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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность. Лекарственные препараты (ЛП) являются источником 

повышенной опасности [Preuss C.V., Kalava A., 2023], так как 

неконтролируемый прием может вызвать отравление, аллергические 

реакции, привести к развитию зависимости или серьезным побочным 

эффектам [Саргсян Л.А, Малхасян А.Г., 2017]. Одними из важнейших 

лекарственных средств, позволяющие решить основные проблемы со 

здоровьем, согласно Всемирной организации здравоохранения, являются 

антибиотики [World Health Organization, 2023]. Согласно данным Минздрава 

Российской Федерации (РФ), за 2023 год антибиотики принимали более 54% 

населения, из них около половины занимались самолечением [Чигрина В.П., 

Тюфилин Д.С. и соавт., 2023]. Помимо этого, в РФ за 2023 год наблюдается 

устойчивый рост фальсифицированных лекарственных средств, что, в свою 

очередь, также ставит под угрозу состояние и безопасность граждан, 

поскольку «поддельные» препараты не проходят должный контроль качества 

и могут содержать опасные для здоровья вещества [Шведова И.Д., 2023; 

Пожилова Е.В., Новиков В.Е. и соавт., 2020]. Поэтому обеспечение их 

безопасности и эффективности, а именно, проведение контроля качества ЛП, 

является одним из приоритетных направлений системы здравоохранения. 

Антибиотиками являются вещества биологического, полученных с 

помощью живых микроорганизмов, или синтетического происхождения, 

которые способны ингибировать рост или вызывать гибель микроорганизмов 

[Регистр лекарственных средств России РЛС, 2003; Bentley R. et al., 2003]. 

Согласно нормативно-технической документации, а именно Государственной 

Фармакопее (ГФ) XV и XIV изданий, контроль качества антибиотиков 

осуществляют с помощью высокоэффективной хроматографии и 

микробиологическими методами [ГФ РФ, XV и XIV издания]. Сущностью 

микробиологических подходов является оценка антимикробной активности, 

т.е. способности убивать микроорганизмы или ингибировать их рост и 
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размножение [Merriam-Webster.com Dictionary, Merriam-Webster, 2024]. 

Количественно активность антибиотиков выражается в единицах действия 

(ЕД) или микрограммах (мкг) [ГФ РФ, XIV издание]. 

Наибольшее распространение в оценке качества антибиотиков нашли 

диффузионные подходы, такие как Е-тесты, диффузия из лунок в агаре, из 

агаровых блоков и дисков, а также метод серийных разведений и 

турбидиметрия [Balouiri M., 2016]. Согласно ГФ XIV издания, для 

определения антимикробной активности антибиотиков рекомендуют метод 

диффузии в агар [ГФ РФ, XIV издание], основанном на сравнении размеров 

зон угнетения роста микроорганизмов, которые образуются при внесении в 

лунки испытуемых концентраций. Метод диффузии в агар является довольно 

трудоемким, так как включает в себя подготовку и поддержание чашек с 

агаром. Кроме того, в сравнении с современными физико-химическими 

методами, подход требует соблюдения более строгих условий исследования, 

так как на результаты могут повлиять качество питательных сред и реагентов 

[Сухорукова М.В., 2013]. 

Помимо этого, фармакопейная методика предполагает использование в 

качестве тест-объектов бактерий, которые, в соответствии с санитарными 

правилами РФ, отнесены к IV группе патогенности [СанПиН 3.3686-21, 

2021]. В эту группу входят возбудители бактериальных септицемий, 

менингитов, пневмоний, энтеритов, токсикоинфекций и острых отравлений 

[Голубев С.И., 2020], для работы с которыми требуются особые условия, 

установленные СанПиНом 3.3686-21. 

Альтернативой диффузионным методам могут выступать подходы, 

основанные на явлении бактериальной биолюминесценции, первые 

упоминания о которой представлены еще в работах XX века [Дерябин Д.Г., 

2009]. Анализ с использованием биолюминесцентных микроорганизмов 

основан на измерении светоизлучения, которое образуется в результате 

ферментативной реакции, катализируемой люциферазой [Дерябин Д.Г., 

2009]. Свет, излучаемый бактериями, легко и с высокой точностью 
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измеряется при помощи современной электронно-оптической техники 

[Medvedeva S.E., 2009]. Основными преимуществами метода являются 

простота использования, быстрота получения результатов анализа и высокая 

чувствительность к действию веществ различной химической природы [Dai 

Y., Chen D. et al., 2020; L. Simon et al., 2001].  

Биолюминесцентный анализ, являющийся одним из перспективных 

экспрессных методов оценки качества окружающей среды, может стать 

основой для создания новой методики и подходов для определения 

антимикробной активности биологически активных веществ, аналогово 

которых нет на территории РФ. 

Исходя из вышеперечисленного, актуальность темы исследования 

обусловлена необходимостью разработки методики, позволяющей 

определять антимикробную активность антибиотиков по измерению 

изменения интенсивности люминесценции. 

Степень разработанности темы и научная проблема. Для 

определения антимикробной активности антибиотиков в ГФ РФ XIV издания 

описан метод диффузии в агар [ГФ РФ, XIV издание]. Однако, проведение 

испытания достаточно трудоемко, а получаемые результаты зависят от 

состава питательных сред, тест-штаммов микроорганизмов, химической 

природы исследуемого антибиотика и др. [Nijs, A. et al., 2003; Lalitha M.K., 

2004; Игнатенко А.В., 2012]. Метод диффузии в агар требует наличие у 

исследователя микробиологических навыков работы с патогенными 

микроорганизмами, так как подразумевает использование в качестве тест-

объектов бактерий, способных вызывать инфекционный процесс при 

проникновении в организм человека [СанПиН 3.3686-21, 2021; Голубев С.И., 

2020]. 

Известны работы Girotti S., 2018; Berglind R., 2010; Jiang L., 2010; Yao 

Z., 2019; Chen F., 2020 и др., где в качестве объектов исследования 

выступают биолюминесцентные бактерии, являющиеся условно-

патогенными. Помимо этого, штаммы являются общеизвестными системами 
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и основой для многих методов оценки экологического состояния 

окружающей среды, например, в работах Mariani L., 2020; Czech B., 2019; 

Aguirre-Martínez G.V., 2015; de Vasconcelos E.C., 2017; Iqbal M., Ghaffar A., 

Abbas M., Adil M. and etc., 2018; Blanco et al., 2017; Boehler et al., 2017; Zappi 

D., 2021 и др. Известно практическое использование авторами, Jawhara S., 

Mordon S., 2004; Spina-Cruz M., Maniero M.G., 2017, 2019; Vojtek L., 2014; 

Robinson G., 2011; Кацев А.М., 2019-2024 и др., светящихся бактерий для 

определения биологической активности, в том числе выявления 

антимикробных свойств. Недостатком является тот факт, что эти 

исследования не оценивают качество антибиотиков по измерению изменения 

интенсивности свечения люминесценции. Также следует отметить, что в ГФ 

РФ ХIV издания нет общей фармакопейной статьи (ОФС), посвященной 

исследованию веществ по измерению изменения интенсивности свечения 

люминесценции. 

Объект исследования. Тест-штаммы микроорганизмов 

рекомендованные ГФ РФ XIV издания Staphylococcus aureus 209 Р и Bacillus 

subtilis ATCC 6633, грамотрицательные Escherichia coli АТСС 25922 и 

природные люминесцентные бактерии Photobacterium leiognathi Sh1, 

выделенные из Азовского моря. 

Предмет исследования. Антимикробная активность 10 

фармацевтических субстанций (ФС) антибиотиков, полученных от Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, USA): производные 6-аминопенициллановой кислоты 

– пенициллин G; нафтацена – доксициклина и тетрациклина гидрохлориды; 

аминогликозидов – гентамицина и стрептомицина сульфаты; макролиды (15-

членные азалиды) – азитромицин; 7-аминоцефалоспорановой кислоты – 

цефазолина натриевая соль, цефепима дигидрохлорид моногидрат, 

цефтриаксона динатриевая соль и цефуроксима натриевая соль. 

Цель работы: разработка методик оценки антимикробной активности 

с использованием природных биолюминесцентных бактерий. 
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Задачи работы: 

1. Оценить антимикробную активность антибиотиков методом 

диффузии в агар, где в качестве объектов выступают штаммы 

микроорганизмов, рекомендованные ГФ РФ XIV издания, 

грамотрицательные модельные и биолюминесцентные бактерии. 

2. Разработать методику определения антимикробной активности 

антибиотиков по изменению интенсивности люминесценции. 

3. Изучить антимикробную активность антибиотиков в отношении 

биолюминесцентного тест-штамма по изменению интенсивности 

люминесценции. 

4. Разработать проект общей фармакопейной статьи «Определение 

антимикробной активности антибиотиков по изменению интенсивности 

бактериальной биолюминесценции тест-штамма». 

Научная новизна 

По результатам определения антимикробной активности 10 

антибиотиков впервые установлены линейные взаимосвязи по их влиянию на 

грамотрицательные модельные E. coli АТСС 25922 микроорганизмы и 

природные люминесцентные бактерии P. leiognathi Sh1, выделенные из 

Азовского моря. Проведено сравнение полученных результатов с данными по 

определению антимикробной активности в отношении рекомендованных ГФ 

РФ XIV издания тест-штаммов. 

Впервые изучена антимикробная активность антибиотиков в 

отношении биолюминесцентных бактерий P. leiognathi Sh1 по измерению 

изменения интенсивности люминесценции, которые характеризовались 

уменьшением свечения при увеличении концентраций исследуемого 

вещества в пробе.  

Научно обоснована применимость методики определения 

антимикробной активности антибиотиков по изменению интенсивности 

люминесценции путем валидационной оценки по показателям: предел 

обнаружения, предел количественного определения, аналитическая область, 



9 
 

линейность, правильность и промежуточная (внутрилабораторная) 

прецизионность. 

Для методики определения антимикробной активности антибиотиков 

по измерению свечения P. leiognathi Sh1, выраженное биолюминесцентным 

индексом (БЛИ, %), определены оптимальные условия культивирования, 

обнаружения люминесценции, растворители, количество бактерий и 

диапазон концентраций, позволяющий определить отношение 

аналитического сигнала к определяемой величине. 

Разработан проект общей фармакопейной статьи «Определение 

антимикробной активности антибиотиков по изменению интенсивности 

бактериальной биолюминесценции тест-штамма». 

Теоретическое и практическое значение. Проведена сравнительная 

оценка антимикробной активности антибиотиков в отношении 

микроорганизмов, рекомендованных ГФ РФ XIV издания, 

грамотрицательных модельных и биолюминесцентных бактерий. 

Предложена методика определения антимикробной активности антибиотиков 

по измерению изменения интенсивности люминесценции. Впервые 

разработана ОФС «Определение антимикробной активности антибиотиков 

по изменению интенсивности бактериальной биолюминесценции тест-

штамма». 

Методологическая основа исследования. Методология исследования 

построена на анализе и суммировании литературных данных, существующих 

на сегодняшний день, об использовании биолюминесцентных тест-систем 

для оценки биологической и антимикробной активности. Разработка 

методики основывалась на выборе условий определения антимикробной 

активности антибиотиков различных химических структур в отношении 

микроорганизмов, рекомендованных ГФ РФ XIV издания, 

грамотрицательных модельных и биолюминесцентных бактерий, а также 

подборе диапазона действующих концентраций. 
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Обработку результатов осуществляли с помощью программы Microsoft 

Excel 2016. Валидацию разработанной методики осуществляли на основании 

требований, установленные фармакопейной статьей ОФС.1.1.0021.18 

«Валидация микробиологических методик», по параметрам: предел 

обнаружения, предел количественного определения, аналитическая область, 

линейность, правильность и промежуточную (внутрилабораторную) 

прецизионность. Метрологические характеристики результатов эксперимента 

оценивали согласно ОФС.1.1.0014.15 «Статистическая обработка результатов 

определения специфической фармакологической активности лекарственных 

средств биологическими методами». Результаты каждого анализа 

подвергались статистической обработки с использованием программы 

STATISTICA 10.0 (Statsoft Inc., USA). 

Связь задач исследования с планами научных работ. Выпускная 

квалификационная работа выполнялась согласно плану научной работы 

кафедры медицинской и фармацевтической химии Института биохимических 

технологий, экологии и фармации ФГАОУ ВО «КФУ им. В.И. Вернадского». 

Степень достоверности и апробация результатов. По теме 

исследования опубликовано 10 публикаций, 9 из которых включены в 

Российский индекс научного цитирования (РИНЦ Author ID: 1118136), 3 – в 

научных журналах, включенных в перечень ВАК, 1 – опубликована в 

изданиях, индексируемых в базе данных Scopus. 

Результаты исследования были доложены на всероссийских и 

локальных конференциях: 

1. Османова, С.Я. Сравнение метода диффузии в агар и 

биолюминесцентного анализа для определения антимикробной активности 

антибиотиков [Текст] / С.Я. Османова // Химия и технология биологически 

активных веществ для медицины и фармации: тезисы докладов I Школы 

молодых ученых – М.: РХТУ им. Д. И. Менделеева. – 2021. – С. 110. 

2. Османова, С.Я. Оценка валидационных характеристик методики 

определения антимикробной активности антибиотиков с применением 
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светящихся бактерий Photobacterium leiognathi Sh1 [Текст] / С.Я. Османова // 

Теоретические и практические аспекты современной медицины. Материалы 

Всероссийской научно-практической конференции с международным 

участием, посвященной 90-летию со дня основания медицинского вуза в 

Крыму. – 2021. – С. 188-190. 

3. Османова, С.Я. Оценка влияния органических растворителей и 

pH на биолюминесценцию рекомбинантных штаммов E. coli MG1655 [Текст] 

/ С.Я. Османова, Р.А. Кондратьев // Теоретические и практические аспекты 

современной медицины. Материалы Всероссийской научно-практической 

конференции с международным участием, посвященной 90-летию со дня 

основания медицинского вуза в Крыму. – 2021. – С. 190-192. 

4. Османова, С.Я. Сравнительный анализ методов определения 

антимикробной активности лекарственных препаратов [Текст] / С.Я. 

Османова, С.Л. Сафронюк, А.М. Кацев // Синтез наук как основа развития 

медицинских знаний. Сборник материалов II Межвузовской научно-

практической конференции с международным участием, посвященной 50-

летию кафедры фармацевтического образования Самарского 

государственного медицинского университета. – 2021. – С. 79-86. 

5. Османова, С.Я. Определение антимикробной активности 

антибиотиков с применением Photobacterium leiognathi Sh1 и Staphylococcus 

aureus: сравнительный анализ [Текст] / С.Я. Османова // Сборник материалов 

Всероссийской научно-практической конференции с международным 

участием, посвященной проведению Международного года 

фундаментальных наук в интересах устойчивого развития «Теоретические и 

практические аспекты современной медицины». – 2022. – С. 283-284. 

6. Османова, С.Я. Биолюминесцентные бактерии как 

перспективные биотесты для оценки экотоксичности лекарственных 

препаратов [Текст] / С.Я. Османова, В.В. Самолюк // Сборник научных 

статей и тезисов. V Студенческий конкурс стендовых докладов «Образование 

и наука: проблемы и перспективы». – 2022. – С. 8-9. 
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7. Османова, С.Я. Применение биолюминесцентных бактерий для 

определения антимикробной активности антибиотиков методом диффузии в 

агар / С.Я. Османова, С.Л. Сафронюк, А.М. Кацев // Сборник научных трудов 

конференции профессорско-преподавательского состава, аспирантов, 

студентов и молодых ученых им. А.Г. Гурвича. – Симферополь, 2023. – С. 

117-119. 

8. Османова, С.Я. Исследование антимикробной активности 

антибиотиков в отношении S. aureus АТСС 25923, E. coli АТСС 25922 и 

природных светящихся бактерий P. leiognathi Sh1 / С.Я. Османова, С.Л. 

Сафронюк, А.М. Кацев // Сборник материалов I всероссийской научно-

практической конференции: «Достижения современной науки: 

биотехнология, химия и фармация». – Симферополь, 2023. – С. 179-180. 

Часть исследований выполнена в рамках проекта Фонда содействия 

инновациям по программе «УМНИК» – «Разработка методик 

биотестирования веществ органической природы на наличие антимикробной 

активности с использованием светящихся бактерий» и частично проекта 

Российского научного фонда № 22-25-20206 – «Разработка скринингового 

метода оценки антибактериальной активности веществ растительного 

происхождения и экстрактов лекарственных растений с использованием 

биосенсоров на основе природных и генно-инженерных штаммов светящихся 

бактерий». 

Структура работы. Исследование описано на 96 страницах 

машинописного текста. Результаты исследования иллюстрированы 13 

таблицами и 2 рисунками. Работа включает в себя введение, обзор 

литературы, объекты и методы исследования, 2 главы собственных 

исследований, заключение, список литературы, который состоит из 150 

источника, из которых 107 – на иностранном языке. 

В главе 1 представлены литературные данные о «традиционных» 

методах, используемых в научных исследованиях в областях микробиологии 

и фармации, и новых современных подходах к изучению антибиотиков. 
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Описаны преимущества и недостатки методик, их технологические 

особенности и применение в научной деятельности. 

Глава 2 содержит описание материалов и методов, используемых в 

ходе исследования. 

В главе 3 представлены результаты изучения антимикробной 

активности антибиотиков методом диффузии в агар с использованием в 

качестве тест-объектов рекомендованных ГФ тест-объектов, 

грамотрицательного штамма и биолюминесцентных бактерий. 

В глава 4 проведена оценка интенсивности бактериальной 

биолюминесценции природного тест-штамма под действием антибиотиков и 

проведена валидация разработанной методики. В главе представлен проект 

общей фармакопейной статьи «Определение антимикробной активности 

антибиотиков по измерению изменения интенсивности бактериальной 

биолюминесценции тест-штамма». 

Работа завершается общими выводами по результатам исследования и 

списком литературы.  
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ГЛАВА 1. МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АНТИМИКРОБНОЙ 

АКТИВНОСТИ АНТИБИОТИКОВ (ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ) 

 

1.1 Микробиологические методы 

 

1.1.1 Лабораторные исследования в клинической микробиологии. 

Микробиологические методы оценки чувствительности штаммов являются 

неотъемлемой частью исследований в области микробиологии и медицины. 

Они играют важную роль в оценке антибиотиков, так как позволяют 

определить эффективность лекарственных препаратов (ЛП) в борьбе с 

различными патогенами [56, 74]. Кроме того, методы позволяют выявить 

возможные мутации и резистентность микроорганизмов к ЛП данной 

группы, что также имеет важное значение при выборе оптимального лечения 

различных заболеваний [18]. 

Основным свойством антибиотиков является способность к угнетению 

роста микроорганизмов, таких как бактерии, вирусы и грибки, то есть 

антимикробная активность [51]. Для определения антимикробной 

активности, согласно Европейскому комитету по тестированию 

чувствительности к противомикробным препаратам (European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing – EUCAST, Швеция) и рекомендациям 

Института клинических лабораторных стандартов (Clinical and Laboratory 

Standards Institute – CLSI, США), предлагаются методы серийных разведений 

и диффузионные подходы [10, 103, 122]. 

Сущностью методов серийных разведений является оценка содержания 

антимикробных веществ [52], определения величины минимальной 

ингибирующей концентрации (МИК), которая характеризует наименьшее 

количество антибиотика, частично или полностью подавляющее рост 

бактерий, грибков или вирусов [103, 122]. Важными показателями являются 

значения МИК-50 и МИК-90, которые обозначают минимальные 
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концентрации содержания веществ, при которых рост микроорганизмов 

ингибируется на 50% и 90% соответственно [41]. 

Различают два вида метода серийных разведений в бульоне: 

макрометод (пробирочный), для реализации которого готовят 1 мл каждого 

разведения антибиотиков с микроорганизмами, и микрометод – объем проб 

менее 0,2 мл [10]. При проведении серийных разведений в бульоне 

используется последовательное увеличение концентрации антибиотиков в 

среде, что позволяет определить МИК [133]. 

Простота применения, доступность и невысокие материальные затраты 

на проведение делают методы серийных разведений наиболее популярными 

подходами для оценки биологической активности антибиотиков. Известно 

практическое использование методики для обнаружения продукции бета-

лактамаз, так как быстрое глобальное распространение бактерий семейства 

Enterobacteriaceae представляет собой значительную клиническую угрозу 

[84]. Метод серийного разведения позволяет оценить способность изолятов, 

например, Staphylococcus aureus и Pseudomonas aeruginosa, образовывать 

биопленки [66], что играет важную роль в лечении биопленочных инфекций. 

Традиционная пероральная антибиотикотерапия часто не может уничтожить 

бактерии в форме биопленок [146]. 

Преимуществом микрометода является возможность тестирования 

большого количества образцов, экономичность благодаря тестированию проб 

объемом равным 0,2 мл [93]. Однако, для тестирования необходимо 

использование 96-луночного планшета для иммунологических исследований, 

что повышает экспрессность и точность получения результатов [10, 93]. 

Результаты оценивают по наличию помутнений в питательной среде в 

сравнении с контрольным образцом, не содержащего антибиотик. Последняя 

пробирка с разведением, где нет помутнения, т.е. роста культуры, и будет 

МИК антибиотика [48]. 

Известен метод серийных разведений в агаре, который имеет схожесть 

с разведением в жидкой среде, но отличается необходимостью 
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приготовления двойных серийных разведений антибиотиков от 1:10 000 до 

1:320 000 [10] для определения МИК. 1 мл проб каждого разведения 

содержит по 4 мл (или 9 мл) охлажденного до 45 °С агара [52]. Исследование 

выполняют путем перенесения антибактериального препарата от меньшей 

концентрации к большей. После застывания агара пробы засевают 

исследуемым тест-штаммом и инкубируют в оптимальных условиях. 

Основной проблемой в опытах по серийному разведению в агаре 

является неточность в оценке количества микроорганизмов, что влияет на 

достоверность полученных результатов [52]. Проведение таких 

экспериментов требует поддержания постоянных условий, включая 

использование стандартных питательных сред, сохранение определенной 

температуры при инкубации и других факторов, делая этот процесс 

затруднительным. Тем не менее, в сравнении с диффузионными подходами 

[52, 133], методики являются более точным благодаря возможности 

применения спектрофотометрических методов для оценки роста 

бактерий [41]. 

Диффузионные методы представлены диффузией антибиотика в агар из 

бумажных дисков, полосок или лунок [15]. Они менее точны, чем серийные 

разведения, но более просты в исполнении и позволяют определять 

несколько ЛП одновременно [113]. Методы не позволяют оценивать сложные 

по составу композиции и различающиеся по молекулярной массе 

антибиотики [15]. Помимо этого, для некоторых патогенов, таких как 

грамотрицательные бактерии, может потребоваться проведение 

дополнительных тестов, поскольку на результаты исследования влияет 

активность ферментов, разрушающих антибиотики [30, 34]. Это связано с 

особенностями клеточной стенки и мембраны таких микроорганизмов, 

которые могут делать их устойчивыми к определенным антибактериальным 

препаратам [42]. 

В настоящее время используется модифицированный метод, 

предложенный Альфредом У. Бауэром и Уильямом М.М. Кирби [75]. Он 
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отличается использованием дисков из фильтровальной бумаги, пропитанных 

различными антибиотиками [88]. Для анализа используют стандартные 

коммерческие диски, содержащие известные концентрации [145]. Они 

должны храниться строго в соответствии с рекомендациями производителя 

во избежание ошибок в получении диаметров зон подавления роста 

связанными со снижением активности антибиотиков [55, 88]. Диаметры зон, 

полученные в опыте, сравнивают с величинами зон задержки роста, 

указанными в инструкциях, прилагаемых к дискам. Это ускоряет и повышает 

точность получения результатов анализа [55]. 

Метод дисковой диффузии нашел широкое применение в 

микробиологии для определения чувствительности различных 

микроорганизмов к антибиотикам и другим химическим веществам. 

Основным результатом является отнесение микроорганизма к одной из 

категорий чувствительности: мало- или высокочувствительные, умеренно-

чувствительные или резистентные [89, 129]. Чем больше диаметр зоны 

задержки роста вокруг антибиотика, тем более чувствителен к нему тест-

штамм микроорганизма. Отсутствие зоны задержки роста микроорганизмов 

вокруг диска или диаметр до 10 мм указывает на устойчивость исследуемого 

тест-штамма культуры к данному антибиотику, от 10 до 15 мм – малая 

чувствительность к антибиотику, от 15 до 25 мм – умеренная 

чувствительность, свыше 25 мм – высокая чувствительность [89]. 

Анализ нашел применение в диагностических лабораториях, позволяя 

врачам назначать наиболее подходящий антибиотик, благодаря выделению 

возбудителя инфекции из очага различной локализации и определения 

чувствительности к антибиотикам [57]. 

Известно использование данного метода в качестве быстрого и 

полезного способа тестирования чувствительности пародонтальных 

патогенов к противомикробным препаратам [46], для определения фенотипа 

присутствия металло-бета-лактамаз [76], изучения фенотипических и 
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генотипических характеристик изолятов [44] и других научных 

исследований. 

Стандартизированный метод дисковой диффузии является наиболее 

распространенной лабораторной процедурой, используемой для определения 

in vitro чувствительности клинических изолятов к противомикробным 

агентам, так как позволяет получить надежные результаты [71]. Этот метод 

используется в микробиологии и медицине для тестирования эффективности 

антибиотиков, антисептиков и других антимикробных средств против 

различных патогенных микроорганизмов [116]. 

Таким образом, чувствительность штаммов к антибиотикам играет 

решающую роль в эффективности лечебной терапии. Результаты 

микробиологических исследований чувствительности штаммов к 

антибактериальным ЛП позволяют предотвратить их неправильное 

использование, что способствует уменьшению развития 

антибиотикорезистентности и обеспечивает рациональную 

фармакотерапию [24]. Более того, эти исследования могут помочь в 

разработке новых антимикробных средств или модификации существующих. 

Поскольку повышение устойчивости бактерий к антибиотикам – постоянный 

процесс, с которым сталкивается современная медицина [42].                      

 

1.1.2 Микробиологический контроль качества лекарственных 

препаратов. В настоящее время контроль качества лекарственных 

субстанций проводят с применением разнообразных подходов: физических, 

физико-химических, химических и биологических. Однако, антимикробная 

активность антибиотиков и чувствительность бактерий к этим веществам 

являются важными аспектами в контроле качества ЛП данной группы [98]. 

Микробиологические методы позволяют не только проверить эффективность 

антибиотиков против конкретного микроорганизма, но также установить их 

минимальную ингибирующую концентрацию (МИК) [98], что в свою 
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очередь, оценивает количественное содержание антимикробных агентов в 

ЛП [51]. 

Согласно Государственной фармакопее (ГФ) РФ XIV издания 

антимикробную активность оценивают методом диффузии в агар [3]. 

Фармакопейная статья дает подробное описание условий и порядка 

проведения исследования, необходимого оборудования, рабочих 

концентраций субстанций, режима поддержания и инкубирования 

микроорганизмов, чувствительных к тому или иному антибиотику [3]. 

Данный подход основан на сравнении диаметров угнетения роста 

микроорганизмов, образуемые при внесении в лунки испытуемых растворов 

антибиотиков [48, 52]. При равных условиях тестирования размеры зон 

подавления роста обусловлены чувствительностью тест-штамма 

микроорганизма, содержанием антибиотика в лунке и его способностью к 

диффузии в толще агара [41]. 

Основными элементами методики являются тест-штаммы 

микроорганизмов, чашки Петри с питательной средой для их роста и 

стандартные образцы антибиотиков [67]. В методе диффузии в агар качество 

испытуемых веществ устанавливают путем сравнения со стандартными 

образцами антибиотиков, активность которых подтверждена 

международными биологическими и химическими стандартами, или 

качество которых установлено физико-химическими методами [3]. 

Методика предлагает использование специальных цилиндров, куда 

помещают испытуемые растворы антибиотиков [10, 114]. Однако, также 

могут быть использованы лунки диаметром от 6 до 8 мм, сделанные в толще 

агара с помощью стерильного сверла или другого соответствующего 

приспособления [48, 92]. Этот способ обеспечивает более равномерное 

распределение антибиотика в толщу агара и улучшает точность 

результатов [63, 114]. 

Преимущества метода диффузии в агар, такие как простота и 

доступность, возможность количественной оценки ингибирующей 
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активности веществ, широкий спектр применения и возможность изучения 

сенсибильности микроорганизмов к антимикробным препаратам, делают его 

одним из основных подходов в оценке качества антибиотиков [48]. Для 

измерения диаметра зоны используется миллиметровая линейка или 

специальные измерительные устройства, что позволяет легко 

интерпретировать полученные результаты [81].  

Специфичность этого метода заключается в том, что он позволяет 

определять не только антимикробную активность лекарственных субстанций, 

но и их лекарственных форм [14, 82]. В первую очередь, это связано с тем, 

что такой фактор, как посторонние примеси, содержащиеся в испытуемых 

образцах, в меньшей степени влияют на результат в отличие от физико-

химических методов определения [16, 17]. 

Однако, вместе с его многочисленными достоинствами, метод 

трудоемок, так как подготовка и поддержание нескольких чашек с агаром и 

тест-микроорганизмами – сложная и времязатратная процедура [40]. Еще 

одним недостатком метода диффузии в агаре является зависимость 

результатов анализа от изменения состава питательной среды и водородного 

показателя (рН) [25, 89]. Методика менее чувствительна и точна в сравнении 

с современными лабораторными методами исследования антибиотиков [41, 

110]. 

Метод диффузии в агар рекомендован для количественной оценки 

содержания некоторых антибиотиков, для которых определение с 

использованием высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) 

затруднено. Отечественная фармакопея рекомендует данный подход для 

определения антимикробной активности 45 антибиотиков [3]. 

Фармакопейные статьи на лекарственные субстанции производных 

аминогликозидов гентамицина и стрептомицина описывают методики для 

количественного определения по определению антимикробной 

активности [2, 4]. Согласно Европейской фармакопее 10.0, методом 

диффузии в агар количественно оценивают гликопептиды – ванкомицин и 
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тейкопланин, а также аминогликозиды – стрептомицин, канамицин, 

гентамицин [6-8]. 

Наряду с фармакопейным методом, метод дисковой диффузии 

позволяет проводить качественное определение антибиотиков, так как с 

помощью данного подхода невозможно определить МИК, минимальную 

бактерицидную или минимальную бактериостатическую концентрацию, 

являющейся количественной мерой оценки веществ [108]. Несмотря на то, 

что методы серийных разведений являются более точными [115], подход 

нашел применение в качестве качественного скрининга благодаря своей 

экспрессности и простоте [72, 93].  

В настоящее время существует метод градиентной диффузии 

(эпсилометрический тест, Е-тест) [48, 52], который проводят аналогично 

диско-диффузионному подходу, но с использованием Е-теста, 

представляющий собой полоску с градиентом концентраций 

антибиотиков [135]. Для тестирования на поверхность агара, предварительно 

инокулированного тестируемым микроорганизмом, наносится полоска [75]. 

Несомненным достоинством тестирования является получение точных 

результатов, позволяющих оценивать количественное содержание, 

выраженное МИК [62]. Е-тест в ряде исследований показал хорошую 

корреляцию результатов с диско-диффузионным подходом и методами 

серийных разведений [136, 138]. 

Метод позволяет исключить необходимость трудоемкого процесса 

подготовки, характерному стандартным диффузионным подходам, однако не 

является приоритетным в выборе в связи с высокой стоимостью Е-тестов. 

Хотя в сравнении с методом серийных разведений характеризуется 

меньшими затратами на анализ, включающий материалы и труд [136]. 

Таким образом, оценка антимикробной активности является 

актуальной задачей фармации, в связи с необходимостью разработки новых 

противомикробных агентов из различных источников для борьбы с 

возникновением резистентности микроорганизмов [18]. Некоторые 
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биоанализы, такие как дисковая и луночная диффузия, а также разведение в 

бульоне или агаре, хорошо известны и широко используются в 

исследованиях. Эти методы просты в использовании, не требуют 

специального оборудования и позволяют тестировать несколько объектов 

одновременно. Однако они имеют свои недостатки, связанные с длительным 

процессом подготовки и точностью получения и интерпретации результатов 

[48]. 

 

1.2 Биолюминесцентный анализ 

 

Биолюминесценция – это свечение, возникающее в результате 

биохимических реакций в живых организмах [13]. Она достаточно широко 

представлена на разных уровнях организации – у морских позвоночных и 

беспозвоночных, некоторых грибов, микроорганизмов, наземных 

членистоногих, таких как светлячки [102]. Среда обитания 

биолюминесцентных бактерий варьируется от морских (например, Aliivibrio 

fischeri) до наземных (например, Photorhabdus luminescens). 

Методы с использованием биолюминесценции бактерий основаны на 

регистрации изменения интенсивности свечения в результате влияния 

анализируемого вещества [33, 80]. В основе светоизлучения лежат 

ферментативные реакции, для протекания которых необходимы 

восстановленный флавин-мононуклеотид, кислород, длинноцепочечный 

альдегид и фермент – люцифераза, а конечными продуктами являются 

жирная кислота, вода и видимый свет [78, 80]. Кроме того, 

биолюминесцентный анализ характеризуется простотой и точностью 

измерения благодаря использованию современной электронно-оптической 

техники [106, 132]. 

Для регистрации биолюминесценции используются специальные 

приборы – люминометры, впервые появившиеся на рынке в 1970-е гг [21]. 

Люминометры – это устройства, которые используются для измерения 
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интенсивности света, испускаемого различными источниками, включая 

бактерии [94]. Использование люминометров позволяет регистрировать 

интенсивность биолюминесценции и изучать факторы, влияющие на 

интенсивность биолюминесценции [90]. Благодаря развитию технологий, 

современные люминометры обладают высокой точностью измерений и 

широким спектром функций, что делает их незаменимым инструментом для 

исследования биолюминесценции в современной науке [90, 148].  

Люминометры для фиксирования люминесценции оснащены 

фотоприемником, который регистрирует световой сигнал, испускаемый 

бактериями [85], преобразуя интенсивность света в цифровой формат [90, 

148]. Использование люминометров в исследованиях позволяет быстро и 

точно определить наличие и интенсивность люминесценции, а также 

экономит время и усилия исследователей, делая процесс более 

эффективным [90]. 

За последние 20 лет известно применение биолюминесцентного 

анализа в исследованиях загрязнений в окружающей среде, оценки 

поверхностных пресных, грунтовых и сточных вод [9, 107, 112, 141] и других 

научных исследованиях [37-39], в том числе in vivo [83, 143]. 

Одним из направлений исследований на основе биолюминесцентных 

бактерий является поиск усовершенствованных методов, которые, в отличие 

от традиционных – повсеместно используемых подходов, могли бы 

позволить заменить длительные и часто трудоемкие процессы. В 2013 году в 

Германии разработали автоматизированную систему тестирования на 

долговременную токсичность в отношении люминесцентных бактерий Vibrio 

fischeri [104] путем использования приборов на основе микротитрования. 

На основе биолюминесцентных бактерий производят биотесты, 

которые позволяют определять наличие токсичных веществ в окружающей 

среде благодаря способности микроорганизмов излучать свет [96, 147]. 

Благодаря автоматизированным системам и современным приборам, 

биотесты на основе биолюминесцентных бактерий обеспечивают быструю и 
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точную оценку экологической обстановки в различных сферах деятельности 

человека [140]. Их высокая чувствительность к различным загрязнителям 

делает их незаменимыми инструментами при контроле за качеством воды, 

почвы и продуктов питания [111].  

Биотесты на светящихся бактериях, в сравнении с известными 

биотестами на основе инфузорий, дафний, водорослей, рыб, являются 

чувствительными и простыми в использовании [91]. Они позволяют 

тестировать одновременно большое количество проб и с большой точностью 

определять количественное содержание токсикантов [120, 139]. 

На сегодняшний день наиболее распространенными в научных 

исследованиях, экологическом мониторинге, а также при проведении 

экспертизы продукции, являются биотесты на основе родов Photobacterium и 

Aliivibrio [35]. К Photobacterium относят грамотрицательные, 

оксидазоположительных и каталазоположительных бактерий семейства 

Vibrionaceae [120]. Представителями рода являются светящиеся бактерии 

Photobacterium leiognathi, Photobacterium phosphoreum и др [120]. Род 

бактерий Aliivibrio семейства Vibrionaceae представлен грамотрицательными 

прямыми или изогнутыми палочками, которые являются подвижными 

благодаря одному или нескольким жгутикам [43, 61, 91, 119]. К роду относят 

биолюминесцентные бактерии Aliivibrio fischeri, Vibrio harveyi и др. 

С помощью таких тестов можно выявить наличие токсичных веществ, 

таких как тяжелые металлы, пестициды или нефтепродукты, а также оценить 

их концентрацию [142]. Это позволяет своевременно принимать меры по 

предотвращению или ликвидации загрязнений и поддерживать 

экологическую ситуацию на контролируемых территориях. 

Наиболее известным биотестом является Microtox, созданный на 

основе живых лиофилизированных клеток Aliivibrio fischeri [86, 87]. Он был 

разработан в 1979 году для тестирования токсичности воды [59]. Microtox 

можно применять к различным средам, включая питьевую воду, ливневые 

стоки, сточные воды, промышленные сбросы, почвы и отложения [109] 
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Большинство образцов не требуют специальной подготовки перед 

тестированием, за исключением доведения солености до 2% проб [87], а 

также осаждения твердых частиц для мутных растворов во избежание 

поглощения света биолюминесценции [86, 87]. Твердые частицы в образце 

могут мешать биолюминесценции, приводя к ошибочным результатам 

анализа. Для этих целей может понадобиться центрифугирование [68] или 

использование органических растворителей, например, метанола [70]. 

Помимо этого, на конечные результаты токсичности веществ на 

Allivibrio fischeri может влиять хлор [87]. Для дехлорирования образцов 

используют раствор тиосульфата натрия и деионизированную воду [49]. 

Биотесты на основе светящихся бактерий являются инновационным и 

перспективным инструментом в современных исследованиях [35]. Благодаря 

постоянному совершенствованию методов и технологий, биотесты на основе 

биолюминесцентных микроорганизмов остаются актуальным и 

востребованным инструментом для оценки экологической безопасности и 

качества окружающей среды [137]. 

В медицине и фармакологии биотесты на основе светящихся бактерий 

также являются полезными инструментами [128]. Они могут быть 

использованы для скрининга новых препаратов, оценки их токсичности или 

эффективности, а также для исследования действия определенных веществ 

на живые организмы [130]. 

Интерпретация результатов аналогично оценивают по ингибированию 

светоизлучения штаммов под действием токсиканта. Одними из самых 

распространенных ингибиторов свечения биолюминесцентных бактерий 

являются промышленные яды, инсектициды, пестициды, отравляющие, 

лекарственные вещества, такие как анестетики, наркотические вещества и 

др. [35, 80]. Известны исследования, где биолюминесцентные бактерии 

используют для оценки токсичности лекарственных препаратов и 

лекарственного растительного сырья [97, 117]. К основным параметрам, 

позволяющим оценивать токсичность, относят полумаксимальную 
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эффективную (ЭК50) и пороговую (ПК) концентрации [43]. Эффективная 

концентрация – это концентрация вещества, которая подавляет 

интенсивность свечения на 50% в сравнении с контрольной пробой, не 

содержащей токсикант [119]. Пороговая концентрация – концентрация 

токсиканта, при которой интенсивность свечения бактерий равна 

интенсивности свечения в контрольных кюветах [128]. 

Исследования токсичности веществ позволяют выявить механизмы, 

например, сульфаниламидов в отношении Photobacterium phosphoreum T3 в 

работах [65, 150]. Учеными доказано, что механизм действия связан со 

специфическим связыванием мишени, которое может способствовать 

активации транскрипции, приводящей к усилению активности люциферазы 

при воздействии низких доз сульфонамидов. По мере увеличения дозы 

большое количество сульфонамидов конкурентно связывались с 

дигидроптероатсинтазой, подавляли биосинтез фолиевой кислоты и тем 

самым вызывали токсичность [65]. 

Исследования в фармации представлены работами, направленными на 

оценку неспецифической биологической активности лекарственных 

препаратов [14, 26, 38]. Полученные результаты определяют механизмы 

действия лекарственных препаратов, что имеет большое значение для 

правильного применения, предупреждения нежелательных эффектов и 

рациональной фармакотерапии в целом [24]. Светящиеся бактерии, ставшие 

основой для многих методов оценки биологической активности, 

обеспечивают превосходную чувствительность, экономичность и 

точность [106, 119, 149]. 

Благодаря высокой чувствительности светящихся бактерий, такие 

тесты позволяют сократить время и затраты на исследования, ускоряя 

процесс разработки новых лекарственных препаратов [43]. Кроме того, 

использование биотестов на светящихся бактериях в исследованиях 

позволяет получать результаты в режиме реального времени. Обнаружение и 
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изменение свечения бактерий происходит практически мгновенно, что 

значительно сокращает время для анализа и интерпретации результатов [95]. 

В последнее время эффективным инструментом для оценки 

токсичности веществ являются биолюминесцентные биотесты на основе 

рекомбинантных штаммов [95]. Это делает биолюминесцентные биотесты 

чрезвычайно чувствительными к изменениям в окружающей среде и 

способными давать быструю и точную информацию о степени токсичности 

веществ [123]. Биотесты с lux-генами позволяют изучать патогенность, 

вирулентность, адаптацию и вторичный метаболизм бактерий [35]. 

Использование рекомбинантных штаммов позволяет улучшить 

чувствительность и специфичность биотестов, а также расширить их спектр 

применения [23]. Эти штаммы могут быть генетически модифицированы для 

детекции конкретных веществ или типов токсинов, что делает биотесты еще 

более информативными и полезными [53, 61]. 

Таким образом, разнообразие биолюминесцентных биотестов на основе 

природных и рекомбинантных штаммов открывает широкие возможности 

для исследований в области экологии, медицины, фармации и других 

отраслей [50, 53, 96, 121, 132]. Они являются мощным инструментом для 

оценки воздействия различных веществ на окружающую среду и здоровье 

человека, а также для поиска новых методов борьбы с загрязнением и 

патологиями [100]. 

Измеряя реакции биолюминесценции на различные вещества, 

биолюминесцентный анализ позволяет оценить степень ингибирования или 

уничтожения микроорганизмов и точно определить содержание исследуемых 

соединений [99]. С использованием данного метода возможно обнаруживать 

даже минимальные количества антибиотиков в образцах, благодаря высокой 

чувствительности бактерий к веществам различной природы [142]. Еще 

одним преимуществом является экономическая эффективность: для 

проведения анализа требуется минимальное оборудование и закупка 
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небольшого количества расходного материала, что делает его доступным для 

многих лабораторий и исследовательских центров [132, 149]. 

Важно отметить, что биолюминесцентный анализ имеет свои 

ограничения. Для его проведения и интерпретации результатов требуется 

специальное оборудование и знания, соблюдение определенных условий 

эксперимента и учета особенностей изучаемых микроорганизмов [121]. 

Из чего можно заключить, что разработка методики определения 

качества антибиотиков является актуальной задачей в современной медицине 

и фармации. Методика позволит обеспечить не только высокую 

чувствительность, специфичность, точность и повысить экономическую 

эффективность анализа, но и повлияет на безопасность пациентов, так как 

подлинность и эффективность ЛП напрямую влияют на успешность лечения.  
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

2.1 Предмет и объект исследования 

 

Предметом исследования являлось изучение антимикробной 

активности, которая количественно выражается в единицах действия (ЕД) 

или «мкг». 

Объектами исследования выступали фармацевтические субстанции 

(ФС) антибиотиков, полученные от Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). По 

химической структуре они подразделяются на: производные 

6-аминопенициллановой кислоты (6-АПК) – пенициллин G (серия 230310); 

нафтацена (НЦ) – доксициклина (серия 03211) и тетрациклина (серия 180403-

61) гидрохлориды; аминогликозидов (АГ) – гентамицина (серия G1914-

250MG) и стрептомицина (серия 170410) сульфаты; 

7-аминоцефалоспорановой кислоты (7-АЦК) – цефазолин (серия C5020-

100MG), цефепим (серия 5340621), цефтриаксон (серия C5793-250MG) и 

цефуроксим (серия 180720); макролиды – 15-членные азалиды (МА) – 

азитромицин (серия 90323). 

Антимикробную активность антибиотиков оценивали в отношении 

рекомендованных Государственной Фармакопеей тест-микроорганизмов 

S. aureus 209 Р и B. subtilis ATCC 6633, грамотрицательного штамма 

E. coli АТСС 25922 и люминесцентных бактерий P. leiognathi Sh1. Музейные 

штаммы патогенов входят в коллекцию кафедры микробиологии, 

вирусологии и иммунологии Ордена Трудового Красного Знамени 

Медицинский институт им. С.И. Георгиевского Федерального 

государственного автономного образовательного учреждения высшего 

образования «Крымский федеральный университет имени В.И. 

Вернадского». Культуры светящихся бактерий, выделенные из Азовского 

моря [27], из коллекции кафедры медицинской и фармацевтической химии 
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Института биохимических технологий, экологии и фармации ФГАОУ ВО 

«КФУ им. В.И. Вернадского». 

 

2.2 Оборудование 

Исследование проведено в Лаборатории биохемилюминесцентных 

аналитических технологий (Л-БАТ) на базе кафедры медицинской и 

фармацевтической химии Института биохимических технологии, экологии и 

фармации ФГАОУ ВО «КФУ им. В.И. Вернадского». Для проведения 

исследований было использовано следующее оборудование: 

 биохемилюминометр БХЛ-06 (НПО «Биофармавтоматика», 

Россия); 

 LumiShot (ООО «НПП «Прикладные биосистемы», Россия); 

 электронные весы OHAUS Scout (OHAUS, США); 

 дозаторы механические переменного объема одноканальный FAB 

0,5-10,0; 2,0 -20,0 мкл; 20-200 мкл, 100-1000 мкл (Accumax, Индия); 

 орбитальный настольный шейкер OS‑ 20 для перемешивания 

жидкостей (Biosan, Латвия); 

 термостат электрический с охлаждением ТСО-1/80 СПУ (АО 

«Смоленское СКТБ СПУ», Россия); 

 вортекс V-1 plus (BioSan, Латвия); 

 бокс абактериальный воздушный среды БАВ-ПЦР-«Ламинар-С» 

(LAMSYSTEMS, Россия); 

 система гель-документирования «Взгляд» (Компания Хеликон, 

Россия). 
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2.3 Методы исследования 

 

2.3.1 Определение антимикробной активности методом диффузии в 

агар. Метод диффузии в агар, как и большинство микробиологических 

методов, включает подготовку питательных сред, культивирование и 

идентификацию микроорганизмов [48]. 

Питательные среды готовили из Nutrient agar M001-500G (Himedia, 

Индия, lot: 0000387742), которые представляют собой высушенные и 

измельченные до порошкообразного состояния готовые питательные среды. 

В работе рекомендуется использовать сухие питательные среды, 

преимуществами которых является простота изготовления готовых для 

тестирования сред, а также стандартность состава и условий производства, 

необходимых для определения антимикробной активности [31]. В 

питательные среды, используемые для культивирования патогенных 

микроорганизмов, добавляли натрия хлорид в количестве 0,9% 

соответственно от общего объема [3]. Оптимальным содержанием соли для 

роста P. leiognathi Sh1 является 3% [27]. Готовый светло-янтарный 

прозрачный раствор стерилизовали кипячением 2-3 дня или 

автоклавированием при 1,1 атм в течение 15 минут. Полученную 

питательную среду разливали по чашкам Петри или использовали для 

определения антимикробной активности методом диффузии в агар. 

В качестве бульона использовали порошок Nutrient Broth M002-500G 

(Himedia, Индия, lot: 0000387742). В среду, аналогично агару, добавляли 

необходимое количество натрия хлорида и стерилизовали. Готовый бульон 

разливали в стерильном боксе во флаконы по 5 миллилитр (мл) [32]. 

Посев микроорганизмов в бульон осуществляли стандартным 

микробиологическим методом с использованием бактериологической петли 

[29]. Культивировали бактерии в термостатах, в подходящих для 

микроорганизмов условиях, при температуре 37 °С для S. aureus 209 Р, B. 
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subtilis ATCC 6633, E. coli АТСС 25922 до 24 часов [3, 10] и 25 ºС– для 

P. leiognathi Sh1 до 16-18 часов [28]. 

По окончании инкубации наличие роста микроорганизмов определяли 

визуально по помутнению жидкой питательной среды в проходящем свете 

или по образованию осадка оседающих бактерий. Для биолюминесцентных 

тест-штаммов показателем служило наличие видимого в темноте свечения в 

сине-зеленой области света [11], возникающего за счет протекающей 

ферментативной реакции, катализируемой люциферазой [21]. Одной из 

важнейших характеристик при их идентификации природного 

люминесцентного штамма P. leiognathi Sh1 являются значения оптической 

плотности (0,61) и удельного свечения (8,09*10
-5

 мВ/кл) [11]. 

Чашки Петри с выращенными микроорганизмами герметично 

обматывали пленкой Парафильм М (50 мм x 75 мм, PCGroup) и хранили в 

холодильнике при температуре 5-8 градусов по Цельсию, не замораживая 

[19]. «Обновление» культур на чашки производили каждые 2 недели и 

специальных «музеев» для длительного хранения раз в 1 год. 

Определение антимикробной активности антибиотиков методом 

диффузии в агар проводили согласно ОФС «Определение антимикробной 

активности антибиотиков методом диффузии в агар» [3]. Диффузионный 

метод включал несколько этапов: подготовка питательных сред (ПС), 

приготовление суспензии исследуемых микроорганизмов, внесение 

испытуемых антибиотиков, инкубация, регистрация и интерпретация 

результатов [10]. 

В расплавленный агар, охлажденный до 49±1 
0
С, добавляли 

бактериальную суспензию (БС) тестируемого тест-штамма. Она представляла 

собой выращенные в жидкой питательной среды микроорганизмы в течении 

суток. Количество посевной дозы для S. aureus 209 Р, согласно ГФ РФ XIV 

издания, составило 40 млн микробных клеток на 1 мл среды [3]. Количество 

бактерий B. subtilis ATCC 6633 для производных 7-АЦК насчитывало 100 

млн спор на 1 мл среды, что соответствует определению антимикробной 
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активности цефалексина, представителя группы, указанного в Фармакопее 

[3]. Для производных других групп использовали 20 млн спор на 1 мл среды. 

ПС с микроорганизмами разливали в стерильные чашки Петри объемом 2/3 и 

после застывания образовывали 6 одинаковых лунок на одинаковом 

расстоянии друг от друга и от края чашки [3].  

Для приготовления испытуемых растворов отвешивали 10 миллиграмм 

(мг) ФС антибиотика и растворяли в соответствующем растворителе 

объемом 1000 микролитров (мкл). Для патогенных тест-штаммов S. aureus 

209 Р, B. subtilis ATCC 6633, E. coli АТСС 25922 растворителем служил 0,9% 

раствор натрия хлорида, для P. leiognathi Sh1 – 3% [27]. Эппендорф с 

полученным раствором, концентрация которого 10 000 мкг/мл, 

перемешивали с использованием вортекса в течении 30 секунд. Таким 

образом, был получен основной раствор, из которого готовили испытуемые. 

Для этого, в эппендорф с растворителем вносили объемы основного раствора 

так, чтобы концентрации были равны испытуемым. Согласно ГФ РФ XIV 

издания, контрольные концентрации антибиотиков находились в диапазоне 

от 1 до 10 мкг/мл. Для антибиотиков, не содержащихся в перечне 

антибактериальных веществ в фармакопейной статье, также использовался 

данный диапазон. При отсутствии влияния на рост в концентрациях 1-10 

мкг/мл, использовался диапазон от 50 до 200 мкг/мл. 

Полученные испытуемые растворы ФС антибиотиков вносили в лунки 

чашек агара и инкубировали в необходимых для тест-объектов условиях. 

Антимикробную активность антибиотиков определяли путем измерения 

диаметров зон подавления роста тест-штамма микроорганизмов с точностью 

до 0,1 мм [3]. Согласно фармакопейной методике, исследование было 

проведено в 6 повторах в разные дни (не менее 2 дней) в связи с 

вариабельностью данных, получаемых в результате микробиологических 

испытаний [3]. Данные фиксировали в файл Excel. 
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2.3.2 Определение антимикробной активности антибиотиков по 

измерению изменения интенсивности бактериальной 

биолюминесценции. На первом этапе приготовления испытуемых растворов 

отвешивали 10 мг ФС антибиотиков и растворяли 3% растворе натрия 

хлорида. Эппендорф с полученным раствором энергично встряхивали 

вручную или с использованием вортекса в течении 30 секунд. Таким 

образом, из полученного раствора с концентрацией 10 000 мкг/мл (основной 

раствор) готовили испытуемые. Приготовленные растворы антибиотиков 

вносили в кюветы люминометра в объеме, чтобы конечная концентрацией в 

пробе равными испытуемым. Далее в растворы вносили разбавленную 1:50 

ночную культуру тест-штамма микроорганизмов в объеме 50 мкл. Общий 

объем пробы в кювете составил 1000 мкл. В качестве контрольного образца 

светимости тест-штамма выступала система, содержащая БС и раствор 

натрия хлорида. 

Интенсивность свечения P. leiognathi Sh1 оценивали с помощью 

устройств, фиксирующих бактериальную биолюминесценцию тест-штаммов 

– биохемилюминометра БХЛ-06 (НПО «Биофармавтоматика», Россия) и 

LumiShot (ООО «НПП «Прикладные биосистемы», Россия). Перед внесением 

кювет в прибор растворы перемешивали с помощью вортекса. Измерения 

выполняли не менее чем в 3 повторах. Активность ФС характеризовали с 

помощью индекса биолюминесценции, который рассчитывают по формуле: 

БЛИ = Ii/I0 × 100%, где где Ii – интенсивность люминесценции бактерий в 

контроле, I0 – интенсивность свечения бактерий в опытной пробе [21]. 

Данные вносили в файл Excel. 

 

2.3.3 Статистическая обработка данных. Обработку результатов 

осуществляли с помощью программы Microsoft Excel. Метрологические 

характеристики результатов, получаемых при получении данных 

эксперимента, будем оценивать согласно ОФС.1.1.0014.15 «Статистическая 
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обработка результатов определения специфической фармакологической 

активности лекарственных средств биологическими методами» [5]. 

Для статистической обработки результатов рассчитывали среднее 

значение    с полушириной доверительного интервала ∆x при доверительной 

вероятности 99 %. Меру взаимосвязи между сравниваемыми методиками 

показывали с помощью коэффициента корреляции Карла Пирсона. При 

проведении статистических анализов, установлены следующие значения 

границ статистической значимости: для критериев Стьюдента – 0,05, а для 

расчета F-критерия в оценке различий дисперсий – 0,01. 

Валидацию аналитической методики осуществляли на основании 

согласно Государственной фармакопее XV ОФС.1.1.0012.15 Валидация 

аналитических методик по параметрам: предел обнаружения, предел 

количественного определения, аналитическая область, линейность, 

правильность и промежуточную (внутрилабораторную) прецизионность.  
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ГЛАВА 3. ОПРЕДЕЛЕНИЕ АНТИМИКРОБНОЙ АКТИВНОСТИ 

АНТИБИОТИКОВ МЕТОДОМ ДИФФУЗИИ В АГАР 

 

3.1 Определение антимикробной активности антибиотиков 

методом диффузии в агар с использованием в качестве тест-объектов 

S. aureus 209 Р 

Определение антимикробной активности антибиотиков, согласно ГФ 

РФ XIV издания, проводят методом диффузии в агар [3]. В качестве 

тест-микроорганизмов используются 9 штаммов, которые являются 

представителями видов Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, 

Bacillus pumilus, Bordetella bronchiseptica, Candida utilis [3]. Staphylococcus 

aureus 209 P представляет собой факультативный анаэроб, мезофильный, 

грамположительный человеческий патоген, обладающий множественной 

устойчивостью к антибиотикам [12]. 

Тест-штамм является одним из наиболее часто выбираемых для 

тестирования антибиотиков микроорганизмов, благодаря легкости 

культивирования на питательных средах и быстрой репродукции [131]. S. 

aureus широко распространен и способен вызывать множество различных 

инфекционных заболеваний, включая пневмонию, сепсис и инфекции 

кожи [118], а также внебольничные инвазивные инфекции и 

стафилококковые пищевые токсикоинфекции [118]. 

Согласно рекомендациям, штамм применяется для оценки 

антимикробной активности ампициллина, бензилпенициллина, 

диклоксациллина, метициллина, нетилмицина, оксациллина и 

феноксиметилпенициллина, контрольные концентрации которых, для 

проведения контроля качества, находятся в диапазоне от 1 до 10 мкг/мл [3]. В 

связи с чем, антибиотики были исследованы в данном диапазоне. 

Выбор антибиотиков основывался на чувствительности штамма к 

препаратам, с учетом последних научных исследований и клинических 

рекомендаций [73]. Перечень исследуемых веществ отличается от 
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фармакопейного, так как он обновляется в рекомендациях по лечению 

распространенных инфекций [125], возбудителем которых является S. aureus. 

Результаты ингибирования роста бактерий под действием влияния 10 

антибиотиков в отношении штамма S. aureus 209 Р в диапазоне 

концентраций от 1 до 10 мкг/мл выражали в виде среднего арифметического 

с доверительным интервалом x  ± Δx в таблице 1. 

Таблица 1 – Средние значения диаметров (d, мм) зон задержки роста 

S. aureus 209 Р в диапазоне концентраций 1-10 мкг/мл 

 С, мкг/мл 

Антибиотик 0 1 2 4 5 10 

Азитромицин 0 13,7 ± 0,2 15,4 ± 0,2 17,2 ± 0,3 18,0 ± 0,2 20,5 ± 0,2 

Гентамицин 0 12,0 ± 0,2 14,8 ± 0,1 16,8 ± 0,1 22,8 ± 0,2 25,1 ± 0,2 

Доксициклин 0 15,9 ± 0,1 16,3 ± 0,2 19,4 ± 0,2 20,0 ± 0,2 24,8 ± 0,1 

Стрептомицин 0 1,5 ± 1,2 3,0 ± 0,7 4,5 ± 0,4 4,8 ± 1,4 7,8 ± 0,3 

Тетрациклин 0 9,2 ± 0,1 12,0 ± 0,2 13,8 ± 0,1 18,4 ± 0,2 20,2 ± 0,2 

Цефазолин 0 1,0 ± 0,1 2,8 ± 0,1 4,8 ± 0,1 8,0 ± 0,2 10,2 ± 0,2 

Цефепим 0 5,4 ± 0,1 6,0 ± 0,2 6,9 ± 0,1 8,7 ± 0,1 12,7 ± 0,1 

Цефтриаксон 0 6,3 ± 0,1 14,1 ± 0,1 16,8 ± 0,2 19,2 ± 0,1 21,2 ± 0,1 

Цефуроксим 0 0,6 ± 0,2 1,3 ± 0,1 3,2 ± 0,3 8,0 ± 0,2 10,4 ± 0,2 

 

Полученные результаты во всем изученном диапазоне концентраций 

отличались от других антибиотиков для азитромицина, гентамицина, 

доксициклина и тетрациклина. S. aureus 209 Р оказался наиболее 

чувствительным к действию данных ФС, что связано с широким спектром 

действия на бактерии [118]. Из производных 7-АЦК цефепим и цефтриаксон 

характеризовались большими диаметрами зон задержки роста, чем 

цефазолин и цефуроксим, что согласуется с литературными данными и 

связано со спектром антимикробного действия антибиотиков в отношении 

грамотрицательных и грамположительных бактерий [45]. 
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Для обнаружения зависимости между d и концентрациями 

пенициллина G, антибиотик протестирован в диапазоне концентраций 50-200 

мкг/мл. Было выявлено, что исследуемый антимикробный агент ингибировал 

рост бактерий S. aureus 209 P при 50 мкг/мл содержания в лунке с d равным 

2,6 ± 0,2 мм, при 200 мкг/мл – 16 ± 0,3 мм. Что соотносится с имеющимися 

литературными данными и связано с распадом антибиотика в водных 

растворах [101]. 

В ходе проведенных исследований взаимосвязь концентраций 

антибиотиков и их влияния на рост тест-микроорганизмов S. aureus 209 P 

характеризовали полулогарифмической моделью, где значения d 

логарифмировали по натуральному основанию, для получения линейной 

зависимости. Все антибиотики показали линейную прямую (таблица 2) с 

высокой точностью, выраженной коэффициентами достоверности 

аппроксимации (R²). Модели зависимостей характеризовались R² равными от 

0,789 до 0,978. 

Таблица 2 – Математические выражения зависимостей диаметров зон 

задержки роста S. aureus 209 P от концентраций антибиотиков 

Наименование антибиотика Уравнение линейной зависимости R² 

Азитромицин y = 0,0416x + 2,6382 0,907 

Гентамицин y = 0,0789x + 2,5231 0,823 

Доксициклин y = 0,0506x + 2,7234 0,973 

Пенициллин G y = 0,0107x + 0,7597 0,839 

Стрептомицин y = 0,1595x + 0,6155 0,831 

Тетрациклин y = 0,0817x + 2,2898 0,804 

Цефазолин y = 0,1498x + 0,9637 0,789 

Цефепим y = 0,096x + 1,6004 0,978 

Цефтриаксон y = 0,0472x + 2,6212 0,829 

Цефуроксим y = 0,305x - 0,2746 0,789 
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В ходе проведенных исследований с использованием S. aureus 209 P 

для всех антибиотиков получили данные ингибирования роста сопоставимые 

с литературными данными. По результатам диаметров зон были построены 

калибровочные кривые, отражающие зависимость роста S. aureus 209 P от 

концентрации антибиотиков. Эти данные полезны для дальнейшего анализа и 

сопоставления результатов воздействия антибиотиков на рост других 

бактерий. 

Экспериментальные данные с использованием патогенных 

микроорганизмов выявили большой разброс значений повторов, что 

способствует получению ложноположительных и ложноотрицательных 

результатов, что, в свою очередь, негативно сказывается на достоверности 

данных. 

Недостатком способа определения антимикробной активности с 

использованием патогенных микроорганизмов является возможность 

развития резистентности к антибиотикам в процессе проведения 

эксперимента [20]. Длительное воздействие антимикробных агентов на 

штаммы может способствовать мутациям, в результате чего микроорганизмы 

становятся устойчивыми [45]. Это может существенно исказить результаты и 

не позволит получить достоверные данные о качестве антибиотиков. 

Помимо этого, штаммы могут проявлять различную реакцию на разные 

группы антибиотиков, обладая неодинаковой чувствительностью. Поэтому, 

данные, полученные с использованием патогенных микроорганизмов, могут 

быть не полностью достоверными для оценки реального количественного 

содержания [98]. 

 

3.2 Определение антимикробной активности антибиотиков 

методом диффузии в агар с использованием в качестве тест-объектов 

B. subtilis ATCC 6633 

В ГФ РФ XIV издания, помимо S. aureus 209 P, представителями 

грамположительных бактерий являются бактерии рода Bacillus [3]. Bacillus 
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cereus, Bacillus pumilus и Bacillus subtilis – это грамположительные, 

подвижные, спорообразующие, палочковидные бактерии, способные жить 

как с кислородом, так и без него [47, 58]. Помимо этого, микроорганизмы 

имеют схожие фенотипические и генетические признаки [79]. 

Штамм B. subtilis ATCC 6633 широко используется в научных и 

промышленных исследованиях благодаря своим полезным свойствам, таким 

как способность к продуцированию различных ферментов, антибиотиков и 

других биологически активных веществ, а также часто применяется в 

биотехнологии и производстве пищевых добавок [134]. 

Фармакопейная статья рекомендует данный тест-объект для оценки 

амикацина, блеомицетина, ванкомицина, гелиомицина, канамицина B, 

капреомицина, линкомицина, оливомицина, рифампицина, флоримицина, 

цефалексина и цефалотина [3]. Для большинства антибиотиков контрольные 

концентрации, аналогично S. aureus 209 Р, находились в диапазоне 1-10 

мкг/мл. Для ванкомицина, капреомицина, линкомицина эта концентрация 

составила 100 мкг/мл. Поскольку испытуемые антибиотики по химическому 

составу сходны с антибиотиками, контрольные концентрации которых 

находятся в диапазоне от 1 до 10 мкг/мл, бактерии инкубировали с 

антибиотиками аналогичных концентраций. 

В отношении штамма B. subtilis ATCC 6633 гентамицин, стрептомицин, 

тетрациклин, цефазолин, цефепим, цефтриаксон и цефуроксим оказывали 

влияние при Сmin равной 1 мкг/мл. Азитромицин и доксициклин оказывали 

влияние на рост при 2 мкг/мл c d равными 1,2 и 5,7 мм. Цефепим и 

цефтриаксон оказывали меньшее антимикробное действие в отношении 

штамма. Для цефепима и цефтриаксона d зон, равные 1,9 и 2,4 мм, были 

выявлены только при 10 мкг/мл. Результаты представлены в таблице 3. Из 10 

субстанций антибиотиков, исследованных в диапазоне от 1 до 10 мкг/мл, 

пенициллин G, цефепим, цефтриаксон и цефуроксим оказывали слабое 

влияние на рост или не проявляли активность при инкубации с 

B. subtilis ATCC 6633. 
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Таблица 3 – Средние значения диаметров (d, мм) зон задержки роста 

B. subtilis ATCC 6633 в диапазоне концентраций 1-10 мкг/мл 

 С, мкг/мл 

Антибиотик 0 1 2 4 5 10 

Азитромицин 0 0 1,2 ± 1,1 3,9 ± 0,7 4,2 ± 0,9 6,4 ± 0,9 

Гентамицин 0 4,3 ± 0,4 5,4 ± 0,7 6,2 ± 0,7 8,4 ± 1,1 10,3 ± 0,5 

Доксициклин 0 0 5,7 ± 0,9 7,7 ± 0,2 8,6 ± 0,5 9,4 ± 0,99 

Пенициллин G  0 0 0 0 0 

Стрептомицин 0 2,4 ± 1,2 3,1 ± 0,8 7,7 ± 0,6 8,6 ± 0,6 10,3 ± 0,9 

Тетрациклин 0 5,3 ± 0,7 6,4 ± 0,4 7,0 ± 0,7 7,8 ± 0,5 9,3 ± 0,8 

Цефазолин 0 3,3 ± 1,0 3,9 ± 0,7 4,5 ± 0,3 5,3 ± 1,1 6,9 ± 0,6 

Цефепим 0 0 0 0 0 1,9 ± 1,6 

Цефтриаксон 0 0 0 0 0 2,4 ± 2,0 

Цефуроксим 0 0 0 0 0 0 

 

Перечисленные антибиотики, на втором этапе, согласно литературным 

данным, инкубировали в более высоких концентрациях от 50 до 200 мкг/мл 

(таблица 4). 

Таблица 4 – Средние значения диаметров (d, мм) зон задержки роста 

B. subtilis ATCC 6633 в диапазоне концентраций 50-200 мкг/мл 

 С, мкг/мл 

Антибиотик 0 50 100 150 150 200 

Пенициллин G 0 2,5 ± 0,4 4,3 ± 0,9 5,0 ± 0,7 6,9 ± 0,6 7,7 ± 0,7 

Цефепим 0 3,0 ± 1,9 4,6 ± 0,7 6,4 ± 0,6 8,3 ± 0,6 9,0 ± 1,2 

Цефтриаксон 0 6,0 ± 1,4 7,7 ± 1,0 8,6 ± 0,9 9,4 ± 0,8 10,3 ± 1,2 

Цефуроксим 0 5,0 ± 0,5 6,3 ± 1,1 9,0 ± 0,5 11,7 ± 0,8 14,3 ± 0,4 

Пенициллин G, цефепим, цефтриаксон и цефуроксим оказывали 

влияние на рост при 50 мкг/мл. Результаты исследования показали, что 

азитромицин, гентамицин, доксициклин, тетрациклин, цефепим, цефтриаксон 
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и цефуроксим обладали большей чувствительностью к S. aureus 209 Р. При 

этом сходимость результатов, выраженная коэффициентом корреляции 

Пирсона (r-Пирсона), показала значения равные 0,871; 0,962; 0,909; 0,971; 

0,965; 0,834 и 0,907 для азитромицина, гентамицина, доксициклина, 

тетрациклина, цефепима, цефтриаксона и цефуроксима. Стрептомицин и 

цефазолин обладали антибактериальной активностью как к S. aureus 209 Р, 

так и к B. subtilis ATCC 6633 со сходимостью 0,942 и 0,954. 

В ходе проведенных исследований все антибиотики показали 

линейную взаимосвязь по их содержанию в лунке и влиянию на рост тест-

микроорганизмов, логарифмированные по натуральному основанию, с R² 

равными от 0,790 до 0,972 (таблица 5). 

Таблица 5 – Математические выражения зависимостей диаметров зон 

задержки роста B. subtilis ATCC 6633 от концентраций антибиотиков 

Наименование антибиотика Уравнение линейной зависимости R² 

Азитромицин y = 0,2088x + 0,0481 0,790 

Гентамицин y = 0,0935x + 1,4746 0,889 

Доксициклин y = 0,0075x + 2,0937 0,868 

Пенициллин G y = 0,0068x + 0,8058 0,855 

Стрептомицин y = 0,3462x + 0,5112 0,972 

Тетрациклин y = 0,0573x + 1,6989 0,907 

Цефазолин y = 0,0791x + 1,1838 0,954 

Цефепим y = 0,0084x + 0,7566 0,893 

Цефтриаксон y = 0,0032x + 1,7446 0,848 

Цефуроксим y = 0,007x + 1,3523 0,943 

Помимо недостатков, описанных в Главе 3.1, полученные результаты 

выявили, что бактерии B. subtilis ATCC 6633 показали меньшую 

чувствительность к большинству антибиотиков. В связи с чем, антибиотики 

не всегда могут быть обнаружены стандартным методом тестирования с 

использованием патогенных грамположительных бактерий. 
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3.3 Определение антимикробной активности антибиотиков 

методом диффузии в агар с использованием в качестве тест-объектов 

грамотрицательных бактерий E. coli АТСС 25922 

Среди представленных микроорганизмов в ГФ РФ XIV издания лишь 

Pseudomonas aeruginosa является грамотрицательной бактерией, однако она 

характеризуется высокой устойчивостью к действию многих антибиотиков 

[22, 42, 77] и применяется только для контроля качества карбенициллина [3]. 

В свою очередь, в современных исследованиях применяют 

разнообразные модельные микроорганизмы. Среди всего многообразия 

бактерий широкое применение нашли представители видов Bacillus subtilis, 

Mycoplasma genitalium, Salmonella typhimurium и Escherichia coli [58, 124, 

144]. Для определения антимикробной активности антибиотиков методом 

диффузии в агар были выбраны бактерии E. coli, поскольку к данному виду 

грамотрицательных микроорганизмов, наряду с S. typhimurium, относят 

большое количество штаммов, которые безвредны для человека и являются 

частью нормальной микрофлоры кишечника [60]. Штаммы E. coli давно 

используются как модельные микроорганизмы в микробиологических, 

молекулярно-генетических, биотехнологических и других исследованиях 

благодаря своей низкой вирулентности, третьей группы патогенности, 

простоте работы и умеренной генетической пластичности [144]. 

В свою очередь, причиной, как внебольничных, так и госпитальных 

заболеваний разной локализации, в том числе мочевыводящих путей и 

респираторного тракта, являются представители семейства 

Enterobacteriaceae [34, 36, 126], штаммы которых уже более 80 лет служат 

объектом для опытов в различных областях науки. Однако применимость E. 

coli, а в частности стандартизованного штамма АТСС 25922, еще не показана 

для проведения контроля качества антибактериальных субстанций и ЛП на 

их основе. 

Кроме того, для разработки методики определения антимикробной 

активности по измерению изменения интенсивности люминесценции 
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планируется использовать тест-штамм P. leiognathi Sh1, который является 

грамотрицательным [11]. 

В результате исследования 10 антибиотиков различных химических 

структур методом диффузии в агар в отношении E. coli АТСС 25922 для всех 

исследуемых ФС были выявлены зоны задержки роста. Сmin для 

азитромицина, гентамицина, доксициклина, стрептомицина, тетрациклина, 

цефепима, цефтриаксона составила 1 мкг/мл. Данные представлены в 

таблице 6. 

Таблица 6 – Средние значения диаметров (d, мм) зон задержки роста 

E. coli АТСС 25922 в диапазоне концентраций 1-10 мкг/мл 

 С, мкг/мл 

А/б 0 1 2 4 5 10 

1 0 12,0 ± 0,3 15,0 ± 0,3 16,5 ± 0,2 16,9 ± 0,1 19,5 ± 0,2 

2 0 1,2 ± 0,2 3,6 ± 0,2 6,0 ± 0,1 7,2 ± 0,1 8,4 ± 0,2 

3 0 2,6 ± 0,1 4,3 ± 0,1 6,0 ± 0,2 6,8 ± 0,2 8,6 ± 0,2 

4 0 0 0,8 ± 0,5 2,7 ± 0,2 3,0 ± 0,1 4,5 ± 0,2 

5 0 0,9 ± 0,5 3,4 ± 0,2 6,0 ± 0,2 7,7 ± 0,3 10,3 ± 0,2 

6 0 1,8 ± 0,2 2,8 ± 0,2 4,6 ± 0,1 5,5 ± 0,3 6,5 ± 0,1 

7 0 0 0 0 0 0 

8 0 7,4 ± 0,1 9,4 ± 0,1 12,6 ± 0,1 15,4 ± 0,1 22,6 ± 0,2 

9 0 14,0 ± 0,1 15,5 ± 0,1 17,5 ± 0,1 18,8 ± 0,2 21,6 ± 0,2 

10 0 0 0 0 0 0 

Примечание: 1 – азитромицин, 2 – гентамицин, 3 – доксициклин, 4 –

 пенициллин G, 5 – стрептомицин, 6 – тетрациклин, 7 – цефазолин, 8 –

 цефепим, 9 – цефтриаксон, 10 – цефуроксим. 

Пенициллин G оказывал влияние при 2 мкг/мл с d = 0,8 мм и 

характеризовался увеличением зоны до 10,5 мм при 200 мкг/мл содержания в 

пробе (таблица 7). Цефазолин и цефуроксим при 50 мкг/мл вызывали d = 4,3 

и 5,5 мм, а при Cmax = 200 мкг/мл – 10,3 и 18,5 мм соответственно. 
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Таблица 7 – Средние значения диаметров (d, мм) зон задержки роста 

E. coli АТСС 25922 в диапазоне концентраций 50-200 мкг/мл 

 С, мкг/мл 

А/б 0 50 75 100 150 200 

1 0 20,6 ± 0,5 22,0 ± 0,6 25,0 ± 0,5 26,5 ± 0,5 26,9 ± 0,9 

2 0 15,4 ± 0,6 18,9 ± 0,4 20,6 ± 0,7 21,4 ± 0,2 24,0 ± 0,1 

3 0 10,5 ± 0,4 12,0 ± 0,3 12,9 ± 0,8 14,3 ± 1,1 15,4 ± 0,7 

4 0 7,7 ± 0,5 8,5 ± 0,5 9,1 ± 0,6 9,9 ± 0,3 10,5 ± 1,0 

5 0 12,9 ± 0,3 13,4 ± 0,2 16,0 ± 1,0 17,7 ± 0,4 20,3 ± 0,7 

6 0 11,8 ± 0,4 12,4 ± 0,3 13,9 ± 0,5 15,4 ± 0,9 16,3 ± 0,6 

7 0 4,3 ± 0,2 6,0 ± 0,1 7,7 ± 0,1 8,6 ± 0,2 10,3 ± 0,1 

8 0 24,3 ± 0,8 26,0 ± 0,7 27,1 ± 0,5 27,7 ± 0,6 29,7 ± 0,9 

9 0 24,0 ± 0,5 25,7 ± 0,8 29,1 ± 0,7 30,9 ± 0,6 32,4 ± 0,6 

10 0 5,5 ± 0,1 6,4 ± 0,2 8,3 ± 0,2 11,1 ± 0,2 18,5 ± 0,2 

Примечание: 1 – азитромицин, 2 – гентамицин, 3 – доксициклин, 4 –

 пенициллин G, 5 – стрептомицин, 6 – тетрациклин, 7 – цефазолин, 8 –

 цефепим, 9 – цефтриаксон, 10 – цефуроксим. 

В результате сравнения с данными, полученными в отношении 

рекомендованного ГФ РФ XIV издания тест-штамма S. aureus 209 P, было 

выявлено, что цефепим и цефтриаксон активны по отношению к обоим 

тест-объектам, однако E. coli АТСС 25922 оказалась более чувствительна. 

Большая активность цефепима и цефтриаксона в отношении 

грамотрицательных бактерий, среди других производных 7-АЦК, связана с 

широким спектром действия как на грамположительные, так и на 

грамотрицательные бактерии. Особой характеристикой цефепима является 

устойчивость к ферменту цефалоспориназе, присутствующем среди 

представителей семейства Enterobacteriaceae [34]. 

Для сравнения результатов, полученных в отношении S. aureus 209 P и 

E. coli АТСС 25922, рассчитали r-Пирсона. Для цефепима и цефтриаксона 

они составили 0,940 и 0,965 соответственно. Азитромицин и стрептомицин 
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активны в отношении обоих штаммов с высокой корреляцией данных – 0,994 

и 0,973. Гентамицин, доксициклин и тетрациклин создавали меньшие в 

диаметре зоны задержки роста при инкубации с E. coli АТСС 25922, чем S. 

aureus 209 P. Однако, корреляционный анализ с применением с r-Пирсона 

выявил высокую степень сходимости результатов равные 0,907; 0,931 и 0,914 

соответственно. 

Цефазолин и цефуроксим, с преимущественным действием в 

отношении грамположительных бактерий, характеризовались зонами 

задержки роста в диапазоне 1-10 мкг/мл только для S. aureus 209 P. 

Сравнение d двух тест-штаммов под действием цефазолина и цефуроксима 

показали высокую степень сходимости данных и выражались 

коэффициентами 0,948 и 0,883. 

При сравнении влияния пенициллина G на E. coli АТСС 25922 и 

S. aureus 209 P данные показали высокую степень сходимости с r-Пирсона 

равным 0,855. Слабая активность антибиотика в отношении штамма 

E. coli АТСС 25922 может быть связана с ферментативным гидролизом 

β-лактамного кольца производных 6-АПК, который происходит благодаря 

выработке пенициллинацилазы [30]. 

В результате сравнения влияния ФС на тест-штаммы B. subtilis ATCC 

6633 и E. coli АТСС 25922 было выявлено, что азитромицин, доксициклин, 

пенициллин G, цефепим, цефтриаксон и цефуроксим проявляли большую 

активность в отношении альтернативного тест-микроорганизма. Сходимость 

для перечисленных антибиотиков была выражена в r-Пирсона равными 

0,855; 0,975; 0,915; 0,846; 0,844 и 0,982. 

B. subtilis ATCC 6633 и E. coli АТСС 25922 показали чувствительность 

к действию гентамицина, стрептомицина и тетрациклина с коэффициентами 

0,984; 0,978 и 0,970, так как антибиотики характеризуются широким 

спектром действия [69]. Цефазолин создавал меньшие в диаметре зоны 

задержки роста при инкубации с E. coli АТСС 25922, чем с B. subtilis ATCC 
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6633. Однако, корреляционный анализ с применением с r-Пирсона выявил 

высокую степень сходимости результатов равным 0,919. 

Пригодность методики определения антимикробной активности с 

использованием E. coli АТСС 25922 доказывали на основании оценки 

валидационных характеристик. Согласно ГФ, методики количественного 

определения основных действующих веществ подвергают валидации по 

характеристикам: линейность, правильность, аналитическая область и 

внутрилабораторная прецизионность [5]. 

Для всех антибиотиков экспериментально установили зависимости по 

их влиянию на тест-микроорганизмы E. coli АТСС 25922, которые 

характеризовались увеличением зоны задержки роста бактерий при 

увеличении их концентраций в пробе при объеме выборки n = 6. 

Линейность методики подтверждена анализом 6 проб разных 

концентраций содержания антибиотика: в диапазоне от 1 до 10 мкг/мл – для 

азитромицина, гентамицина, доксициклина, стрептомицина, тетрациклина, 

цефепима и цефтриаксона, от 50 до 200 мкг/мл – для пенициллина G, 

цефазолина и цефуроксима. Наибольшие значения R² (0,927-0,990) были 

характерны для пенициллина G, тетрациклина, цефепима, цефтриаксона и 

цефуроксима. Модели линейных зависимостей остальных испытуемых 

антибиотиков характеризовались R² равными 0,805-0,876.  

Математическое выражение для линейной зависимости между 

концентрацией в пробе антибиотика и зонами задержки роста 

E. coli АТСС 25922 было выражено в виде уравнения (таблица 8).  

Линейные уравнения зависимости d от концентраций позволяют 

определять количественное содержание антибиотика в пробе по величине 

отклика аналитического сигнала (d, мм), являющегося «х», в диапазоне 

аналитической области. 

Внутрилабораторная прецизионность определялась путем проведения 

анализа одних диапазонов концентраций в разное время, дни в 6 повторных 

испытаниях для тест-штамма. 
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Таблица 8 – Основные валидационные характеристики результатов 

эксперимента с использованием в качестве тест-объекта E. coli АТСС 25922 

Наименование 

антибиотика 

Уравнение линейной 

зависимости 

R² АО, мкг/мл ВЛП, % 

Азитромицин y = 0,046x + 2,5566 0,805 16,98-51,46 99,9 

Гентамицин y = 0,0148x + 1,7466 0,830 3,66-11,09 99,9 

Доксициклин y = 0,0795x + 1,4126 0,876 5,14-15,58 99,8 

Пенициллин G y = 0,002x + 1,9791 0,945 7,94-24,08 98,9 

Стрептомицин y = 0,1252x + 1,19 0,820 6,37-19,31 99,5 

Тетрациклин y = 0,0022x + 2,3722 0,953 5,34-16,17 99,7 

Цефазолин y = 0,0053x + 1,3488 0,873 106,93-324,03 99,9 

Цефепим y = 0,12x + 1,9976 0,944 4,04-12,25 99,9 

Цефтриаксон y = 0,0462x + 2,6466 0,927 11,40-34,55 99,9 

Цефуроксим y = 0,008x + 1,2848 0,990 93,17-282,33 99,9 

Примечание: R² – коэффициент достоверности аппроксимации, АО –

 аналитическая область, ВЛП – внутрилабораторная прецизионность. 

Относительное стандартное отклонение, выраженное в процентах (%), 

для микробиологических методов не должно превышать 5 % [1]. По 

результатам проведенных исследований параметр показал совпадение 

данных на 97,9-99,9 %, что характеризует надежность анализа. 

Несмотря на то, что S. aureus 209 Р и B. subtilis ATCC 6633 являются 

грамположительными бактериями, данные показали высокую степень 

сходимости результатов с E. coli АТСС 25922. Расчет валидационных 

параметров подтверждают возможность использования грамотрицательного 

тест-штамма для оценки антимикробной активности. 
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3.4 Определение антимикробной активности антибиотиков 

методом диффузии в агар с использованием в качестве тест-объектов 

природного тест-штамма бактерий P. leiognathi Sh1 

Для оценки возможности определения антимикробной активности 

антибиотиков с использованием люминесцентного штамма, а также 

дальнейшей разработки методики по измерению изменения интенсивности 

люминесценции, были проведены следующие исследования. В качестве тест-

микроорганизмов в методе диффузии в агар были использованы 

люминесцентные бактерии Photobacterium leiognathi Sh1, показавшие 

наибольшую активность к антибиотикам [38, 39]. 

В ходе исследования влияния антибиотиков на тест-штамм 

P. leiognathi Sh1 методом диффузии в агар были выявлены зоны задержки 

роста в концентрациях от 1 до 200 мкг/мл для антибиотиков (таблица 8). 

Таблица 9 – Средние значения диаметров (d, мм) зон задержки роста 

P. leiognathi Sh1 в диапазоне концентраций 1-200 мкг/мл 

 0 1 2 4 5 10 50 75 100 150 200 

1 0 0 0 0,9 ± 

1,0 

1,9 ± 

1,6 

5,5 ± 

1,7 

7,4 ± 

0,5 

10,2 ± 

0,5 

12,9 ± 

0,7 

15,6 ± 

0,6 

24,0 ± 

0,9 

2 0 2,4 ± 

1,5 

4,8 ± 

0,7 

7,2 ± 

0,7 

8,6 ± 

0,5 

9,4 ± 

0,2 

11,7 ± 

0,6 

14,0 ± 

1,2 

21,0 ± 

0,8 

22,6 ± 

0,9 

25,0 ± 

0,5 

3 0 6,6 ± 

0,4 

11,0 ± 

0,8 

11,9 ± 

0,8 

12,1 ± 

0,5 

16,8 ± 

0,3 

27,0 ± 

1,1 

33,0 ± 

0,6 

35,8 ± 

0,8 

37,5 ± 

0,7 

39,0 ± 

1,2 

4 0 5,9 ± 

0,7 

6,1 ± 

0,9 

6,5 ± 

0,9 

7,2 ± 

0,96 

10,0 ± 

0,6 

11,7 ± 

0,5 

14,2 ± 

0,4 

16,7 ± 

0,7 

21,6 ± 

0,4 

26,7 ± 

1,7 

5 0 0 0 0 2,7 ± 

1,4 

5,3 ± 

0,7 

6,6 ± 

0,6 

9,3 ± 

0,5 

12,4 ± 

1,8 

14,6 ± 

0,9 

16,7 ± 

0,9 

6 0 4,7 ± 

0,9 

5,8 ± 

0,2 

6,2 ± 

0,9 

7,2 ± 

0,5 

8,1 ± 

0,9 

24,0 ± 

1,2 

25,2 ± 

0,5 

26,4 ± 

0,7 

30,0 ± 

0,7 

31,2 ± 

0,7 

7 0 0 0 0 0 8,0 ± 9,3 ± 12,5 ± 13,3 ± 16,0 ± 18,0 ± 
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0,7 0,4 0,4 0,6 0,7 0,6 

8 0 3,4 ± 

0,6 

5,4 ± 

0,6 

6,6 ± 

1,1 

7,4 ± 

0,6 

12,6 ± 

0,6 

19,5 ± 

0,9 

22,3 ± 

1,1 

24,0 ± 

0,5 

28,5 ± 

0,9 

29,6 ± 

0,9 

9 0 8,0 ± 

0,7 

11,8 ± 

1,6 

17,9 ± 

0,4 

19,1 ± 

0,5 

20,8 ± 

0,9 

21,8 ± 

0,5 

24,9 ± 

0,9 

25,0 ± 

0,7 

27,9 ± 

0,6 

29,1 ± 

1,3 

10 0 0 0 6,0 ± 

0,7 

8,6 ± 

0,7 

15,4 ± 

0,7 

17,0 ± 

0,8 

19,4 ± 

0,8 

20,2 ± 

0,9 

24,4 ± 

0,5 

26,8 ± 

0,3 

Примечание: 1 – азитромицин, 2 – гентамицин, 3 – доксициклин, 4 –

 пенициллин G, 5 – стрептомицин, 6 – тетрациклин, 7 – цефазолин, 8 –

 цефепим, 9 – цефтриаксон, 10 – цефуроксим. 

Для азитромицина и цефуроксима Сmin составила 4 мкг/мл с зонами 

задержки роста равными 0,9 и 6,0 мм. Дальнейшее увеличение содержания в 

пробе антибиотика до Cmax = 200 мкг/мл приводило к увеличению d до 24,0 и 

26,8 мм. Стрептомицин при 5 мкг/мл характеризовался d = 2,7 мм, а 

установленная Cmin для цефазолина равная 10 мкг/мл – 8,0 мм. 

В сравнении с патогенами было выявлено, что различные антибиотики 

обладают разной степенью антимикробной активности к тест-штаммам. 

Некоторые ФС показали более высокую активность против определенных 

штаммов, в то время как другие препараты проявили широкий спектр 

антимикробной активности ко всем объектам. Было обнаружено, что 

P. leiognathi Sh1 более чувствительный к действию пенициллина G. 

Гентамицин был активен в отношении всех исследованных тест-объектов, 

однако S. aureus 209 Р оказался более чувствительным. Доксициклин, в 

сравнении с B. subtilis ATCC 6633 и E. coli АТСС 25922, был более активен в 

отношении люминесцентного штамма, но менее активен к S. aureus 209 Р. 

Тетрациклин показал меньшую активность в отношении B. subtilis ATCC 

6633 и E. coli АТСС 25922. S. aureus 209 Р, в сравнении с люминесцентными 

бактериями, проявил большую чувствительность к антибиотику в низких 

концентрациях, но в больших концентрациях антибиотик образовывал 

меньшие в диаметре зоны задержки роста при инкубации. Азитромицин и 
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стрептомицин оказался менее чувствителен к P. leiognathi Sh1, в сравнении с 

патогенами. 

Производные 7-АЦК, цефепим и цефтриаксон, показали большую 

активность в отношении S. aureus 209 Р, E. coli АТСС 25922 и P. leiognathi 

Sh1, но меньшую активность к B. subtilis ATCC 6633. Цефуроксим, в 

сравнении с B. subtilis ATCC 6633 и E. coli АТСС 25922, был более активен в 

отношении люминесцентного штамма, но менее активен к S. aureus 209 Р. 

Цефазолин оказал большую активность в отношении S. aureus 209 Р и B. 

subtilis ATCC 6633, но меньшее влияние, в сравнении с люминесцентным 

штаммом, к E. coli АТСС 25922. 

В результате сопоставления данных оценки антимикробной активности 

в отношении S. aureus 209 Р и P. leiognathi Sh1 коэффициенты корреляции 

составили 0,804; 0,884; 0,882; 0,942; 0,973; 0,861; 0,937; 0,988; 0,987 и 0,990 

для азитромицина, гентамицина, доксициклина, пенициллина G, 

стрептомицина, тетрациклина, цефазолина, цефепима, цефтриаксона и 

цефуроксима соответственно. r-Пирсона для перечисленных антибиотиков 

между B. subtilis ATCC 6633 и люминесцентным штаммом составили 0,976; 

0,948; 0,937; 0,945; 0,911; 0,944; 0,947; 0,961; 0,813 и 0,880, а между 

грамотрицательными бактериями – E. coli АТСС 25922 и P. leiognathi Sh1 – 

0,790; 0,969; 0,982; 0,919; 0,960; 0,986; 0,945; 0,950; 0,974 и 0,853. 

Пригодность методики определения антимикробной активности 

методом диффузии в агар в отношении P. leiognathi Sh1 доказывали путем 

расчета основных валидационных характеристик методик количественного 

определения основных действующих веществ по параметрам: линейность, 

правильность, аналитическая область и внутрилабораторная прецизионность 

(таблица 10). Линейность и аналитическая область методики определяли 

путем установления зависимости влияния концентраций антибиотиков на 

рост тест-микроорганизмов P. leiognathi Sh1 в 6 пробах. R² находились в 

диапазоне 0,819-0,977. 
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Таблица 10 – Основные валидационные характеристики результатов 

эксперимента с использованием в качестве тест-объекта P. leiognathi Sh1 

Наименование 

антибиотика 

Уравнение 

линейной 

зависимости 

R² АО, мкг/мл ВЛП, % 

Азитромицин y = 0,0072x + 1,729 0,967 17,98-54,47 98,8 

Гентамицин y = 0,0049x + 2,3279 0,819 4,86-14,72 99,2 

Доксициклин y = 0,0544x + 2,2618 0,975 2,09-8,13 99,7 

Пенициллин G y = 0,0601x + 1,682 0,977 8,85-26,82 98,9 

Стрептомицин y = 0,0058x + 1,7638 0,869 12,91-39,37 96,5 

Тетрациклин y = 0,0546x + 1,5987 0,845 2,17-6,57 99,6 

Цефазолин y = 0,004x + 2,1419 0,902 50,59-153,28 99,8 

Цефепим y = 0,1306x + 1,2918 0,923 4,17-12,63 99,5 

Цефтриаксон y = 0,0018x + 3,0383 0,902 5,35-16,21 99,1 

Цефуроксим y = 0,003x + 2,7127 0,975 13,94-42,23 99,6 

Примечание: R² – коэффициент достоверности аппроксимации, АО –

 аналитическая область, ВЛП – внутрилабораторная прецизионность. 

Математическое выражение для азитромицина: y = 0,0072x + 1,729 с 

коэффициентом достоверности аппроксимации (R²) равным 0,967. Что 

позволяет использовать данную методику для количественного определения 

антибиотика в диапазоне концентраций от 17,98 до 54,47 мкг/мл 

(аналитическая область). 

Для определения внутрилабораторной прецизионности был проведен 

анализ одних диапазонов концентраций в разные дни в отношении 

P. leiognathi Sh1. Он включал 6 повторных испытаний и характеризовал 

надежность результатов в совпадении данных более чем 96,5%. 

Анализ результатов позволил обнаружить высокую степень 

сходимости с данными, полученными в отношении фармакопейных 

штаммов, а также грамотрицательных бактерий E. coli АТСС 25922. 

Возможность тестирования антибиотиков на наличие антимикробной 
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активности с использованием природных люминесцентных микроорганизмов 

P. leiognathi Sh1 подтверждена путем расчета основных валидационных 

параметров. 

Люминесцентный штамм продемонстрировал высокую 

чувствительность к действию антибиотиков различного химического 

строения, что позволяет проводить оценку антимикробных свойств с 

использованием фармакопейного метода. Методика позволяет оценивать 

количественное содержание антибиотиков с использованием одного 

универсального тест-объекта, что ускоряет получение результатов и требует 

меньших затрат на исследование. 

Кроме того, преимуществом использования светящихся бактерий 

является возможность использования вместо простейших измерительных 

приборов современных оптических устройств и программы, которые быстро 

и с высокой точностью предоставляют результаты анализа [105]. 

Определение антимикробной активности антибиотиков в отношении 

люминесцентного тест-штамма – современный автоматизированный подход, 

основанный на применении цифрового оборудования для обработки данных. 

В основе нового метода лежит использование специального устройства – 

видеосистемы гель-документирующей "Взгляд" с программным 

обеспечением (Хеликон, Россия). Это позволяет улучшить точность и 

повторяемость эксперимента, а также снизить влияние человеческого 

фактора на получаемые данные. 
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ГЛАВА 4. РАЗРАБОТКА МЕТОДИКИ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 

АНТИМИКРОБНОЙ АКТИВНОСТИ АНТИБИОТИКОВ ПО 

ИЗМЕРЕНИЮ ИЗМЕНЕНИЯ ИНТЕНСИВНОСТИ БАКТЕРИАЛЬНОЙ 

БИОЛЮМИНЕСЦЕНЦИИ 

 

4.1 Определение антимикробной активности антибиотиков по 

измерению изменения интенсивности бактериальной 

биолюминесценции P. leiognathi Sh1 

За основу определения антимикробной активности по измерению 

изменения интенсивности бактериальной биолюминесценции были взяты 

результаты предыдущих исследований [21, 37-39]. 

Методом диффузии в агар было выявлено, что антибиотики оказывают 

влияние на рост в виде зон задержек роста в диапазоне 1-10 мкг/мл. 

В ходе измерения изменения интенсивности бактериальной 

люминесценции тест-штамма P. leiognathi Sh1 под действием испытуемых 

растворов антибиотиков было обнаружено, что азитромицин, гентамицин, 

доксициклин, пенициллин G, стрептомицин, тетрациклин, цефазолин, 

цефепим, цефтриаксон и цефуроксим снижали свечение в концентрациях от 1 

до 10 мкг/мл через 18 часов, что характеризовалось уменьшением величины 

БЛИ при увеличении концентрации антимикробного агента в пробе. 

При 1 мкг/мл содержания антибиотиков в пробе снижение БЛИ на 50% 

наблюдали для пенициллина G, стрептомицина и цефепима. Снижение БЛИ 

на 50% для гентамицина было характерно в концентрации 4 мкг/мл. 

Доксициклин и цефтриаксон при 1 мкг/мл вызывали снижение свечения тест-

штамма до 29,7 и 39,6% от контрольных значений. Дальнейшее увеличение 

концентраций до 10 мкг/мл приводило к 100% снижению люминесценции. 

Азитромицин и тетрациклин в исследуемом диапазоне характеризовались 

100% снижением свечения уже при Cmin = 1 мкг/мл. Для получения 

зависимости БЛИ от концентраций антибиотики были исследованы в 

диапазоне 0,01-1 мкг/мл (рисунок 1). 
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Рисунок 1. Графики зависимости биолюминесцентного индекса 

(БЛИ, %) от концентрации (С, мкг/мл) антибиотиков через 18 часов 
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В результате сравнения данных с фармакопейной методикой 

азитромицин, гентамицин, доксициклин, пенициллин G, стрептомицин, 

тетрациклин, цефазолин, цефепим, цефтриаксон и цефуроксим показали 

сильную обратную корреляционную взаимосвязь с r-Пирсона равными -

0,910; -0,908; -0,937; -0,966; -0,835; -0,890; -0,835; -0,906; -0,988 и -0,878 

соответственно. Что подтверждает возможность использования 

люминесцентных бактерий P. leiognathi Sh1 в качестве тест-объекта для 

определения антимикробной активности антибиотиков по измерению 

изменения интенсивности люминесценции. 

Новая методика определения антимикробной активности представляет 

собой современный автоматизированный подход, основанный на оценке 

результатов с использованием современного оптического оборудования. Он 

позволяет более точно измерять и анализировать результаты, что делает его 

более надежным и эффективным инструментом в научных исследованиях. 

Кроме того, новая методика обладает высокой чувствительностью и 

способностью обнаруживать даже низкие концентрации антибиотиков. Это 

делает его не только полезным инструментом для исследований, но и 

эффективным средством для контроля качества в фармацевтической 

промышленности. 

Метод диффузии в агар имеет свои недостатки. Прежде всего, он 

требует большого количества времени на получение результатов. Кроме того, 

результаты могут быть субъективными и зависеть от опыта и мастерства 

исследователя. В частности, изменения в температуре и влажности могут 

оказывать влияние на результаты и искажать зоны ингибирования [64]. 

Методика определения антимикробной активности по изменению 

интенсивности люминесценции P. leiognathi Sh1, в сравнении с методом 

диффузии в агар, позволила сократить время на проведение исследования, в 

том числе, исключить необходимость длительной подготовки питательных 

сред и инкубирования на них микроорганизмов. 
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Таким образом, новая методика отличается значительной 

экономичностью времени и ресурсов, так как этап подготовки и анализа, в 

сравнении с методом диффузии в агар, не занимает несколько дней, что 

позволяет сосредоточиться на других аспектах исследования. По сравнению 

с методом диффузии в агар, новая методика способствует получению 

высокоточных результатов благодаря использованию современных 

технологий и автоматизации. Методика определения антимикробной 

активности по измерению изменения интенсивности люминесценции тест-

штамма P. leiognathi Sh1 позволяет оценить количественное содержание 

различных антимикробных препаратов, что является важным параметром, 

характеризующим качество лекарственных субстанций антибиотиков. 

 

4.2 Валидация разработанной методики биотестирования 

антибиотиков на наличие антимикробной активности 

Описанные в Главе 4.1 исследования экспериментально показали 

наличие сильной прямой корреляционной взаимосвязи при оценке 

антимикробной активности антибиотиков методом диффузии в агар и по 

измерению изменения интенсивности люминесценции с использованием 

тест-штамма P. leiognathi Sh1. 

Пригодность методики определения антимикробной активности с 

использованием электронно-оптического оборудования по измерению 

изменения интенсивности люминесценции P. leiognathi Sh1 доказывали на 

основании оценки линейности, правильности, аналитической области и 

внутрилабораторной прецизионности, а также расчета предела обнаружения 

и предела количественного определения. 

Для всех антибиотиков экспериментально установили зависимости по 

их влиянию на тест-микроорганизмы P. leiognathi Sh1, которые 

характеризовались увеличением зоны задержки роста бактерий при 

увеличении их концентраций в пробе для выборки n = 10. Для получения 
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линейной зависимости средние значения БЛИ были логарифмированы по 

натуральному основанию. R² составили 0,883-0,996 (таблица 11). 

Таблица 11 – Основные валидационные характеристики результатов 

эксперимента по измерению изменения интенсивности люминесценции 

P. leiognathi Sh1 

Наименование 

антибиотика 

ПО, 

мкг/мл 

ПКО, 

мкг/мл 

Уравнение линейной 

зависимости 

R² АО, 

мкг/мл 

ВЛП, 

% 

Азитромицин 1,52 4,62 y = -3,598x + 3,8463 0,937 1,22-1,83 99,9 

Гентамицин 18,22 55,21 y = -0,4414x + 5,2692 0,883 14,57-21,86 99,6 

Доксициклин 11,44 34,66 y = -0,5649x + 3,9614 0,992 9,15-13,73 99,7 

Пенициллин G 43,17 130,81 y = -0,1639x + 4,1325 0,994 34,53-51,80 99,7 

Стрептомицин 10,01 30,35 y = -0,5125x + 4,2569 0,990 8,01-12,02 99,9 

Тетрациклин 0,93 2,83 y = -9,0035x + 4,5317 0,996 0,75-1,12 99,6 

Цефазолин 49,23 149,19 y = -0,1767x + 4,6207 0,994 39,38-59,08 99,6 

Цефепим 24,95 75,60 y = -0,2729x + 4,048 0,925 19,96-29,94 99,8 

Цефтриаксон 9,81 29,73 y = -0,5042x + 4,1502 0,976 7,85-11,77 99,9 

Цефуроксим 31,69 96,03 y = -0,233x + 4,5409 0,980 25,35-38,03 99,8 

Примечание: ПО – предел обнаружения, ПКО – предел 

количественного определения, R² – коэффициент достоверности 

аппроксимации, АО – аналитическая область, ВЛП – внутрилабораторная 

прецизионность. 

Линейность методики подтверждена анализом 6 проб разных 

концентраций содержания антибиотика в диапазоне от 0,01 до 1 мкг/мл – для 

азитромицина и тетрациклина, от 1 до 10 мкг/мл – для гентамицина, 

доксициклина, пенициллина G, стрептомицина, тетрациклина, цефазолина, 

цефепима, цефтриаксона и цефуроксима. 

Математические выражения, отражающие линейные зависимости 

между концентрациями антибиотиков в пробе и БЛИ, позволяют определять 

количественное содержание антибиотика в пробе. Для азитромицина 
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уравнение имеет следующий вид: y = -3,598x + 3,8463. R² составляет 0,937, 

что говорит о высокой надежности данной методики при количественном 

определении антибиотика в аналитической области от 1,22 до 1,83 мкг/мл. 

Внутрилабораторная прецизионность определялась путем проведения 

анализа одних диапазонов концентраций в разное время, дни в 10 повторных 

испытаниях тест-штамма. По результатам проведенных исследований 

параметр показал совпадение данных на 99,6-99,9 %, что характеризует 

надежность анализа, так как относительное стандартное отклонение не 

должно превышать 5 % [1]. 

 

4.3 Алгоритм выполнения методики определение антимикробной 

активности антибиотиков по измерению изменения интенсивности 

бактериальной биолюминесценции 

Методика определения антимикробной активности антибиотиков по 

измерению изменения интенсивности бактериальной биолюминесценции 

включает подготовку, исследование и получение результатов. 

Подготовка состоит из нескольких этапов. Перед началом тестирования 

необходимо убедиться, что прибор находится в исправном состоянии и готов 

к работе. Для измерения изменения интенсивности бактериальной 

биолюминесценции используют биохемилюминометры, например, БХЛ-06 

(НПО «Биофармавтоматика», Россия) или LumiShot (ООО «НПП 

«Прикладные биосистемы», Россия). Оборудование предварительно 

необходимо прогреть для получения более точных результатов. 

Следующий этап – подготовка образцов, включающий приготовление 

растворителя, тест-микроорганизмов и испытуемых растворов антибиотиков. 

Растворителем для исследования выступает 3% раствор натрия 

хлорида. Для его приготовления необходимо растворить соль в 

дистиллированной воде в соотношении 3 г к 100 мл. 

Подготовка тест-штамма к исследованию представляет собой посев 

микроорганизмов в бульон за 16-18 часов до исследования. Культивируют 
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бактерии в термостате при 25 ºС [28] для P. leiognathi Sh1. По окончании 

инкубации наличие роста бактерий определяют визуально по помутнению 

жидкой питательной среды в проходящем свете, по образованию осадка 

оседающих бактерий или по наличию видимого в темноте свечения в сине-

зеленой области света [11], возникающего за счет протекающей 

ферментативной реакции, катализируемой люциферазой [21]. Далее готовят 

бактериальную суспензию (БС) путем разбавления 1:50 ночной культуры 

тест-штамма микроорганизмов. 

Для приготовления испытуемых растворов сухой порошок ФС 

антибиотика отвешивают в массе 10 мг на электронных весах 2-го класса 

точности и растворяют в растворителе. Эппендорф с полученным раствором 

энергично встряхивают вручную или с использованием вортекса до 

растворения субстанции. Из основного раствора готовят испытуемые пробы 

антибиотиков. 

Для оценки интенсивности люминесценции, перед началом измерения, 

необходимо внести в кюветы люминометра, с растворами антибиотиков и 

контролем, бактериальную суспензию. Объем БС для биохемилюминометра 

БХЛ-06 составляет 50 мкл, а общий объем пробы в кювете – 1000 мкл. 

Перед внесением кювет в прибор растворы перемешивали с помощью 

вортекса. Антимикробную активность оценивали через 15 и 30 мин, что 

характеризует острую токсичность, и через 24 часа. Измерения необходимо 

выполнять не менее чем в 3 повторах для каждой концентрации. В процессе 

измерения результаты фиксируют в файле Excel для дальнейшей обработки. 

По окончании анализа, необходимо сохранить полученные данные для 

последующей обработки и интерпретации, а также очистить и подготовить 

прибор и используемую посуду к следующему анализу. 

Для оценки активности ФС рассчитывают индекс биолюминесценции 

по формуле: БЛИ = Ii/I0 × 100%, где где Ii – интенсивность люминесценции 

бактерий в контроле, I0 – интенсивность свечения бактерий в опытной 

пробе [21]. После получения результатов данные обрабатывают согласно 
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ОФС.1.1.0014.15 «Статистическая обработка результатов определения 

специфической фармакологической активности лекарственных средств 

биологическими методами» [5]. 

 

4.4 Разработка проекта общей фармакопейной статьи 

«Определение антимикробной активности антибиотиков по измерению 

изменения интенсивности бактериальной биолюминесценции тест-

штамма» 

Настоящая фармакопейная статья может использоваться для 

определения антимикробной активности, контроля качества, 

количественного определения лекарственных субстанций антибиотиков и их 

препаратов. 

Определение антимикробной активности антибиотиков основано на 

измерении снижения интенсивности люминесценции, связанной с 

угнетением роста микроорганизмов, под действием концентраций 

испытуемых веществ. Активность веществ оценивают путем расчета 

биолюминесцентного индекса (БЛИ), который рассчитывают по формуле: 

БЛИ = Ii / I0 × 100%, где Ii – интенсивность люминесценции бактерий в 

контроле, I0 – интенсивность свечения бактерий в опытной пробе. Значения 

испытуемых концентраций антибиотиков должны соответствовать БЛИ 

стандартного образца. 

Антимикробная активность антибиотиков выражается мкг на единицу 

объема антибиотика. 

Для метода диффузии в агар используют стандартные образцы, 

активность которых подтверждена международными биологическими и 

химическими стандартами. Антимикробную активность стандартных 

образцов антибиотиков, не имеющих аналогов в международной коллекции 

стандартов, рассчитывают также на основании показателей качества, 

установленных физико–химическими методами. Стандартные образцы 

антибиотиков хранятся и используются в соответствии с рекомендациями, 
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указанными на этикетке стандартного образца. 

Методика испытания 

Перед началом тестирования необходимо убедиться, что прибор 

находится в исправном состоянии и готов к работе. Для измерения изменения 

интенсивности бактериальной биолюминесценции используют 

биохемилюминометр БХЛ-06 (НПО «Биофармавтоматика», Н. Новгород, 

Россия), LumiShot (ООО «НПП «Прикладные биосистемы», Россия) и др. 

приборы, фиксирующие свечение бактерий. Оборудование предварительно 

необходимо прогреть для получения более точных результатов. 

Основные растворы стандартных и испытуемых образцов готовят в 

стерильных растворителях с концентрацией 10 мг/мл. Полученный раствор 

перемешивают с использованием вортекса в течении 30 сек, для 

порошкообразных образцов – до растворения. Затем из основных растворов 

готовят рабочие испытуемые и стандартные образцы. 

В кюветы биохемилюминометра БХЛ-06 или другого 

соответствующего прибора вносят приготовленные растворы антибиотиков с 

конечными концентрациями в пробе, с учетом объема бактериальной 

суспензии, равными испытуемым. В образцы стандартных и испытуемых 

растворов добавляют 50 мкл бактериальной суспензии. Общий объем проб 

составляет 1 мл. Контрольный образец включает 50 мкл бактериальной 

суспензии и 950 мкл раствора натрия хлорида. Перед внесением кювет в 

прибор растворы перемешивают с помощью вортекса или другого 

соответствующего прибора, для предупреждения оседания бактериальных 

клеток. Интенсивность люминесценции оценивают через 15, 30 мин 

(экспресс-анализ подлинности антибиотиков) или 18 часов (количественное 

определение не менее чем в 3 повторах для испытуемых образцов. 

Измерение интенсивности свечения тест-бактерий под действием 

растворов антибиотиков регистрируют с помощью электронно-оптической 

техники, фиксирующих бактериальную биолюминесценцию тест-штаммов 
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(например, биохемилюминометра БХЛ-06 (НПО «Биофармавтоматика», 

Россия), LumiShot (ООО «НПП «Прикладные биосистемы», Россия) и др.). 

Расчет антимикробной активности испытуемых образцов по 

стандартной кривой может быть проведен путем непосредственного расчета 

с использованием уравнения графической прямой или вычисления 

коэффициента корреляции Пирсона (r-Пирсона). 

Таблица 1 – Условия для биологического определения активности 

антибиотиков 

Наименование 

антибиотика 

Концентрация 

основного 

раствора, мг/мл 

Концентрация 

антибиотика, 

ингибирующая 

50% 

люминесценции, 

мкг/мл 

Рекомендуемый 

диапазон 

концентраций, 

мкг/мл 

Азитромицин 1 0,03 0,01-1 

Гентамицин 10 3,05 1-10 

Доксициклин 10 0,20 0,01-1 

Пенициллин G 10 1,35 1-10 

Стрептомицин 10 0,34 0,02-5 

Тетрациклин 1 0,05 0,01-1 

Цефазолин 10 3,70 1-10 

Цефепим 10 1,11 1-10 

Цефтриаксон 10 0,43 0,5-10 

Цефуроксим 10 2,65 1-10 

Определение антимикробной активности антибиотиков путем 

непосредственного расчета с использованием уравнения графической 

прямой 

Для проведения испытания готовят растворы стандартного и 

испытуемого образцов. Концентрации растворов должны быть близки к 
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контрольным концентрациям растворов стандартных образцов, указанных в 

таблице 1. 

Все растворы стандартного и испытуемого образцов вносят в кюветы 

люминометра. Для обеспечения статистической достоверности результатов 

рекомендуется готовить растворы испытуемого образца в трех повторах. 

Непосредственно перед измерением вносят бактериальную суспензию. 

Расчет активности и дисперсионный анализ по стандартной кривой, 

путем непосредственного расчета с использованием уравнения графической 

прямой, осуществляют в соответствии со статьей ОФС «Статистическая 

обработка результатов определения специфической фармакологической 

активности лекарственных средств биологическими методами». 

Результаты измерений представляют в виде биолюминесцентного 

индекса, измеряемого в процентах (БЛИ, %) и вычисляемого по формуле: 

БЛИ = Ii/I0 × 100%, где где Ii – интенсивность люминесценции бактерий в 

опытной пробе, I0 – интенсивность свечения бактерий в контроле. 

Взаимосвязь между БЛИ и концентрациями антибиотиков должна быть 

представлена в виде прямой, аналогичной стандартным образцам, в виде 

линейной или экспоненциальной, во всем диапазоне исследованных 

концентрациях. 

Определение антимикробной активности антибиотиков путем 

вычисления коэффициента корреляции Пирсона (r-Пирсона) 

Для проведения испытания готовят растворы стандартного и 

испытуемого образцов. Концентрации растворов должны быть близки к 

контрольным концентрациям растворов стандартных образцов, указанных в 

таблице 1. 

Все растворы стандартного и испытуемого образцов вносят в кюветы 

люминометра. Для обеспечения статистической достоверности результатов 

рекомендуется готовить растворы испытуемого образца в трех повторах. 

Непосредственно перед измерением вносят бактериальную суспензию. 
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Результаты измерений представляют в виде биолюминесцентного 

индекса, измеряемого в процентах (БЛИ, %) и вычисляемого по формуле: 

БЛИ = Ii/I0 × 100%, где где Ii – интенсивность люминесценции бактерий в 

опытной пробе, I0 – интенсивность свечения бактерий в контроле. 

Взаимосвязь между БЛИ стандартного и испытуемого образцов 

антибиотиков доказывают путем расчета r-Пирсона по формуле: 

 

где n — число статистических наблюдений, x и y — случайные 

переменные.  

Значения коэффициента корреляции всегда расположены в диапазоне 

от -1 до 1 и интерпретируются следующим образом: если коэффициент 

корреляции близок к 1, то между переменными наблюдается положительная 

корреляция. 

Расчет антимикробной активности испытуемого образца путем 

непосредственного расчета с использованием уравнения графической 

прямой 

Пример. Определение антимикробной активности по измерению 

изменению интенсивности бактериальной биолюминесценции тест-штамма 

P. leiognathi Sh1 под действием рабочих концентраций гентамицина. 

Антибиотик оказывал влияние в диапазоне концентраций через 18 часов от 1 

до 10 мкг/мл. Для испытуемого образца значения БЛИ составили от 100 до 

1,5 %, а для стандартного образца – от 100 до 2,3 %. 

Линейные зависимости между концентрациями испытуемого и 

стандартного образцов антибиотиков и величинами зон задержки роста 

показаны на графике 1. 
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Таблица 1 – Значения интенсивности люминесценции тест-штамма 

P. leiognathi Sh1 под действием гентамицина через 18 часов. 

 Исcледуемый 

образец 

Стандартный 

образец 

Концентрация, мкг/мл Iiср БЛИ, % Ii БЛИ, % 

0 132,3 100 128 100 

1 96,4 72,9 96 75 

2 85,2 64,4 85 66,4 

4 77,6 58,7 78 60,9 

5 53,7 40,6 54 42,2 

10 2,0 1,5 3 2,3 

 

График 1. Градуировочная зависимость БЛИ от концентраций для 

стандартного образца гентамицина. 

Полученное математическое уравнение для зависимости БЛИ от 

концентраций позволяет определять содержание антибиотика в пробе по 

величине отклика аналитического сигнала, являющегося «х» в уравнении. 

Если для линейного уравнения y = -8,9724х + 90,699 интенсивность 

свечения в % опытного образца составляет 50 в сравнении с контролем, то 

концентрация антибиотика будет составлять около 4,54 мкг/мл. 
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Расчет антимикробной активности испытуемого образца путем 

вычисления коэффициента корреляции Пирсона (r-Пирсона) 

Пример. Определение антимикробной активности по измерению 

изменению интенсивности бактериальной биолюминесценции тест-штамма 

P. leiognathi Sh1 под действием рабочих концентраций гентамицина. 

Антибиотик оказывал влияние в диапазоне концентраций через 18 часов от 1 

до 10 мкг/мл. Для испытуемого образца значения БЛИ составили от 100 до 

1,5 %, а для стандартного образца – от 100 до 2,3 %. 

Таблица 1 – Значения интенсивности люминесценции тест-штамма 

P. leiognathi Sh1 под действием гентамицина через 18 часов. 

 Исcледуемый 

образец 

Стандартный 

образец 

Концентрация, мкг/мл Iiср БЛИ, % Ii БЛИ, % 

0 132,3 100 128 100 

1 96,4 72,9 96 75 

2 85,2 64,4 85 66,4 

4 77,6 58,7 78 60,9 

5 53,7 40,6 54 42,2 

10 2,0 1,5 3 2,3 

Наличие сходимости значений доказывают в результате расчета 

коэффициента корреляции Пирсона. Для доксициклина r составил 0,99, что 

говорит о высокой степени сходимости результатов и подтверждает 

антимикробные свойства и качество испытуемого образца. 

Условия культивирования биолюминесцентного тест-штамма, 

используемого для определения антимикробной активности 

антибиотиков 

Для культивирования биолюминесцентных тест-штаммов используют 

питательные среды следующего состава: натрия хлорид, натрия 

гидрофосфат, калия дигидроортофосфат, сульфат магния, глицерин, 

дрожжевой экстракт. Твердые питательные среды готовят с добавлением 
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агара. Рекомендуется использовать Nutrient agar M001-500G (Himedia, Индия, 

lot: 0000387742), которые представляют собой высушенные и измельченные 

до порошкообразного состояния готовые питательные среды. 

Преимуществами сухих питательных сред является простота изготовления 

сред для тестирования, а также стандартность состава и условий 

изготовления. В состав среды Nutrient agar M001-500G входит:  

– пептический перевар животной ткани: 5,00 г/л; 

– мясной экстракт: 1,50 г/л; 

– дрожжевой экстракт: 1,50 г/л; 

– натрия хлорид: 5,00 г/л; 

– агар-агар: г/л. 

Согласно инструкции, порошок растворяют в дистиллированной воде в 

соотношении 28,0 грамм к 1 литру. Для культивирования P. leiognathi Sh1 в 

питательные среды добавляют натрия хлорид в количестве 3% 

соответственно от общего объема, что является оптимальным условием для 

достижения максимальной интенсивности свечения данного тест-штамма. 

Полученный мутный раствор перемешивают вручную или механическим 

способом с использованием орбитального шейкера Biosan со скоростью 180 

об/мин и нагревают до кипения на водяной бане. Готовый светло-янтарный 

прозрачный раствор стерилизуют кипячением 2-3 дня или 

автоклавированием при 1,1 атм в течение 15 минут. Полученную стерильную 

расплавленную питательную среду разливают в стерильные чашки Петри. 

В качестве готовых сухих порошков для бульона используют Nutrient 

Broth M002-500G (Himedia, Индия, lot: 0000387742). 13,0 грамм порошка 

растворяют в 1000 мл воды дистиллированной, добавляют натрия хлорид с 

содержанием 3% для природного тест-штамма. Приготовленный раствор 

стерилизуют, аналогичным для твердой питательной среды способом, 

кипячением или в автоклаве. Готовые жидкие питательные среды разливают 

в стерильном боксе во флаконы. 
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Культивируют бактерии в термостатах, в подходящих для 

микроорганизмов условиях, при температуре 25 ºС для P. leiognathi Sh1 до 

18-20 часов. 

По окончании инкубации наличие роста микроорганизмов определяют 

визуально по помутнению питательной среды в проходящем свете или 

наличию роста в виде осадка. Помимо этого, показателем служит также 

наличие видимого в темноте свечения в сине-зеленой области света, 

возникающего за счет протекающей ферментативной реакции, 

катализируемой люциферазой. Одной из важнейших характеристик при их 

идентификации природного люминесцентного штамма P. leiognathi Sh1 

являются значения оптической плотности (0,61) и удельного свечения 

(8,09*10
-5

 мВ/кл). 

Для определения антимикробной активности тест-микробы высевают в 

бульон, затем через 18–20 ч инкубации при температуре 25 
0
С. После 

культивирования оценивают морфологические свойства выращенных 

микроорганизмов на поверхности агара. Природные штаммы 

биолюминесцентных бактерий P. leiognathi Sh1 должны представлять собой 

слизистой консистенцией клетки круглой формой, диаметр которых 

составляет 1,3 мм. 

Питательные среды и растворители 

В таблице 2 представлен состав сред, используемых для 

культивирования и исследования антимикробных свойств. 

Таблица 2 – Состав питательных сред для выращивания 

тест-микроорганизмов и определения активности антибиотиков. 

P. leiognathi Sh1 

Жидкая питательная среда Твердая питательная среда 

NaCl 30,0 NaCl 30,0 

Na2HPO4 7,0 Na2HPO4 7,0 

KH2PO4 1,0 KH2PO4 1,0 
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(NH4)2HPO4 0,5 (NH4)2HPO4 0,5 

MgSO4 0,1 MgSO4 0,1 

глицерин 3,0 мл глицерин 3,0 мл 

дрожжевой экстракт 0,5 дрожжевой экстракт 0,5 

пептон 5,0 пептон 5,0 

дистиллированная вода 1,0 л дистиллированная вода 1,0 л 

  агар 15,0 

рН 7,2 рН 7,2 

Для приготовления сред используют Nutrient agar M001-500G (Himedia, 

Индия, lot: 0000387742), состав среды Nutrient agar M001-500G входит: 

– пептический перевар животной ткани: 5,00 г/л; 

– мясной экстракт: 1,50 г/л; 

– дрожжевой экстракт: 1,50 г/л; 

– натрия хлорид: 5,00 г/л; 

– агар-агар: г/л. 

Приготовление сред на основе Nutrient agar M001-500G для P. 

leiognathi Sh1 требует добавление 2,5 г натрия хлорида на 100 мл среды, что 

является оптимальным условием для культивирования и достижения 

максимального свечения микроорганизмов. 

Методика приготовления состоит в следующем: 28,0 грамм сухого 

порошка растворяют в 1 литре дистиллированной воды. Для 

культивирования P. leiognathi Sh1 в питательные среды добавляют 25 г 

натрия хлорида. Полученный мутный раствор перемешивают вручную или 

механическим способом с использованием орбитального шейкера Biosan со 

скоростью 180 об/мин и нагревают до кипения на водяной бане. Готовый 

светло-янтарный прозрачный раствор стерилизуют кипячением 2-3 дня или 

автоклавированием при 1,1 атм в течение 15 минут. Полученный стерильный 

расплавленный агар разливают в стерильные чашки Петри и используют для 

культивирования микроорганизмов или определения антимикробной 

активности методом диффузии в агар. В случае необходимости определяют 



71 
 

рН сред потенциометрическим методом со стеклянными электродами или 

колориметрически. Устанавливают рН хлористоводородной кислотой или 

раствором натрия гидроксида. 

Хранение культур биолюминесцентных тест-микроорганизмов. 

Тест-штаммы микроорганизмов хранят в герметично обмотанных 

пленкой Парафильм М (50 мм x 75 мм, PCGroup) чашках Петри на 

соответствующих плотных питательных средах не более 14 сут при 

температуре от 4 до 10 °С, после чего пересевают на свежую питательную 

среду. Рекомендательными условиями хранения являются «обновление» 

культур на чашки каждые 2 недели и специальных «музеев» для длительного 

хранения – раз в 1 год. 
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ВЫВОДЫ 

 

Таким образом, проведенное исследование по разработке методик 

оценки антимикробной активности с использованием природных 

биолюминесцентных бактерий позволило сделать следующие общие выводы: 

1. Изучена антимикробная активность антибиотиков методом 

диффузии в агар с использованием в качестве объектов рекомендованных ГФ 

тест-штаммов микроорганизмов – S. aureus 209 Р, B. subtilis ATCC 6633. 

Было выявлено, что исследования с использованием патогенных 

микроорганизмов показали большой разброс значений повторов, что 

приводит к отклонению достоверности полученных данных. 

2. Впервые обосновано использование грамотрицательного штамма 

E. coli АТСС 25922 как тест-микроорганизма для определения 

антимикробной активности методом диффузии в агар. Сильную степень 

корреляционной взаимосвязи показали результаты оценки антимикробной 

активности антибиотиков, полученные методом диффузии в агар, в 

отношении S. aureus 209 Р и E. coli АТСС 25922 – в пределах от 0,917 до 

0,995, в отношении B. subtilis ATCC 6633 и E. coli АТСС 25922 – от 0,912 до 

0,996. Для всех антибиотиков экспериментально установили диапазоны 

концентраций выявления диаметров зон задержки роста штамма, а также 

рассчитаны валидационные параметры методики.  

3. Впервые изучена антимикробная активность 10 антибиотиков 

методом диффузии в агар с использованием в качестве тест-объектов 

биолюминесцентных бактерий Азовского моря P. leiognathi Sh1. Доказана 

возможность применения люминесцентного тест-штамма P. leiognathi Sh1 

для определения антимикробной активности антибиотиков методом 

диффузии в агара на основании высокой степени сходимости полученных 

результатов между зонами задержки роста для S. aureus 209 Р, B. subtilis 

ATCC 6633, E. coli АТСС 25922 и P. leiognathi Sh1 с коэффициентами 

корреляции Пирсона от 0,790 до 0,990. Люминесцентный штамм 
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продемонстрировал высокую чувствительность к действию антибиотиков 

различного химического строения, что позволяет проводить оценку 

антимикробных свойств с использованием фармакопейного метода и 

оценивать количественное содержание антибиотиков с использованием 

одного универсального тест-объекта. Кроме того, преимуществом 

использования светящихся бактерий является возможность использования 

вместо простейших измерительных приборов современных оптических 

устройств и программы, которые быстро и с высокой точностью 

предоставляют результаты анализа. 

4. Впервые оценена антимикробная активность антибиотиков в 

отношении биолюминесцентного природного тест-штамма P. leiognathi Sh1 

по изменению интенсивности люминесценции. Выявлена обратная сильная 

корреляционная взаимосвязь с r-Пирсона от -0,835 до -0,986 при сравнении 

результатов анализа двух методов по оценке антимикробной активности 

антибиотиков с применением люминесцентного тест-штамма 

P. leiognathi Sh1, демонстрирующая возможность применения методики по 

изменению БЛИ для оценки антимикробного действия. Методика 

определения антимикробной активности по изменению интенсивности 

люминесценции в сравнении с методом диффузии в агар позволила 

сократить время на проведение исследования, в том числе, исключить 

необходимость длительной подготовки питательных сред и инкубирования 

на них микроорганизмов. 

5. Впервые разработана методика оценки антимикробной 

активности антибиотиков с использованием биолюминесцентного тест-

штамма бактерий. Рассчитаны валидационные параметры методики 

определения антимикробной активности антибиотиков по измерению 

изменения интенсивности люминесценции: предел обнаружения, предел 

количественного определения, аналитическая область, линейность, 

правильность и промежуточную (внутрилабораторную) прецизионность, 

показывающие ее пригодность. 
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6. Разработан проект общей фармакопейной статьи «Определение 

антимикробной активности антибиотиков по изменению интенсивности 

бактериальной биолюминесценции тест-штамма». 

Перспективы дальнейшей разработки темы. Разработанная 

методика определения антимикробной активности антибиотиков по 

изменению интенсивности бактериальной биолюминесценции тест-штамма 

P. leiognathi Sh1 может быть использована для определения антимикробной 

активности у антибиотиков, известных фармацевтических субстанций не 

антибиотиков и вновь синтезируемых соединений, а также скрининга 

синтезируемых веществ и мониторинга загрязнения окружающей среды 

веществами с выраженными антимикробными свойствами.  
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

В настоящем отчете о НИР применяют следующие сокращения и 

обозначения: 

С – концентрация. 

CLSI – Clinical and Laboratory Standards Institute – Институт 

клинических и лабораторных стандартов. 

Сmin – минимально исследованная концентрация. 

Cmax – максимально исследованная концентрация. 

d – диаметр зон задержки роста микроорганизмов. 

EUCAST – European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing – 

Европейский комитет по определению чувствительности к антимикробным 

препаратам. 

рН – водородный показатель. 

R
2
 – коэффициент достоверности аппроксимации. 

6-АПК – производные 6-аминопенициллановой кислоты. 

7-АЦК – производные 7-аминоцефалоспорановой кислоты. 

АГ – производные аминогликозидов. 

АО – аналитическая область. 

БЛИ – биолюминесцентный индекс. 

БХЛ-06 – биохемилюминометр. 

ВЛП – внутрилабораторная прецизионность. 

ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография. 

ГФ – Государственная Фармакопея. 

ЕД – единицы действия. 

КФУ – Крымский федеральный университет. 

Л-БАТ – лаборатория биохемилюминесцентных аналитических 

технологий. 

ЛП – лекарственный препарат. 

мг – объем миллиграмм. 

МИК – минимально ингибирующая концентрация. 



76 
 

МИК-50 – минимальная концентрация антибиотика, при которой 

подавляется рост бактерий на 50%. 

МИК-90 – минимальная концентрация антибиотика, при которой 

подавляется рост бактерий на 90%. 

мкг – объем микрограмм. 

мкл – объем в микролитрах. 

ОФС – общая фармакопейная статья. 

ПК – пороговая концентрация. 

ПКО – предел количественного определения. 

ПО – предел обнаружения. 

ПС – питательная среда. 

РФ – Российская Федерация. 

ФГАОУ ВО – Федеральное государственное автономное 

образовательное учреждение высшего образования. 

ФС – фармацевтическая субстанция. 

ЭК50 – полумаксимальная эффективная концентрация. 
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