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Методологические подходы к определению чувствительности штаммов 
Salmonella к фторхинолонам

Егорова С.А.1, Кафтырева Л.А.1,2

1 ФБУН «Санкт-Петербургский НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Пастера» Роспотребнадзора, Санкт-Петербург, Россия
2 ФГБОУ ВО «Северо-Западный государственный медицинский университет им. И.И. Мечникова» Минздрава России, Санкт-Петербург, Россия

Цель. Оценить эффективность различных подходов к определению чувствительности штаммов 
Salmonella, включая S. typhi, к фторхинолонам, учитывая молекулярные механизмы резистентности. 
Материалы и методы. Сравнили значения МПК ципрофлоксацина с диаметрами зон подавле­
ния роста вокруг диска с пефлоксацином, 5 мкг (310 штаммов) и налидиксовой кислотой, 30 мкг 
(420 штаммов). МПК ципрофлоксацина определяли методами градиентной диффузии и последова­
тельных разведений в бульоне. Использовали агар и бульон Мюллера – Хинтон, диски и полоски 
с антибиотиками производства Oxoid (Великобритания). Изучили молекулярные механизмы рези­
стентности к хинолонам у 19 штаммов. Характер мутаций в QRDR-регионе генов gyrA, gyrB, parC 
и parЕ и наличие генов, ассоциированных с плазмидами (qnr, aac-(6’)-1b и др.), оценили путем ана­
лиза последовательностей, полученных методом полногеномного секвенирования с использова­
нием сервиса ResFinder биоинформационной платформы Center of Genomic Epidemiology. Геномные  
ДНК-библиотеки готовили с использованием набора реагентов MiSeq Nextera XT Library Preparation 
Kit (Illumina, США). Секвенирование проводили на приборе MiSeq (Illumina, США) с набором реа­
гентов MiSeq Reagent Kit v3 600 cycles (Illumina, США). Сборку и анализ геномов проводили с по­
мощью CLC Genomics Workbench 8.0 (QIAGEN, США).
Результаты. Несмотря на высокую конкордантность МПК ципрофлоксацина и результатов скринин­
говых тестов с дисками пефлоксацина (совпадение категории чувствительности для 96,5% штам­
мов) и налидиксовой кислотой (совпадение для 98,1% штаммов), результаты, полученные для не­
которых устойчивых штаммов, противоречили друг другу, что создало вероятность ошибочной 
категоризации штамма при тестировании одним методом. Расхождение результатов было получено 
в 19 случаях сравнения, причем в 3 случаях оно имело объективную причину, а именно наличие у 
штаммов «парадоксального» фенотипа устойчивости, обусловленного плазмидным механизмом (ген 
qnrS). Остальные расхождения наблюдались в том случае, если полученные значения являлись по­
граничными: МПК ципрофлоксацина – 0,06 мг/л, диаметр зоны подавления роста для пефлокса­
цина – 24 мм. Повторное тестирование штаммов выявило колебания значений вокруг погранич­
ного: МПК – 0,06–0,12 мг/л, диаметр – 23–25 мм.
Выводы. При определении чувствительности штаммов Salmonella к фторхинолонам целесообразно 
ввести категорию «Зона технической неопределенности»: МПК ципрофлоксацина – 0,06 мг/л, диа­
пазон диаметра зоны подавления роста для пефлоксацина – 23–25 мм. При проведении скрининга 
диско-диффузионным методом необходимо использовать пефлоксацин и налидиксовую кислоту.
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Эл. почта: egorova72@mail.ru
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Objective. To evaluate effectiveness of the various approaches to fluoroquinolone susceptibility testing of 
Salmonella, including S. typhi, taking into account molecular resistance mechanisms.
Materials and methods. The MIC values of ciprofloxacin were compared with the inhibition zone for 
pefloxacin disc, 5 mg (310 isolates) and nalidixic acid, 30 mg (420 isolates). MIC of ciprofloxacin was 
determined by gradient diffusion test and broth microdilution method. Muller – Hinton agar and Muller – 
Hinton broth, antibiotic discs and MICE-tests (Oxoid, UK) were used. Chromosomal mutations in QRDR 
of gyrA, gyrB, parC, and parE genes and plasmid-mediated quinolone resistance genes (qnr, aac-(6’)-1b 
etc.) were detected in 19 Salmonella isolates by analysis using ResFinder service (Center of Genomic 
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Epidemiology). Genomic DNA libraries were prepared using the MiSeq Nextera XT Library Preparation 
Kit (Illumina, USA). WGS was performed on MiSeq (Illumina, USA) with MiSeq Reagent Kit v3 600 
cycles (Illumina, USA). Genome assembly and analysis were performed using CLC Genomics Workbench 
8.0 (Qiagen, USA).
Results. Despite the high concordance of ciprofloxacin MIC values and the results of disc diffusion 
screening with pefloxacin (96.5% of isolates) and nalidixic acid (98.1% of isolates), the results obtained 
for some resistant isolates were inconsistent. When those isolates were tested by a single method, there 
was a possibility of incorrect susceptibility categorization. Discordant results were obtained for 19 isolates 
and had the objective reason (paradoxical resistance phenotype due to the plasmid-mediated resistance, 
qnrS) in 3 cases. Other discrepancies were noted when the values were equal to the clinical breakpoints: 
ciprofloxacin MIC – 0.06 mg/l, inhibition zone for pefloxacin – 24 mm. Repeated testing revealed the 
variations around the clinical breakpoints: the MIC values of 0.06–0.12 mg/l, and inhibition zone of 23 
to 25 mm.
Conclusions. When performing fluoroquinolone susceptibility testing of Salmonella, it is reasonable to add 
the category “Area of Technical Uncertainty”: ciprofloxacin MIC value of 0.06 mg/l, and inhibition zone 
for pefloxacin of 23 to 25 mm. Two discs (pefloxacin and nalidixic acid) should be used for fluoroquinolone 
resistance screening by disk diffusion method.

Введение

Фторхинолоны являются препаратами выбора при 
лечении тяжелых форм сальмонеллезных инфекций, 
включая брюшной тиф. В то же время, по данным раз­
личных авторов, в Российской Федерации доля штаммов 
Salmonella, устойчивых к этому классу антимикробных 
препаратов (АМП) достигает 50–70% [1–4]. У штаммов 
Salmonella описаны хромосомные и плазмидоопосредо­
ванные механизмы устойчивости к хинолонам. Основным 
механизмом является модификация мишени вследствие 
мутаций (однонуклеотидных замен) в хромосомных ге­
нах, кодирующих субъединицы ДНК-гиразы (gyrA, gyrB) 
и топоизомеразы (parC, parE). У штаммов Salmonella 
наиболее часто обнаруживают однонуклеотидные за­
мены в QRDR-регионе (quinolone resistance-determining 
region) гена gyrA в кодонах 83 (серин) и 87 (аспара­
гиновая кислота). Мутации в генах gyrB, parC, parЕ, а 
также в других хромосомных генах, приводящие к сни­
жению экспрессии поринов или повышению экспрессии 
систем эффлюкса, описаны значительно реже, не имеют 
самостоятельного значения в формировании резистент­
ности и действуют как дополнительные факторы, повы­
шая уровень устойчивости у штаммов с уже имеющи­
мися мутациями в гене gyrA. Плазмидоопосредованные 
механизмы (защита мишени белками семейства Qnr; си­
стемы эффлюкса QepA и OqxAB; модификация хиноло­
нов ферментом ацетилтрансферазой AAC(6′)-Ib-cr) обна­
руживают намного реже, чем хромосомные: по данным 
литературы, доля таких штаммов Salmonella состав­
ляла от 0,5% до 10,0% для генов семейства qnr, менее 
1,0% – для гена aac(6’)-Ib-cr [5–14].

Развитие устойчивости к фторхинолонам происхо­
дит поэтапно. Эпидемиологическая точка отсечения 
(ECOFF), разделяющая штаммы порядка Enterobacterales 
на «дикий» и «не дикий» типы по чувствительности к 
ципрофлоксацину, составляет 0,06 мг/л для штаммов 
Salmonella и E. coli; 0,12 мг/л – для Klebsiella spp. и 
других представителей. Если у штамма вследствие еди­
ничной однонуклеотидной замены в хромосомном гене 
произошла модификация только одного фермента (как 
правило, ДНК-гиразы) или штамм приобрел плазмидный 
ген резистентности, то возникает «устойчивость низкого 
уровня» к фторхинолонам: МПК ципрофлоксацина по­

вышается в 2–4 раза и достигает 0,12–0,5 мг/л. Если 
штамм уже имеет устойчивость низкого уровня, то в слу­
чае возникновения дополнительных хромосомных мута­
ций или приобретения плазмидных генов, он становится 
высоко устойчивым к фторхинолонам: МПК ципрофлок­
сацина достигает 1,0 мг/л и выше. 

Штаммы порядка Enterobacterales расцениваются 
как чувствительные (S) к ципрофлоксацину при 
МПК ≤ 0,25 мг/л, резистентные (R) при МПК > 0,5 мг/л. 
В категорию S могут попасть штаммы «не-дикого» типа с 
устойчивостью низкого уровня, т.е. наличие механизма 
резистентности не влияет на клиническую категориза­
цию штамма [15, 16]. В отличие от других энтеробак­
терий, для штаммов Salmonella устойчивость низкого 
уровня (МПК ципрофлоксацина = 0,12–0,5 мг/л) при­
знана клинически значимой. Клиническая неэффектив­
ность фторхинолонов, используемых в стандартной 
дозе, при лечении брюшного тифа, вызванного такими 
штаммами S. typhi, подтверждена рандомизирован­
ными клиническими исследованиями (категория доказа­
тельств А). Аналогичные данные имеются и в отношении 
других сероваров Salmonella, вызывающих инвазив­
ные (генерализованные) инфекции (категория доказа­
тельств  С) [17–21]. Некоторые исследователи указы­
вают на эффективность использования максимально 
высоких доз гатифлоксацина длительным курсом в отно­
шении штаммов S. typhi с устойчивостью низкого уровня 
[22, 23].

Подходы к определению чувствительности штам­
мов Salmonella к фторхинолонам и критерии интерпре­
тации в последние годы неоднократно менялись. До 
2011 г. был рекомендован скрининговый тест с диском 
налидиксовой кислоты, при этом устойчивые штаммы 
Salmonella следовало расценивать как устойчивые ко 
всем хинолонам. Этот препарат является высокочув­
ствительным индикатором для хромосомного механизма 
резистентности: штаммы с некоторыми мутациями мо­
гут сохранять чувствительность к ципрофлоксацину 
(МПК = 0,06 мг/л), но быть устойчивыми к налидиксо­
вой кислоте (d = 6–9 мм) [24]. В то же время налидик­
совая кислота не всегда позволяет выявить плазмидо­
опосредованные механизмы устойчивости. У штаммов, 
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которые приобрели гены qnr или aac(6’)-Ib-cr, может 
возникнуть «парадоксальный» фенотип устойчивости: 
несмотря на то что МПК ципрофлоксацина повышается 
до 0,12–0,5 мг/л (устойчивость низкого уровня), сохра­
няется чувствительность к налидиксовой кислоте [14]. 
С 2011 г. EUCAST исключил из рекомендаций скринин­
говый тест с диском налидиксовой кислоты, а также 
критерии интерпретации для диска с ципрофлоксаци­
ном. Единственным критерием оценки чувствительности 
штаммов Salmonella к фторхинолонам осталось значе­
ние МПК ципрофлоксацина.

В 2013 г. EUCAST установил особые критерии интер­
претации для ципрофлоксацина и штаммов Salmonella, 
отличающиеся от других представителей порядка 
Enterobacterales. Для штаммов Salmonella, вызывающих 
инвазивные инфекции (брюшной тиф, паратифы, гене­
рализованные и внекишечные формы сальмонеллезной 
инфекции), клиническое пограничное значение МПК 
ципрофлоксацина совпадает с ECOFF: S ≤ 0,06 мг/л; 
R > 0,06 мг/л. Таким образом, в настоящее время к ка­
тегории S относят только штаммы «дикого» типа, ко­
торые не имеют фенотипически выявляемых механиз­
мов резистентности к хинолонам. Экспертные правила 
EUCAST рекомендуют расценивать штаммы с МПК ци­
профлоксацина > 0,06 мг/л как устойчивые ко всем хи­
нолонам без уточнения типа инфекции (системная или 
локализованная) [15, 21]. С 2014 г. EUCAST ввел скри­
нинговый тест с диском пефлоксацина (5 мкг) для вы­
явления резистентности к фторхинолонам у штаммов 
Salmonella. Штаммы с диаметром зоны подавления ро­
ста < 24 мм рекомендовано расценивать как устойчивые 
ко всем фторхинолонам. Целесообразность использова­
ния такого подхода подтверждена многими исследова­
телями [25–28]. 

В 2019 г. EUCAST ввел понятие «зона технической 
неопределенности» (ЗНТ) в отношении некоторых ком­
бинаций микроорганизм/антибиотик и отметил, что 
при попадании результата тестирования в эту зону су­
ществует высокая вероятность ошибочной категори­
зации штамма [29]. ЗНТ учитывает возможность коле­
бания результатов вследствие технических факторов, 
биологической вариабельности, присущей многим ви­
дам микроорганизмов, а также объективные трудно­
сти интерпретации некоторых комбинаций микроорга­
низм/антибиотик [30, 31]. При попадании результата в 
ЗНТ рекомендовано повторное тестирование и/или ис­
пользование альтернативных методов. ЗНТ для штаммов 
Enterobacterales и ципрофлоксацина включает значение 
МПК 0,5 мг/л, конкретные рекомендации в отношении 
штаммов Salmonella отсутствуют. Учитывая тот факт, что 
в рутинной практике прогнозирование исхода антибио­
тикотерапии основывается на результатах однократного 
тестирования штамма, существует вероятность ошибоч­
ной категоризации штамма, особенно в том случае, если 
полученный результат находится близко к клиническому 
пограничному значению или совпадает с ECOFF, как у 
Salmonella и ципрофлоксацина. 

Таким образом, методы оценки чувствительности 
штаммов Salmonella к фторхинолонам должны вклю­
чать тестирование чувствительных индикаторных пре­
паратов, учитывать возможность попадания результата 

в ЗТН и исключать вероятность ошибочной категориза­
ции штамма.

Цель исследования – оценить эффективность различ­
ных подходов к определению чувствительности к фтор­
хинолонам штаммов Salmonella, включая возбудителя 
брюшного тифа, учитывая молекулярные механизмы ре­
зистентности. 

Материалы и методы

В ходе работы сопоставили результаты определе­
ния чувствительности штаммов Salmonella к фторхино­
лонам, полученные различными методами. Сравнили 
значения МПК ципрофлоксацина (как наиболее объек­
тивный критерий чувствительности) с диаметрами зон 
подавления роста вокруг диска с пефлоксацином, 5 мкг 
(для  310  штаммов) и налидиксовой кислотой, 30 мкг 
(для 420 штаммов). МПК ципрофлоксацина определяли 
методом градиентной диффузии, при получении рас­
хождения результатов подтверждали методом последо­
вательных разведений в бульоне. Использовали агар и 
бульон Мюллера – Хинтон, диски и полоски с антибиоти­
ками производства Oxoid (Великобритания). 

Молекулярные механизмы резистентности к хиноло­
нам (характер мутаций в QRDR-регионе генов gyrA, gyrB, 
parC и parE и наличие генов, ассоциированных с плаз­
мидами – qnr, aac-(6’)-1b и др.) оценили у 19 штаммов 
Salmonella путем анализа последовательностей, получен­
ных методом полногеномного секвенирования с исполь­
зованием сервиса ResFinder биоинформационной плат­
формы Center of Genomic Epidemiology (https://cge.cbs.
dtu.dk/services/ResFinder/). Геномную ДНК выделяли из 
бульонных культур, содержащих 109 КОЕ, с использова­
нием набора DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, США) 
согласно инструкции производителя. Геномные ДНК-
библиотеки готовили из 70 нг ДНК с использованием 
набора реагентов MiSeq Nextera XT Library Preparation 
Kit (Illumina, США) согласно протоколу производителя. 
Секвенирование проводили на приборе MiSeq (Illumina, 
США) с набором реагентов MiSeq Reagent Kit v3  600 
cycles (Illumina, США). Сборку и анализ геномов проводили 
с помощью CLC Genomics Workbench 8.0 (Qiagen, США).

Результаты

При сравнении значения МПК ципрофлоксацина и 
результата скринингового теста с диском пефлоксацина 
совпадение клинической категории чувствительности 
было получено для 299 из 310 тестированных штаммов 
Salmonella (96,5%). Для 231 штамма с МПК ципрофлок­
сацина ≤ 0,06 мг/л (категория S) диаметр зоны подавле­
ния роста (d) вокруг диска с пефлоксацином составлял 
≥ 24 мм (категория S). Для 68 штаммов с МПК ципро­
флоксацина > 0,06 мг/л (категория R) d пефлоксацина 
составлял < 24 мм (категория R), что подтвердило це­
лесообразность использования пефлоксацина как ин­
дикатора устойчивости при тестировании штаммов 
Salmonella (Таблица 1).

Расхождения в результатах тестирования наблюда­
лись для 11 штаммов (3,5%). Для 6 штаммов с МПК ци­
профлоксацина 0,12–0,25 мг/л (категория R) d пефлок­
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сацина составил 24 мм (категория S). При повторном 
тестировании этих штаммов значения d пефлоксацина ко­
лебались в пределах 22–24 мм. Дополнительное тести­
рование штаммов с диском налидиксовой кислоты, в от­
личие от пефлоксацина, выявило устойчивость низкого 
уровня: d налидиксовой кислоты – 6–12 мм (категория R). 
Пять штаммов, чувствительных к ципрофлоксацину по 
значению МПК (0,06 мг/л), по результатам скрининга с 
пефлоксацином относились к категории R (d = 18–22 мм). 
Следует отметить, что полученное для этих штаммов зна­
чение МПК ципрофлоксацина, определенное методом 
градиентных концентраций, являлось клиническим погра­
ничным (ECOFF). При неоднократном определении МПК 
ципрофлоксацина методом микроразведений в бульоне 
результаты колебались от 0,06 (категория S) до 0,12 мг/л 
(категория R). Изучение молекулярных механизмов резис­
тентности показало, что все 11 штаммов, при тестиро­
вании которых наблюдалось расхождение результатов, 
относились к «не дикому» типу и имели хромосомный ме­
ханизм резистентности – единичные олигонуклеотидные 
замены Ser83Phe и Asp87Asn в QRDR-регионе гена gyrA. 
Зарегистрированные несоответствия результатов были 
обусловлены, по-видимому, технической и/или биологи­
ческой вариабельностью тестирования. 

При сравнении МПК ципрофлоксацина и результа­
тов скринингового теста с диском налидиксовой кис­
лоты для подавляющего большинства штаммов (412 из 
420, 98,1%) результаты тестирования совпали. Для 338 
штаммов с МПК ципрофлоксацина >  0,06 мг/л (кате­
гория R) d налидиксовой кислоты не превышал 16 мм 
(категория R). Для 74 штаммов с МПК ципрофлоксацина 
≤ 0,06 мг/л (категория S) d налидиксовой кислоты со­
ставлял > 16 мм (категория S) (Таблица 2).

У 8 штаммов (1,9%) результаты тестирования двумя 
методами не соответствовали друг другу. Для 3 штам­
мов (S. typhi, S. typhimurium, S. corvallis) был получен 
«парадоксальный» фенотип устойчивости: значение 
МПК (0,25 мг/л) соответствовало устойчивости низкого 
уровня к ципрофлоксацину, при этом штаммы сохра­
няли чувствительность к налидиксовой кислоте (d = 18–
20  мм). Молекулярное исследование выявило у этих 
штаммов плазмидоопосредованный механизм устойчи­
вости – защиту мишени, кодируемую геном qnrS.

У 5 штаммов, устойчивых по результатам тестирова­
ния с налидиксовой кислотой (d = 6 мм), МПК ципро­
флоксацина составляла 0,06 мг/л (категория S). При 
повторном определении МПК для этих штаммов ме­
тодом микроразведений в бульоне значения колеба­
лись от 0,06 (категория S) до 0,12 мг/л (категория R). 
Эти штаммы имели хромосомный механизм устойчиво­
сти – единичную олигонуклеотидную замену Ser83Phe в 
гене gyrA. Полученные результаты подтвердили высо­
кую чувствительность налидиксовой кислоты как инди­
катора хромосомного механизма устойчивости штаммов 
Salmonella к хинолонам.

Обсуждение

Данное исследование показало, что любой из ин­
дикаторных хинолонов (ципрофлоксацин, пефлокса­
цин, налидиксовая кислота), тестируемый в качестве 

единственного препарата, не способен достоверно 
выявить все механизмы резистентности, описанные у 
штаммов Salmonella. Результаты количественных мето­
дов подвержены колебаниям, вследствие чего одно­
кратное тестирование штамма может приводить к его 
неправильной категоризации. Наиболее клинически 
значимой ошибкой в этом случае является отнесение 
устойчивого штамма (R) к категории чувствительный 
(S). Несмотря на высокую конкордантность значений 
МПК ципрофлоксацина и результатов скрининговых те­
стов с дисками пефлоксацина (96,5%) и налидиксовой 
кислоты (98,1%), для некоторых штаммов «не дикого» 
типа получены противоречивые результаты. Это соз­
дает вероятность ошибочной категоризации штамма 
при однократном тестировании одним методом. 
Расхождение результатов было получено в 19 случаях 
сравнения, причем в 3 случаях оно имело объективную 
причину – наличие у штаммов «парадоксального» фе­
нотипа устойчивости, обусловленного плазмидным ме­
ханизмом (ген qnrS). Остальные расхождения наблюда­
лись в том случае, если полученные значения являлись 
пограничными: МПК ципрофлоксацина = 0,06 мг/л, 
диаметр зоны подавления роста для пефлоксацина – 
24 мм. Повторное тестирование штаммов выявило ко­
лебания значений вокруг пограничного: МПК – 0,06–
0,12 мг/л, диаметр – 23–25 мм.

Пефлоксацин позволяет выявить штаммы, устойчи­
вые к хинолонам посредством различных механизмов 
(хромосомных и плазмидных), однако колебания резуль­
татов могут привести к ошибочной интерпретации в том 
случае, если зона подавления роста находится в диапа­
зоне 23–25 мм. Добавление при скрининге диско-диффу­
зионным методом второго индикаторного хинолона – на­
лидиксовой кислоты – является альтернативным методом 
выявления хромосомной устойчивости и повышает досто­
верность тестирования. Кроме того, использование двух 
препаратов позволяет выявить «парадоксальный» фено­
тип резистентности и плазмидный механизм. 

Несмотря на то что методы оценки МПК ципрофлок­
сацина принято считать наиболее достоверными для 
оценки чувствительности штаммов Salmonella к хиноло­
нам, при их постановке также возможна ошибочная ка­
тегоризация, если получено значение МПК 0,06 мг/л, 
которое является пограничным. В этом случае следует 
подтвердить результат альтернативным методом – дис­
ко-диффузионным методом с пефлоксацином и налидик­
совой кислотой.

Учитывая вышесказанное, при тестировании штам­
мов Salmonella представляется целесообразным вве­
сти категорию «зона технической неопределенности». 
К ней следует отнести значение МПК ципрофлокса­
цина = 0,06 мг/л, а также диапазон диаметра зоны по­
давления роста для пефлоксацина – 23–25 мм. 

Заключение

При оценке чувствительности штаммов Salmonella 
к фторхинолонам получение достоверных результатов, 
пригодных для прогнозирования эффективности лечения 
и долговременного мониторинга резистентности на раз­
личных территориях, возможно только при использовании 
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актуальных версий рекомендаций EUCAST и российских 
клинических рекомендаций «Определение чувствитель­
ности микроорганизмов к антимикробным препаратам».

При постановке скринингового диско-диффузион­
ного теста целесообразно использовать 2 препарата 

из группы хинолонов: пефлоксацин и налидиксовую кис­
лоту. При определении МПК ципрофлоксацина, в том 
случае если получено значение 0,06 мг/л, следует под­
твердить результат скрининговым диско-диффузионным 
тестом.
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