= 18 >= 8 4 <= 2
Спирамицин  100 <= 20 19-23 >= 24 >= 8 2-4 <= 1

Линкозамиды 
Линкомицин 15 <= 17 18-20 >= 21 >= 8 4 <= 2

Клиндамицин  2 <= 14 15-20 >= 21 >= 4 1-2 <= 
0.5 

Гликопептиды 
Ванкомицин  30 - - >= 15 >= 32 8-16 <= 4

Другие препараты 
Хлорамфеникол  30 <= 12 13-17 >= 18 >= 32 8 <= 16

Ко-тримоксазол  1.25/ 23.75 <= 10 11-15 >= 16 >= 
4/76 

- <= 
2/38

Нитрофурантоин  300 <= 14 15-16 >= 17 >= 128 64 <= 32
Фузидиевая кислота  10 <= 15 16-21 >= 22 >= 16 4-8 <= 2
Рифампин  5  <= 16 17-19 >= 20  >= 4  2  <= 1 
Норфлоксацин  10  <= 12 13-16 >= 17  >= 16  8  <= 4 
Эноксацин  10  <= 14 15-17 >= 18  >= 8  4  <= 2 
Пефлоксацин  5  <= 12 13-16 >= 16  >= 8  4  <= 2 
Офлоксацин  5  <= 12 13-15 >= 16  >= 8  4  <= 2 
Ципрофлоксацин  5  <= 15 16-20 >= 21  >= 4  2  <= 1 
Ломефлоксацин  10  <= 18 19-21 >= 22  >= 8  4  <= 2  
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Таблица А.2 – Пограничные значения диаметров зон ингибиции роста 
(мм)и величин МПК, мкг/мл, антибиотиков в отношении Enterococcus spp  

 
Диаметры зон ин-

гибиции, мм МПК, мкг/мл Антибактериальные препа-
раты 

Содержание в дис-
ке, мкг 

R I S R I S 
Беталактамы 

Бензилпенициллин  10 ЕД  <= 14 -  >= 15  >= 16  -  <= 8  
Ампициллин  10  <= 16 -  >= 17  >= 16  -  <= 8  

Другие препараты 
Хлорамфеникол  30  <= 12 13-17 >= 18  >= 32  16  <= 8  
Тетрациклин  30  <= 14 15-18 >= 19  >= 16  8  <= 4  
Доксициклин  30  <= 12 13-15 >= 16  >= 16  8  <= 4  
Ципрофлоксацин  5  <= 15 16-20 >= 21  >= 4  2  <= 1  
Норфлоксацин  10  <= 12 13-16 >= 17  >= 16  8  <= 4  
Нитрофурантоин  300  <= 14 15-16 >= 17  >= 128  64  <= 32  
Эритромицин  15  <= 13 14-22 >= 23  >= 8  1-4 <= 0.5 
Рифампин  5  <= 16 17-19 >= 20  >= 4  2  <= 1  
Фосфомицин  200  <= 12 13-15 >= 16  >= 256  128 <= 64  
Ванкомицин  30  <= 14 15-16 >= 17  >= 32  8-

16  
<= 4  

Тейкопланин  30  <= 10 11-13 >= 14  >= 32  16  <= 8  
Стрептомицин (высокий 
уровень)  

300  6  7-9  >= 10  >= 
10001  

-  < 
10001 

Гентамицин (высокий уро-
вень)  

120  6  7-9  >= 10  >= 500  -  < 500  

Примечание – Критерии высокого уровня резистентности при исполь-
зовании метода разведения в бульоне  
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Таблица А.3 – Пограничные значения диметров зон задержки роста и 
величин МПК антибиотиков в отношении S. pneumoniae.  

 
Диаметры зон инги-

биции, мм МПК, мкг/мл Антибактериальные пре-
параты 

Содержание в 
диске, мкг 

R I S R I S 
Беталактамы 

Бензилпенициллин  10 ЕД <=19 20-27 >=28 >=4 0.25-2 <=0.12
Ампициллин  10 <=18 19-25 >=26 >=8 0.5-4 <=0.25
Цефотаксим  30 <=25 26-27 >=28 >=2 1 <=0.5 
Цефтриаксон  30 <=24 25-26 >=27 >=2 1 <=0.5 

Макролиды и линкозамиды 
Эритромицин  15 <=15 16-20 >=21 >=1 0.5 <=0.25
Кларитромицин  15 <=16 17-20 >=21 >=1 0.5 <=0.25
Азитромицин  15 <=13 14-17 >=18 >=2 1 <=0.5 
Клиндамицин  2 <=15 16-18 >=19 >=1 0.5 <=0.25

Другие препараты 
Тетрациклин  30 <=18 19-22 >=23 >=8 4 <=2 
Офлоксацин  5 <=12 13-15 >=16 >=8 4 <=2 
Хлорамфеникол  30 <=17 18-20 >=21 >=16 8 <=4 
Ванкомицин  30 - - >=17 - - <=1 

Примечания 
1 При оценке чувствительности к β-лактамным антибиотикам диско-

диффузионный метод не позволяет получить воспроизводимые результаты, 
необходимо использовать метод серийных разведений.  

2 Диско-диффузионный метод (с дисками, содержащими 1 мкг окса-
циллина) применим только для скрининга на наличие пенициллинрезистент-
ности – дифференцировки “чувствительных” штаммов от “промежуточных” 
и “устойчивых”.  

3 Штаммы чувствительные к пенициллину следует признать чувст-
вительными ко всем β-лактамным антибиотикам.  

4 При выявлении пенициллинрезистентности в тесте с оксациллином 
необходимо определить МПК пенициллина и других β-лактамных антибио-
тиков, для которых разработаны критерии, методом серийных разведений в 
бульоне.  

5 Критерии, основанные на величинах МПК, применимы только для 
метода серийных разведений в бульоне.  
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Таблица А.4 – Пограничные значения диаметров зон ингибиции роста 
(мм) и величин МПК (мкг/мл) антибиотиков в отношении Streptococcus spp., 
кроме S.pneumoniae  

 
Диаметры зон инги-

биции (мм) 
МПК (мкг/мл) Антибактериальные пре-

параты 
Содержание в 
диске (мкг) 

R I S R I S 
Беталактамы 

Бензилпенициллин2  10 ЕД <=19 20-27 >=28 >=4 0.25-
2 

<=0.12

Ампициллин2  10 <=18 19-25 >=26 >=8 0.5-4 <=0.25
Цефотаксим  30 <=25 26-27 >=28 >=2 1 <=0.5 
Цефтриаксон  30 <=24 25-26 >=27 >=2 1 <=0.5 

Макролиды и линкозамиды 
Эритромицин  15 <=15 16-20 >=21 >=1 0.5 <=0.25
Кларитромицин  15 <=16 17-20 >=21 >=1 0.5 <=0.25
Азитромицин  15 <=13 14-17 >=18 >=2 1 <=0.5 
Клиндамицин  2 <=15 16-18 >=19 >=1 0.5 <=0.25

Другие препараты 
Тетрациклин  30 <=18 19-22 >=23 >=8 4 <=2 
Офлоксацин3  5 <=12 13-15 >=16 >=8 4 <=2 
Хлорамфеникол  30 <=17 18-20 >=21 >=16 8 <=4 
Ванкомицин  30 - - >=17 - - <=1 

Примечания 
1 Штаммов S.pyogenes, устойчивых к пенициллину не описано  
2 Критерии диско-диффузионного метода применимы только для c-

гемолитических стрептококков 
3 Критерии диско-диффузионного метода и метода серийных разве-

дений применимы только для c-гемолитических стрептококков.  
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Таблица А.5 – Пограничные значения диаметров зон ингибиции роста 
(мм) и величин МПК, мкг/мл, антибиотиков в отношении Haemophilus spp.  
 

Диаметры зон ин-
гибиции, мм МПК, мкг/мл Антибактериальные препара-

ты 
Содержание в 
диске, мкг 

R I S R I S 
Беталактамы 

Ампициллин  10 <=18 19-
21 

>=22 >=4 2 <=1 

Ампициллин/сульбактам  10/10 <=19 - >=20 >=4/2 - <=2/1 
Амоксицилин/клавуланат  20/10 <=19 - >=20 >=8/4 - <=4/2 
Цефаклор  30 <=16 17-

19 
>=20 >=32 16 <=8 

Цефамандол  - - - - >=16 8 <=4 
Цефуроксим (аксетил/Na)  30 <=16 17-

19 
>=20 >=16 8 <=4 

Цефотаксим  30 - - >=26 - - <=2 
Цефтриаксон  30 - - >=26 - - <=2 
Цефтазидим  30 - - >=26 - - <=2 
Цефтибутен  30 - - >=28 - - <=2 
Цефиксим  5 - - >=21 - - <=1 
Цефподоксим  10 - - >=21 - - <=2 
Цефепим  30 - - >=26 - - <=2 
Азтреонам  30 - - >=26 - - <=2 
Имипенем  10 - - >=16 - - <=4 

Макролиды 
Кларитромицин  15 <=10 11-

12 
>=13 >=32 16 <=8 

Азитромицин  15 - - >= 12 - - <= 4 
Хинолоны 

Ципрофлоксацин  5 - - >= 21 - - <= 1 
Офлоксацин  5 - - >= 16 - - <= 2 

Другие препараты 
Тетрациклин  30 <= 25 26-

28 
>= 29 >= 8 4 <= 2 

Хлорамфеникол  30 <= 25 26-
28 

>= 29 >= 8 4 <= 2 

Рифампин  5 <= 16 17-
19 

>= 20 >= 4 2 <= 1 

Ко-тримоксазол  1.25/ 23.75 <= 10 11-
15 

>= 16 4/76 1/19-
2/38 

<= 0.5/ 
9.5 

Примечание – Для прогнозирования чувствительности к β-лактамным 
антибиотикам целесообразно проводить непосредственную детекцию про-
дукции β-лактамаз в тесте с нитроцефином. Описаны штаммы устойчивые к 
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ампициллину, но не продуцирующие β-лактамазы, их следует расценивать 
как устойчивые к защищенным пенициллинам и цефалоспоринам II поколе-
ния (H. influenzae обладает природной устойчивостью к цефалоспоринам I 
поколения).  

- критерии чувствительности по величине МПК применимы только при 
использовании метода серийных разведений в бульоне. Некоторые примеры 
антибиотикорезистентности Haemophilus spp.  

 
Таблица А.6 – Значения величин диаметров зон ингибиции роста (мм) 

для референтных штаммов микроорганизмов с обычными питательными по-
требностями 

 

Антибиотики Содержание в дис-
ке, мкг 

E.coli ATCC 
25922 

S.aureus ATCC 
25923 

P.aeruginosa 
ATCC 
27853 

1 2 3 4 5 
Бензилпенициллин  6 (10 ЕД) - 26-37 - 
Ампициллин  10 16-22 27-35 - 
Ампициллин/сульбактам  10/10 20-24 29-37 - 
Оксациллин  1 - 18-24 - 
Карбенициллин  100 23-29 - 18-24 
Тикарциллин  75 24-30 - 22-28 
Тикарциллин/клавуланат  75/10 25-29 29-37 20-28 
Азлоциллин  75 - - 24-30 
Мезлоциллин  75 23-29 - 19-25 
Пиперациллин  100 24-30 - 25-33 
Пиперациллин/тазобактам 100/10 24-30 27-36 25-33 
Цефазолин  30 23-29 29-35 - 
Цефалотин  30 15-21 29-37 - 
Цефаклор  30 23-27 27-31 - 
Цефамандол  30 26-32 26-34 - 
Цефуроксим  30 20-26 27-35 - 
Цефокситин  30 23-29 23-29 - 
Цефотетан  30 28-34 17-23 - 
Цефиксим  5 23-27 - - 
Цефподоксим  10 23-28 19-25 - 
Цефтибутен  30 27-35 - - 
Цефоперазон  75 28-34 24-33 23-29 
Цефотаксим  30 29-35 25-31 - 
Цефтазидим  30 25-32 16-20 22-29 
Цефтриаксон  30 29-35 22-28 17-23 
Цефепим  30 29-35 23-29 24-30 
Азтреонам  30 28-36 - 23-29 
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Продолжение таблицы А.6 
1 2 3 4 5 

Имипенем  10 26-32 - 20-28 
Меропенем  10 28-34 29-37 27-33 
Налидиксовая к-та  30 22-28 - - 
Циноксацин  100 26-32 - - 
Эноксацин  10 28-36 22-28 22-28 
Норфлоксацин  10 28-35 17-28 22-29 
Ципрофлоксацин  5 30-40 22-30 25-33 
Офлоксацин  5 29-33 24-28 17-21 
Ломефлоксацин  10 27-33 23-29 22-28 
Амикацин  30 19-26 20-26 18-26 
Гентамицин  10 19-26 19-27 16-21 
Нетилмицин  30 22-30 22-31 17-23 
Тобрамицин  10 18-26 19-29 19-25 
Канамицин  30 17-25 19-26 - 
Эритромицин  15 - 22-30 - 
Азитромицин  15 - 21-26 - 
Кларитромицин  15 - 26-32 - 
Клиндамицин  2 - 24-30 - 
Хлорамфеникол  30 21-27 19-26 - 
Тетрациклин  30 18-25 24-30 - 
Доксициклин  30 18-24 23-29 - 
Нитрофурантоин  300 20-25 18-22 - 
Ко-тримоксазол (1/19)  1.25/23.75 24-32 24-32 - 
Ванкомицин  30 - 17-21 -  
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Таблица А.7 – Значения диаметров зон ингибиции роста для дисков с 
антибиотиками в отношении контрольных штаммов микроорганизмов со 
сложными питательными потребностями  

 

Антибиотики Содержание в 
диске, мкг 

S.pneumoniae 
ATCC 49619 

H.influenzae  
ATCC 49247 

(АТСС 49766) 

N.gonorrhoeae 
ATCC 49226

Бензилпенициллин  10 ЕД 24-30 - 26-34 
Ампициллин  10 30-36 13-21 - 
Амоксициллин/клавуланат 20/10 - 15-23 - 
Ампициллин/сульбактам  10/10 - 14-22 - 
Оксациллин  1 8-12 - - 
Цефаклор  30 24-32 (25-31) - 
Цефотаксим  30 30-35 31-39 38-48 
Цефтазидим  30 - 27-35 35-43 
Цефтриаксон  30 30-35 31-39 39-51 
Эритромицин  15 25-30 - - 
Азитромицин  15 19-25 13-21 - 
Ципрофлоксацин  5 - 34-42 48-58 
Офлоксацин  5 16-21 31-40 43-51 
Ломефлоксацин  10 - 33-41 45-54 
Хлорамфеникол  30 23-27 31-40 - 
Рифампин  5 25-30 22-30 - 
Тетрациклин  30 27-31 14-22 30-42 
Ко-тримоксазол  1.25/23.75 22-27 24-32 - 
Ванкомицин  30 20-27 - -  
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