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для определения антибиотикочувствительности микроорганизмов 
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Цель. Апробация набора «МПК-МИКРО», разработанного в отделе новых технологий ФБУН «НИИ 
эпидемиологии и микробиологии им. Пастера», на эталонных штаммах и клинических изолятах бак­
терий.
Материалы и методы. Для апробации набора «МПК-МИКРО» использовали несколько вариан­
тов его исполнения, включающих антибиотики разных групп: азтреонам, амикацин, гентамицин, 
колистин, меропенем, нитрофурантоин, хлорамфеникол, цефотаксим, цефтриаксон, ципрофлокса­
цин, эритромицин. Для определения диапазона концентраций антибиотиков использовали базу дан­
ных EUCAST-2020. Контроль качества сорбированных антибиотиков проводили, используя следу­
ющие референтные штаммы: Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213 и 
Escherichia coli NCTC 13846 (резистентный к колистину). Допустимые и целевые диапазоны значе­
ний МПК для контрольных штаммов оценивали согласно «Routine and extended internal quality control 
for MIC determination and disk diffusion as recommended by EUCAST» (версия 10.0). В работе исполь­
зованы 28 клинических изолятов K. pneumoniae, выделенных от пациентов с нозокомиальными ин­
фекциями в стационарах Санкт-Петербурга в 2018–2019 гг. Согласование результатов испытаний 
проводили по ГОСТ Р ИСО 20776-1-2010. Результаты определения чувствительности интерпрети­
ровали в соответствии с рекомендациями EUCAST (версия 10.0).
Результаты. Значения МПК в отношении контрольных штаммов, полученные при помощи набора 
«МПК-МИКРО», определены в диапазоне рекомендованных значений стандарта EUCAST-2020. 
Результаты, полученные при работе с клиническими изолятами K. pneumoniae, показали, что ка­
тегории чувствительности, определенные с помощью разработанного набора и методом серий­
ных микроразведений, совпали для всех исследуемых штаммов. Доля резистентных к колистину 
(МПК > 2 мг/л) изолятов, определенная методом серийных микроразведений и с помощью набора 
«МПК-МИКРО», составила 35,7%. Доля чувствительных штаммов также совпала при двух видах ис­
следования и составила 64,3%.
Выводы. При изучении чувствительности штаммов K. pneumoniae к колистину с помощью диагнос­
тического набора «МПК-МИКРО» и референтного метода серийных микроразведений в планшете 
были получены сопоставимые результаты. Диагностическая эффективность, удобство в использова­
нии и простота учета результатов свидетельствуют о возможности применения разработанного на­
бора «МПК-МИКРО» в клинической лабораторной практике.

Appraisal of the domestic kit «MIC-MICRO» for antimicrobial susceptibility 
testing by serial microdilution method
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Objective. To assess efficiency of the “MIC-MICRO” kit developed in the Department of New Technologies 
of the Saint-Petersburg Pasteur Institute, on reference strains and clinical bacterial isolates.
Materials and methods. In order to assess the “MIC-MICRO” kit, several options of its execution were 
used, including different groups of antibiotics: aztreonam, amikacin, gentamicin, colistin, meropenem, 
nitrofurantoin, chloramphenicol, cefotaxime, ceftriaxone, ciprofloxacin, erythromycin. In order to determine 
the range of antibiotic values, the EUCAST-2020 database was used. The quality control of adsorbed 
antibiotics was carried out using reference strains: Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus 
ATCC 29213 and Escherichia coli NCTC 13846 (colistin-resistant). Acceptable and target ranges of MIC 
values for control strains are evaluated according to “Regular and extended internal quality control for 
determining MIC and disk diffusion according to EUCAST recommendations” (v10.0). A total of 28 clinical 
isolates of K. pneumoniae obtained from patients with nosocomial infections in St. Petersburg hospitals 
in 2018–2019 was used in the study. The coordination of test results was obtained in accordance with 
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GOST R ISO 20776-1-2010. Susceptibility testing results were interpreted in accordance with EUCAST 
recommendations (v10.0).
Results. The MIC values in relation to the reference strains obtained using the “MIC-MICRO” kit were 
determined in the range of recommended values of the EUCAST-2020 standard. The results obtained in 
relation to clinical isolates of K. pneumoniae showed that the sensitivity categories determined using the 
developed kit and the serial microdilution method were the same for all the studied strains. The percentage 
of colistin-resistant isolates (MIC > 2 mg/ml) in the serial microdilution method and determined using the 
“MIC-MICRO” kit was 35.7%. The percentage of susceptible strains was also similar for two types of 
methods (64.3%).
Conclusions. Colistin susceptibility testing of K. pneumoniae strains using the “MIC-MICRO” diagnostic kit 
and the reference serial microdilution method in a tablet, showed comparable results. Diagnostic efficiency, 
ease to use and simple interpretation of results make it possible to use the developed “MIC-MICRO” kit in 
clinical laboratory practice.

Введение

Приобретенная резистентность бактерий к антимик­
робным препаратам (АМП) – одна из наиболее важных 
проблем современного здравоохранения [1]. В настоя­
щее время около 700 тыс. человек ежегодно умирает 
от инфекций, вызванных антибиотикорезистентными ми­
кроорганизмами. В отсутствие радикальных действий к 
2050 г. ежегодная смертность населения от инфекцион­
ных заболеваний в мире может достигнуть 10 млн чело­
век [2]. Несмотря на то что бактерии все быстрее при­
спосабливаются к АМП, создание новых антибиотиков 
в последние годы оказалось у критической черты [3]. 
Особое беспокойство вызывают случаи нозокомиаль­
ных инфекций, вызванных грамотрицательными бакте­
риями [4, 5].

В течение последних 20 лет бактерии порядка 
Enterobacterales являются наиболее частыми возбудите­
лями нозокомиальных инфекций в стационарах России 
[6]. Более 50% изолятов, принадлежащих к этому по­
рядку, представлены видом Klebsiella pneumoniae, ко­
торый отличается множественной устойчивостью к ан­
тибиотикам, в особенности к бета-лактамам [7, 8]. 
Устойчивость этого микроорганизма ко всем широко 
используемым классам антибиотиков (цефалоспорины, 
карбапенемы, аминогликозиды, фторхинолоны) на фоне 
отсутствия перспективы появления в ближайшие годы 
новых АМП привели в начале 2000-х гг. к возврату в 
клиническую практику парентеральных полимиксинов, в 
том числе колистина [9]. Важной особенностью колис­
тина является его способность изменять структуру кле­
точной мембраны бактерий, что вызывает ее гибель. Это 
отличие механизма действия колистина от других анти­
биотиков позволяет бороться с полирезистентными воз­
будителями в различных отделениях многопрофильных 
клиник [10, 11]. Резистентность нозокомиальных штам­
мов к колистину развивается при этом гораздо мед­
леннее, чем к другим классам АМП: например, 77,7% 
штаммов порядка Enterobacterales, выделенных в стаци­
онарах России, сохранили чувствительность к колистину 
[12]. Поскольку колистин является препаратом выбора 
при резистентности к бета-лактамам, крайне важным 
представляется определение чувствительности к нему у 
выделенных клинических изолятов [13]. 

Согласно ISO 207761:2006 и Национальному 
стандарту ГОСТ Р ИСО 20776-1-2010, чувствитель­
ность клинических изолятов к колистину следует опре­
делять методом серийных разведений в бульоне, а не 

диско-диффузионным методом (ДДМ) из-за нестабиль­
ной диффузии АМП из диска [14].

Метод серийных разведений считается наиболее ин­
формативным и точным, но при постановке в лабора­
торных условиях без использования коммерческих набо­
ров возможно возникновение методических трудностей, 
к которым относятся необходимость тщательного кон­
троля качества питательных сред, сложность приготов­
ления рабочих растворов АМП и строгое соблюдение 
режимов их хранения [15]. Применение тест-систем, ос­
нованных на методе серийных микроразведений (МСМ), 
позволяет получить достоверные количественные ре­
зультаты при определении категорий антибиотикоре­
зистентности и избежать трудоемких подготовительных 
этапов.

В настоящее время в России для определения чув­
ствительности микроорганизмов к АМП применяют им­
портные тест-системы. Они весьма дорогостоящи, что 
ограничивает их применение в бактериологических 
лабораториях и диктует необходимость разработки 
тест-систем отечественного производства.

Распоряжением Правительства Российской 
Федерации от 25 сентября 2017 г. №2045-р введена в 
действие «Стратегия предупреждения распространения 
антибиотикорезистентности в Российской Федерации на 
период до 2030 года». В документе указывается, что 
внедрение современных методов диагностики инфек­
ционных заболеваний и определение чувствительно­
сти возбудителей инфекционных заболеваний к АМП 
должно обеспечить снижение риска развития резистент­
ности патогенных микроорганизмов. На основании вы­
шеизложенного вполне очевидно, что создание отечес­
твенного медицинского изделия для количественного 
определения чувствительности возбудителей инфекций 
к АМП представляется актуальным.

Цель исследования – апробация набора «МПК- 
МИКРО», разработанного в отделе новых техноло­
гий ФБУН «НИИ эпидемиологии и микробиологии им. 
Пастера», на эталонных штаммах и клинических изоля­
тах бактерий.

Материалы и методы

Набор «МПК-МИКРО», разработанный в соответ­
ствии с Методическими указаниями МУК 4.2.1890-04 
«Определение чувствительности микроорганизмов к 
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антибактериальным препаратам», предназначен для 
оценки чувствительности бактерий к АМП МСМ. Для 
апробации набора были выбраны АМП, принадлежащие 
к разным группам: азтреонам (монобактам), амикацин 
(аминогликозид), гентамицин (аминогликозид), колистин 
(полимиксин), меропенем (карбапенем), нитрофурантоин 
(нитрофуран), хлорамфеникол (амфеникол), цефотаксим 
(цефалоспорин), цефтриаксон (цефалоспорин), ципро­
флоксацин (фторхинолон), эритромицин (макролид). Для 
определения диапазона концентраций АМП использо­
вали базу данных EUCAST-2020: Antimicrobial wild type 
distributions of microorganisms, а именно – таблицы рас­
пределения значений минимальных подавляющих кон­
центраций (МПК) для широкого спектра микроорганиз­
мов и АМП, а также предварительные значения ECOFF 
(эпидемиологические точки отсечения) [16]. Используя 
эти таблицы, проводили оценку наиболее распростра­
ненных значений МПК для клинически значимых микро­
организмов, на основании которых определяли подхо­
дящий диапазон концентраций для каждого АМП.

Контроль качества сорбированных АМП для опре­
деления чувствительности проводили с использова­
нием следующих референтных штаммов: Escherichia 
coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213 
и Escherichia coli NCTC 13846 (резистентный к колис­
тину). Допустимые и целевые диапазоны значений МПК 
для контрольных штаммов согласовывали с данными до­
кумента «Routine and extended internal quality control for 
MIC determination and disk diffusion as recommended by 
EUCAST» (версия 10.0).

Рост исследуемого микроорганизма в лунках стрипа 
оценивали визуально через 16 ч. по появлению мутности 
по сравнению с контрольными лунками. Отсутствие ви­
димых изменений свидетельствовало о подавлении ро­
ста микроорганизма. Значение МПК соответствовало 
наименьшей концентрации АМП в той лунке, где визу­
ально не определялся рост бактерий.

Определение чувствительности к колистину прово­
дили двумя методами согласно ГОСТ Р ИСО 20776-
1-2010: референтным МСМ и при помощи набора 

«МПК-МИКРО». В работе использовали 28 клиничес­
ких изолятов K. pneumoniae, выделенных от пациен­
тов с нозокомиальными инфекциями в стационарах 
Санкт-Петербурга. Идентификацию всех исследуемых 
клинических изолятов до вида проводили методом вре­
мяпролетной масс-спектрометрии с матрично-ассоци­
ированной лазерной десорбцией/ионизацией (MALDI-
TOF MS) с использованием спектрометра Microflex LRF 
и программным обеспечением «Biotyper RTC» (Bruker 
Daltonics, Германия). Значения score ≥ 2,0 использовали 
в качестве критерия надежной видовой идентификации.

Для контроля определения чувствительности указан­
ных штаммов к колистину использовали МСМ в бульоне 
Мюллера – Хинтон (HiMedia, Индия), приготовленном 
в соответствии с инструкцией производителя, в 96-лу­
ночных полистироловых планшетах («Медполимер», 
Россия). Для приготовления рабочего раствора коли­
стина использовали субстанцию колистина сульфата 
(Номер CAS: 1264-72-8) в форме порошка (Sigma 
Aldrich, Германия). Колистин растворяли в стерильной 
дистиллированной воде до концентрации 6,4 мг/мл. 
Внесение раствора антибиотика в лунки планшетов про­
водили методом серийных двукратных разведений, при 
этом две последние лунки оставляли пустыми для поло­
жительного и отрицательного контролей.

Из суточной культуры исследуемых клинических изо­
лятов готовили суспензию микроорганизмов в физиоло­
гическом растворе плотностью 0,5 ед. по Мак-Фарланду 
(соответствует 1,5 × 108 КОЕ/мл). Из полученной су­
спензии готовили необходимое количество посевного 
инокулята плотностью 0,5 × 106 КОЕ/мл в бульоне 
Мюллера – Хинтон. Во все лунки планшетов, кроме от­
рицательного контроля, вносили по 100 мкл инокулята. 
Планшеты инкубировали при температуре 35°С в тече­
ние 18 ± 2 ч. Рост исследуемого микроорганизма в лун­
ках планшета оценивали визуально через 16 ч. по появ­
лению мутности по сравнению с контрольными лунками.

Результаты определения чувствительности интерпре­
тировали в соответствии с рекомендациями EUCAST 
(версия 10.0) – «Breakpoint tables for interpretation of 

Таблица 1. Расчет коэффициентов эффективности и допустимые критерии приемлемости

Коэффициент  
эффективности Формула расчета Значение переменных в формуле Критерии  

приемлемости 
Категорийное согласование 
(Categorical agreement, CA)

NCA

NT
 × 100

NCA – число бактериальных изолятов той же категории, 
что и категории по референтному методу;
NT – общее число исследованных бактериальных изолятов

≥ 90% CA

Существенное согласование
 (Essential agreement, EA)

NEA

NT
 × 100

NEA – число бактериальных изолятов со значением МПК, 
находящимся в пределах одного двукратного разведения 
от МСМ;
NT – общее число исследованных бактериальных изолятов

≥ 90% EA

Большое расхождение
 (Major discrepancy, MD)

NMD

NRefS

 × 100
NMD – число бактериальных изолятов, оцененных как  
резистентные тестируемым методом, но как чувствитель­
ные при помощи МСМ;
NRefS – число бактериальных штаммов, оцененных как  
чувствительные при помощи МСМ

≤ 3% MD

Очень большое расхождение
 (Very major discrepancy, 
VMD)

NVMD

NRefR

 × 100
NVMD – число бактериальных изолятов, оцененных как  
чувствительные тестируемым методом, но как резистент­
ные при помощи МСМ;
NRefR – число бактериальных штаммов, оцененных как  
резистентные при помощи МСМ

≤ 3% VMD
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MICs and zone diameters», в которых указано, что ми­
кроорганизмы порядка Enterobacterales являются чув­
ствительными к колистину при значении МПК ≤ 2 мг/л.

Согласно ГОСТ Р ИСО 20776-1-2010, для оценки 
результатов определения чувствительности референт­
ным методом (МСМ) и результатов, полученных при по­
мощи тестируемого изделия (набора «МПК-МИКРО»), 
определяли согласование результатов испытаний (кате­
горийное согласование (CA) и существенное согласова­
ние (EA)) и расхождения результатов испытаний (боль­
шое расхождение (MD) и очень большое расхождение 
(VMD)). Дизайн расчета коэффициентов эффективности 
и критериев приемлемости представлен в Таблице 1.

Результаты

В ходе исследования на эталонных штаммах микро­
организмов были апробированы 11 АМП, каждый из 
которых проверяли 3 раза для учета воспроизводи­
мости результатов. Результаты определения значений 
МПК при помощи набора «МПК-МИКРО» для указан­
ных АМП представлены в Таблице 2.

Как видно из Таблицы 2, значения МПК, полученные 
при помощи набора «МПК-МИКРО», находятся в диа­
пазоне допустимых значений стандарта EUCAST-2020. 
Согласно национальному стандарту ГОСТ Р ИСО 
20776-1-2010, значения МПК, полученные методом се­
рийных разведений, должны быть воспроизводимы в 
пределах одного двойного разведения реальной конеч­
ной точки (т.е. ± 1 лунка), что и было получено по ре­
зультатам исследования. 

Исследование чувствительности клинических изоля­
тов K. pneumoniae к колистину проводилось параллельно 
референтным и тестируемым методами в один день с ис­
пользованием одного и того же источника инокулюма. 
Значения МПК, определенные МСМ и с помощью на­
бора «МПК-МИКРО», представлены на Рисунке 1.

Доля изолятов, резистентных к колистину 
(МПК > 2 мг/л), составила 35,7% (n = 10) для МСМ. 
Доля резистентных изолятов, определенная с помо­
щью набора «МПК-МИКРО», также составила 35,7% 
(n = 10).

Рисунок 1. Значения МПК колистина, определенные методом 
серийных микроразведений (МСМ) и с помощью 
набора «МПК-МИКРО»

Таблица 2. Результаты определения МПК при помощи набора «МПК-МИКРО» для эталонных штаммов микроорганизмов

№ АМП 
Диапазон  

концентраций АМП, 
мг/л

Контрольный штамм
Диапазон значений МПК  

для данного штамма, EUCAST,  
мг/л

Значение 
МПК*,  
мг/л

1 Азтреонам 0,032 –256 E. coli ATCC 25922 0,06–0,25 0,25

2 Амикацин 0,032–256 E. coli ATCC 25922 0,5–4,0 2,0

3 Гентамицин 0,032–256 E. coli ATCC 25922 0,25–1,0 1,0

4 Колистин 0,032–256 E. coli ATCC 25922 0,25–2,0 0,5

E. coli NCTC 13846 4,0 4,0
5 Меропенем 0,004–32 E. coli ATCC 25922 0,008–0,06 0,06

6 Нитрофурантоин 0,064–512 E. coli ATCC 25922 4,0–16,0 8,0

7 Хлорамфеникол 0,032–256 E. coli ATCC 25922 2,0–8,0 4,0

8 Цефотаксим 0,008–64 E. coli ATCC 25922 0,03–0,125 0,125

9 Цефтриаксон 0,008–64 E .coli ATCC 25922 0,03–0,125 0,125

10 Ципрофлоксацин 0,004–32 E. coli ATCC 25922 0,004–0,016 0,004
11 Эритромицин 0,032–256 S. aureus ATCC 29213 0,25–1,0 1,0

* Указано среднее значение МПК, полученное в результате трех экспериментов.

Таблица 3. Коэффициенты эффективности, рассчитанные для МСМ и набора «МПК-МИКРО»

Метод Число чувствительных  
изолятов, n (%)

Число резистентных  
изолятов, n (%) CA, n (%) EA, n (%) MD, n (%) VMD, n (%)

МСМ 18 (64,3%) 10 (35,7%)
«МПК-МИКРО» 18 (64,3%) 10 (35,7%) 100% 89,3% 0,0 % 0,0%
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Для определения эффективности апробируемого на­
бора по сравнению с референтным методом были рас­
считаны коэффициенты эффективности: категорийное 
согласование (CA), существенное согласование (EA), 
большое расхождение (MD), очень большое расхожде­
ние (VMD). Результаты определения коэффициентов эф­
фективности представлены в Таблице 3.

Значение CA превысило критерий приемлемости 
90% для тестируемого метода и составило 100%, а зна­
чение EA оказалось незначительно меньше – 89,3%. 
Значение большого расхождения (MD) и очень боль­
шого расхождения (VMD) составили 0,0% (критерий 
приемлемости ≤ 3%), поскольку категории чувствитель­
ности, определенные МСМ и с помощью набора «МПК-
МИКРО», совпали для всех исследованных клинических 
изолятов. Таким образом, значения коэффициентов эф­
фективности, определенные в ходе исследования, удов­
летворяют критериям приемлемости, за исключением 
незначительного отклонения значения EA.

Обсуждение

В результате проведенных экспериментов был апроби­
рован набор «МПК-МИКРО», предназначенный для опре­
деления чувствительности микроорганизмов к АМП, и 
проведено сравнение полученных значений МПК с рефе­
рентным методом серийных разведений. Значения МПК, 
определенные при помощи разработанного набора, для 
контрольных штаммов микроорганизмов были воспроиз­
водимы и находились в диапазоне значений, рекоменду­
емых Европейским комитетом по определению чувстви­
тельности к антимикробным препаратам (EUCAST).

При работе с клиническими изолятами K. pneumoniae 
было установлено, что категории чувствительно­
сти, определенные с помощью разработанного на­
бора и МСМ, совпали для всех исследуемых штаммов. 
Значения коэффициентов эффективности CA, EA, MD и 
VMD составили 100%, 89,3%, 0% и 0% соответственно. 

По сравнению с референтным методом значения катего­
рийного согласования результатов (CA) и значения рас­
хождения результатов испытаний (MD и VMD) оказались 
приемлемыми, а частота существенного согласования 
на 0,7% ниже допустимого значения. Однако согласно 
ГОСТ Р ИСО 20776-1-2010, «...показатель существен­
ного согласования (ЕА) представляет собой результат 
МПК, полученный с применением устройства для испы­
тания антимикробной чувствительности, который нахо­
дится в пределах плюс или минус одно двойное разве­
дение от значения МПК, установленного референтным 
методом (ИСО 20776-1)», что согласуется с результа­
тами проведенных экспериментов.

Поскольку определение чувствительности бактерий 
к колистину невозможно достоверно оценить не только 
с помощью ДДМ, но даже с помощью автоматизиро­
ванных систем [14], настоящая разработка и ее даль­
нейшее совершенствование могут быть полезными и 
востребованными, особенно при работе с нозокомиаль­
ными штаммами бактерий [15].

Заключение

В данной работе была проведена апробация разра­
ботанного авторами статьи набора «МПК-МИКРО» на 
эталонных штаммах микроорганизмов и клинических 
изолятах K. pneumoniae. Значения МПК для эталонных 
штаммов не выходили за пределы диапазона допусти­
мых значений стандарта EUCAST-2020. При изучении 
чувствительности штаммов K. pneumoniae к колистину 
с помощью диагностического набора «МПК-МИКРО» и 
референтного МСМ в планшете были получены сопо­
ставимые результаты. Преимуществами набора «МПК-
МИКРО» являются удобство в использовании и простота 
учета результатов. Полученные в ходе исследования ре­
зультаты свидетельствуют о возможности применения 
разработанного набора «МПК-МИКРО» в клинической 
лабораторной практике.
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