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Используемые
аббревиатуры

АГВ – агар Гивенталя–Ведь>
миной

АРП – антибиотикорезис>
тентные пневмококки

КА – кровяной агар
КОЕ – колониеобразующие

единицы

ЛК – лизированная кровь
МПК – минимальная подав>

ляющая концентрация
МХА – агар Мюллера–Хин>

тон
МХБ – бульон Мюллера–

Хинтон
ПРП – пенициллинорезис>

тентные пневмококки

ПСБ – пенициллинсвязыва>
ющие белки

ATCC – Американская кол>
лекция типовых культур

NCCLS – Национальный ко>
митет по клиническим лабора>
торным стандартам США

В методических рекомендациях приведены
общие сведения об одном из основных возбуди>
телей внебольничных бактериальных инфекций
– Streptococcus pneumoniae (пневмококке). По>
дробно обсуждаются забор клинического мате>
риала, селективные и неселективные питатель>
ные среды для выделения, морфологические и
фенотипические подходы к идентификации.
Особое внимание уделено правилам приготов>

ления и хранения реагентов. Рассмотрены пре>
имущества и недостатки различных методов оп>
ределения чувствительности пневмококков к со>
временным антимикробным препаратам, а так>
же приведены критерии интерпретации полу>
ченных результатов на основе международных
рекомендаций (NCCLS).

Для врачей>микробиологов, эпидемиологов,
лаборантов.

These guidelines are focused on one of the most
frequent bacterial pathogen causing community>
acquired infections – Streptococcus pneumoniae.
Collection of clinical specimens, selective and non>
selective media for isolation, morphological and
phenotypic approaches to identification are
described in details. A special attention is drawn to

preparation and storage of different reagents.
Advantages and disadvantages of different suscep>
tibility testing methods are highlighted. Criteria for
interpretation of results based on international
guidelines (NCCLS) are presented.

These guidelines are designed for microbiolo>
gists, epidemiologists, and laboratory assistants.

Isolation, Identification and Antimicrobial Susceptibility
Testing of Streptococcus pneumoniae
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Введение

Пневмококк (Streptococcus
pneumoniae) – микроорганизм,
колонизирующий верхние отде�
лы дыхательных путей и являю�
щийся одним из основных возбу�
дителей менингита, среднего оти�
та, синусита, внебольничной
пневмонии у детей и взрослых. В
более редких случаях пневмо�
кокк может вызывать инфекции
другой локализации (эндокар�
дит, септический артрит, первич�
ный перитонит, флегмоны и др.).

Терапия пневмококковых ин�
фекций на протяжении десятиле�
тий основывалась на использова�
нии пенициллина вследствие его
высокой активности в отношении
возбудителя. В 1965–1967 гг. в
США и Австралии были выделе�
ны пенициллинорезистентные
пневмококки (ПРП), сообщения
о появлении и распространении
которых резко возросли в послед�
ние годы. ПРП часто устойчивы к
макролидам, триметоприму/суль�
фаметоксазолу, а в отдельных
случаях – к цефалоспоринам III
поколения. Именно поэтому, с
практической точки зрения, более
целесообразно использовать тер�
мин “антибиотикорезистентные
пневмококки” (АРП).

Появление и распространение
АРП серьезно осложняет выбор
антибактериальной терапии, что
придает особую важность пра�
вильному и своевременному бак�
териологическому исследова�
нию.

Общая характеристика
пневмококков

S. pneumoniae является пред�
ставителем рода Streptococcus, се�
мейства Streptococcaceae, в кото�
рый входят грамположительные,
каталазо� и оксидазоотрицатель�
ные шаровидные бактерии (кок�
ки), являющиеся факультатив�
ными анаэробами, рост которых
усиливается при повышении со�

держания углекислого газа в ат�
мосфере инкубации до 5–7%.

Строение клеточной стенки
стрептококков типично для грам�
положительных бактерий. Ее ос�
новой является пептидогликан со
встроенными углеводами, тейхое�
выми кислотами, липопротеина�
ми и поверхностными белками.

Для пневмококков характер�
но наличие мощной полисаха�
ридной капсулы, которая выпол�
няет защитную функцию, пре�
пятствуя опсонизации и последу�
ющему фагоцитозу. Существует
по крайней мере 90 различных
капсульных типов S. pneumoniae,
но большинство (>90%) инвазив�
ных заболеваний вызывается
23 серотипами, которые входят в
широко используемую в настоя�
щее время полисахаридную вак�
цину.

Бактериологическая
диагностика пневмококкоS
вой инфекции

Материалом для бактериоло�
гического исследования служат
кровь, спинномозговая и плев�
ральная жидкости, аспираты из
синуса и среднего уха, мокрота
и др.

При поступлении на исследо�
вание мокроты особое внимание
следует обратить на оценку каче�
ства доставленного образца. Кри�
териями пригодности мокроты
для бактериологического иссле�
дования является наличие более
25 сегментоядерных лейкоцитов
и не более 10 эпителиальных кле�
ток в поле зрения при просмотре,
как минимум, 20 полей зрения
мазка, окрашенного по Граму
(под увеличением ×100).

Принципы выделения пневS
мококка из клинического
материала

Для выделения пневмококка
из клинического материала необ�
ходимо соблюдать следующие
условия.

Использование приемлемых
питательных сред. Пневмококк
является “привередливым” мик�
роорганизмом, требующим для
роста на искусственных питатель�
ных средах высокого содержания
аминного азота и нативного белка
животного происхождения.

Наличие в среде дефибрини$
рованной крови. Кровь необхо�
дима не столько для обогащения
среды нативными белками,
сколько для использования воз�
можности идентификации гемо�
литической реакции пневмокок�
ка. Потребность пневмококка в
белках может быть обеспечена
добавлением сыворотки крови
животных (лошади, барана).

Инкубация в атмосфере c по$
вышенным содержанием СО2 .
Наиболее распространенным ме�
тодом создания повышенной
концентрации СО2 является ис�
пользование эксикатора, в кото�
рый помещается зажженная све�
ча, которая при горении утилизи�
рует кислород. Когда она гаснет,
концентрация СО2 достигает 3%.
Однако наиболее эффективным
является применение СО2�тер�
мостата.

Исследуемый материал засе�
вают на агар с добавлением 5% де$
фибринированной крови барана,
лошади, крупного рогатого скота
или человека*.

Цитратная кровь непригодна
для исследования.

В качестве основы для приго�
товления кровяного агара (КА)
используют колумбийский агар
(Columbia agar), агар для бру�
целл (Brucella agar), основу для
КА (Blood agar base), эритрит
агар, ГРМ�агар и др.**

Вероятность выделения пнев�
мококка из мокроты увеличива�

* В России в ряде лабораторий имеется
опыт использования эритроцитной
массы из крови человека вместо дефиб�
ринированной крови.

** Способ приготовления основы КА на
отечественных питательных средах из�
ложен в Приложении.
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ется при использовании селек�
тивных сред, содержащих добав�
ки, ингибирующие рост сапро�
фитных грамотрицательных ми�
кроорганизмов (нейссерий, гемо�
фильных палочек и др.). Такой
средой, например, является агар
Columbia CNA, селективными
добавками в котором являются
колистин и налидиксовая кисло�
та. Другой вариант – среда с до�
бавлением гентамицина в конеч�
ной концентрации 5 мг/л
(см. Приложение).

Принципы идентификации
пневмококков

Идентификация пневмокок�
ков проводится на основании:

– морфологических особенно�
стей роста;

– фенотипических характери�
стик;

– антигенной структуры (се�
рологический метод).

Морфологическая характеS
ристика

Гемолитическая реакция
стрептококков на КА является
отправной точкой в идентифика�
ции пневмококков. Различают
3 основных типа гемолитической
реакции:

– α�гемолиз (частичный гемо�
лиз эритроцитов) – зеленое окра�
шивание агара вокруг колонии;

– β�гемолиз (полный гемолиз
эритроцитов) – зона полного
просветления вокруг колонии;

– γ�гемолиз (или отсутствие
гемолиза).

S. pneumoniae – α�гемолитиче�
ский (зеленящий) стрептококк,
который по морфологическим
признакам роста трудно отличим
от других α�гемолитических (“зе�
ленящих”) стрептококков –
S. mitis, S. oralis, S. sanguis, S. para1
sanguis, S. gordonii.

Пневмококки при росте на КА
могут давать несколько типов ко�
лоний, что зависит от степени вы�
раженности капсулы. Колонии с

сильно развитой капсулой, напри�
мер серотипа 3, могут иметь не�
сколько миллиметров в диаметре
и быть настолько слизистыми, что
напоминают каплю масла на ага�
ровой поверхности; их идентифи�
кация не представляет существен�
ных проблем. Колонии штаммов с
менее выраженной капсулой име�
ют небольшие размеры, а их выде�
ление сопряжено с определенны�
ми трудностями.

Использование стереомикро�
скопа с увеличением 7×2,5 позво�
ляет увидеть характерные морфо�
логические особенности роста
пневмококка – сероватый оттенок
колоний, выпуклую поверхность
и влажную “сметанообразную”
консистенцию, что существенно
облегчает его идентификацию.
При длительной инкубации (48 ч)
центральная часть колонии может
опускаться, давая характерную
блюдцеобразную форму, что объ�
ясняется действием пневмококко�
вых аутолизинов. Колонии неко�
торых штаммов могут полностью
уплощаться, образуя поверхность
“шляпки гвоздя”.

Фенотипические методы
идентификации

Дальнейшая идентификация
S. pneumoniae проводится стан�
дартными фенотипическими ме�
тодами, основными из которых
являются чувствительность к
оптохину и лизис в присутствии
солей желчи.

Чувствительность
к оптохину

Принцип. Метод основан на
способности оптохина (этилгид�
рокупреина гидрохлорида) се�
лективно подавлять рост пневмо�
кокка в отличие от других зеле�
нящих стрептококков.

Материалы:
1) агар с добавлением 5% де�

фибринированной крови (осно�
вы см. раздел “Питательные сре�
ды”);

2) диски, содержащие 5 мкг
оптохина (оptochin test, “БиоМе�
рье”; Taxo P, BBL).

Процедура. Произвести по�
сев 1 колонии α�гемолитического
стрептококка, подозрительного
по морфологии на пневмококк,
штрихом на сектор КА. Помес�
тить диск с оптохином на засеян�
ную поверхность и инкубировать
в течение 18–24 ч при темпе�
ратуре 35оС в атмосфере с 5–7%
СО2.

Интерпретация результата.
Зона задержки роста ≥14 мм
(диск диаметром 6 мм) или
≥16 мм (диск диаметром 10 мм)
свидетельствует о наличии
S. pneumoniae. Зона задержки рос�
та <14 мм (<16 мм) требует под�
тверждения испытуемой культу�
ры на принадлежность к S. pneu1
moniae в тесте лизиса в присутст�
вии солей желчных кислот.

Ограничения метода. При�
мерно 4–5% пневмококков рези�
стентны к оптохину, а рост неко�
торых “зеленящих” стрептокок�
ков подавляется оптохином
(с образованием узкой зоны за�
держки роста).

Контроль качества. Цель:
контроль качества дисков с опто�
хином. Контрольные штаммы:
положительный контроль –
S. pneumoniae ATCC 49619, отри�
цательный контроль – S. saliva1
rius ATCC 13419 (или любой зе�
ленящий стрептококк).

Методика постановки и ин�
терпретация результатов соот�
ветствует описанной выше.

Лизис в присутствии солей
желчных кислот

Принцип. Соли желчи (в
особенности дезоксихолат на�
трия и таурохолат натрия) обла�
дают способностью избиратель�
но лизировать колонии S. pneu1
moniae на агаре или в бульоне.
Метод основан на активации
пневмококковых аутолизинов –
ферментов, участвующих в син�
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тезе клеточной стенки. Соли
желчных кислот активируют ау�
толизины большинства штам�
мов, что приводит к визуально�
му лизису S. pneumoniae в тече�
ние 0,5–2 ч. Наиболее стандар�
тизованным является пробироч�
ный метод, который описан
ниже.

Материалы. Существует не�
сколько вариантов проведения
теста лизиса в присутствии солей
желчных кислот. Используется
10% раствор дезоксихолата на�
трия, приготовленный следую�
щим образом:

дезоксихолат натрия – 1 г;
стерильная дистиллирован�

ная вода* – 9 мл;
рН – 7,0.
Раствор стерилизуется на во�

дяной бане 5 мин. Хранится в хо�
лодильнике в темной емкости.
При выпадении осадка (при сни�
жении рН <6,5) реагент не приго�
ден для дальнейшего использова�
ния.

Процедура. Приготовить сус�
пензию исследуемого штамма в
1–2 мл стерильной дистиллиро�
ванной воды (или 0,9% раствора
хлорида натрия) до мутности 1
по стандарту МакФарланда. По�
ловину полученной суспензии
перенести в другую пробирку,
равную по диаметру.

К пробирке, маркированной
словом “Тест”, добавить 3–4 кап�
ли 10% раствора дезоксихолата
натрия, а к другой, с маркиров�
кой “Контроль“ – 3–4 капли 0,9%
раствора хлорида натрия. Тща�
тельно встряхнуть пробирки и
инкубировать 0,5–2 ч при темпе�
ратуре 35оС, после чего следует
визуально сравнить мутность
микробной суспензии в 2 про�
бирках.

Интерпретация. Просветле�
ние жидкости в пробирке “Тест”

по сравнению с пробиркой “Кон�
троль” свидетельствует о принад�
лежности культуры к S. pneumo1
niae.

Ограничения теста. Пример�
но 86% пневмококков полно�
стью лизируются в присутствии
солей желчи. Для штаммов с не�
полным лизисом может потре�
боваться использование других
тестов, например серологиче�
ских.

Использование нативной, су�
хой или медицинской желчи не
обеспечивает достоверных ре�
зультатов, поскольку такая
желчь не стандартизована по со�
держанию желчных кислот.

Контроль качества. Цель:
контроль качества раствора
дезоксихолата натрия. Кон�
трольный штамм: положитель�
ный контроль – S. pneumoniae
ATCC 49619, отрицательный
контроль – S. salivarius ATCC
13419 или любой зеленящий
стрептококк.

Методика постановки и ин�
терпретация соответствуют опи�
санной выше.

Альтернативные
методы
идентификации

Наряду с фенотипическими
существуют альтернативные ме�
тоды идентификации S. pneumo1
niae, самым распространенным
из которых является серологиче�
ский. Тест основан на выявлении
пневмококковых капсульных по�
лисахаридных антигенов с ис�
пользованием поливалентной
специфической пневмококковой
сыворотки.

Имеются коммерческие диа�
гностические наборы для выпол�
нения латекс�агглютинационно�
го теста, например “Slidex
pneumokit” фирмы “биоМерье”.
Этот метод может использовать�
ся для ускоренного выявления
пневмококка непосредственно с
чашки первичного посева.

Определение чувствительS
ности к антимикробным
препаратам

Определение чувствительнос�
ти пневмококка к антибактери�
альным препаратам сопряжено с
определенными трудностями. До
настоящего времени в России
этому уделялось недостаточно
внимания. В “Методических ука�
заниях по определению чувстви�
тельности микроорганизмов ме�
тодом диффузии в агар с исполь�
зованием дисков” Минздрава
СССР (1983), в методическом
письме Минздрава РСФСР «Оп�
ределение антибиотикочувстви�
тельности микроорганизмов дис�
ко�диффузионным методом»
(1984) и “Методических указани�
ях по определению чувствитель�
ности стрептококков к антибио�
тикам” (1985) Минздрава СССР
методика тестирования не описа�
на и не приведены интерпретаци�
онные критерии для пневмокок�
ков.

Рекомендуемая этими доку�
ментами среда АГВ не пригодна
для определения чувствительно�
сти пневмококка к ингибиторам
фолиевой кислоты, так как со�
держит повышенное количество
тимидина и тимина, за счет кото�
рых восполняется потребность
бактериальной клетки в этих ве�
ществах, используемых при син�
тезе нуклеиновых кислот. В ре�
зультате устраняется ингибиру�
ющий эффект сульфаниламидов
и триметоприма, что проявляется
как ложная резистентность пнев�
мококка к этим препаратам.

В настоящее время большин�
ство исследователей при опреде�
лении чувствительности микро�
организмов к антибиотикам руко�
водствуется стандартами NCCLS
– Национального комитета по
клиническим лабораторным стан�
дартам США. Вследствие этого
основные исследования чувстви�
тельности пневмококков к анти�

* Вместо дистиллированной воды можно
использовать стерильный 0,9% раствор
хлорида натрия или бульон с pH = 7,4.
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биотикам проводятся в соответст�
вии с этими рекомендациями.

Обязательным является опре�
деление чувствительности пнев�
мококков к пенициллину, эрит�
ромицину, триметоприму/суль�
фаметоксазолу (I группа). Опре�
деление чувствительности к дру�
гим препаратам, например тетра�
циклину, офлоксацину и ванко�
мицину, проводится только при
необходимости (наличии резис�
тентности к препаратам I группы
и др.). При системных инфекци�
ях и при резистентности к пени�
циллину в обязательный набор
антибиотиков для определения
чувствительности входят цефа�
лоспорины III поколения (цефо�
таксим или цефтриаксон).

Наибольшее значение имеет
резистентность S. pneumoniae к
пенициллину, который на протя�
жении десятилетий являлся пре�
паратом выбора при лечении
пневмококковых инфекций.

Особенности определения
чувствительности к пеницилли$
ну. Механизм резистентности
S. pneumoniae к пенициллину и
другим β�лактамным антибиоти�
кам обусловлен изменением пе�
нициллиносвязывающих белков
(ПСБ) клеточной стенки. В ре�
зультате ступенчатых мутаций
уменьшается сродство ПСБ
к β�лактамным антибиотикам.

Штаммы S. pneumoniae, чувст�
вительные к пенициллину, могут
иметь сниженную чувствитель�
ность к цефалоспоринам и наобо�

рот. Иногда ПРП обладают рези�
стентностью к цефалоспоринам
III поколения (цефотаксиму и
цефтриаксону).

По величине МПК пеницил�
лина пневмококков можно разде�
лить на 3 группы:

– чувствительные – МПК
≤0,06 мг/л;

– умеренно резистентные –
МПК 0,12–1 мг/л;

– резистентные – МПК ≥2
мг/л.

Для определения чувстви$
тельности пневмококка к пени)
циллину проводят “скрининг”
диско$диффузионным методом
с дисками, содержащими 1 мкг
оксациллина.

Не рекомендуется использо�
вать диски, содержащие пеницил�
лин, так как он не всегда выявляет
умеренно резистентные штаммы,
поскольку зоны подавления роста
пенициллином у таких штаммов
перекрывают значения для чувст�
вительных штаммов.

Определение чувствительнос�
ти пневмококка к другим антибио�
тикам (за исключением амокси�
циллина, ампициллина, карбапе�
немов, цефалоспоринов) прово�
дится с использованием соответ�
ствующих дисков.

Материалы:
1) агар Мюллера – Хинтон

(МХА) с добавлением 5% дефиб�
ринированной бараньей крови;

2) стандартные диски с антиби�
отиками – 1 мкг оксациллина, 15
мкг эритромицина, 1,25/23,75 мкг

триметоприма/сульфаметокса�
зола, 30 мкг тетрациклина, 30 мкг
хлорамфеникола, 5 мкг офлокса�
цина;

3) стерильный 0,9% раствор
натрия хлорида;

4) стандартные стерильные
тампоны;

5) стандарт мутности 0,5 по
МакФарланду (1,5×108 КОЕ/мл).

Процедура. МХА готовится
по прописи на этикетке. После
добавления 5% дефибринирован�
ной крови агар разливается по
чашкам с толщиной слоя агара
4 мм (на чашку диаметром
100 мм требуется 25 мл агара, на
чашку диаметром 90 мм – 20 мл).
Суспензию готовят на 0,9% рас�
творе натрия хлорида до мутнос�
ти 0,5 по стандарту МакФарлан�
да из 18–24�часовой культуры
S. pneumoniae, выращенной на
КА. Для инокуляции используют
стерильные ватные тампоны.
Тампон погружают в пробирку с
суспензией, отжимают избыток
инокулюма о стенки пробирки и
наносят на поверхность агара
штрихами в 3 направлениях под
углом 60о, не внося дополнитель�
ного количества суспензии.

На нанесенную культуру по�
мещают диски с антибиотиками,
на чашку диаметром 100 мм – не
более 6 дисков.

У штаммов, выделенных из
крови, спинномозговой жидкос�
ти, одновременно определяют
МПК пенициллина и цефотакси�
ма (или цефтриаксона).

Таблица 1. Критерии интерпретации чувствительности пневмококков диско$диффузионным методом
на агаре Мюллера – Хинтона c 5% дефибринированной бараньей кровью
Антибиотик Количество антибиотика в диске, мкг Диаметр зоны задержки роста, мм

Резистентный Умереннорезистентный Чувствительный
Пенициллин (диск с оксациллином) 1 – – > 20
Эритромицин 15 < 15 16–20 > 21
Тетрациклин 30 < 18 19–22 > 23
Триметоприм/сульфаметоксазол 1,25/23,75 < 15 16–19 > 20
Хлорамфеникол 30 < 20 > 21
Офлоксацин 5 < 12 13–15 > 16

Антибиотик Количество антибио�
тика в диске, мкг

Диаметр зоны задержки роста, мм

Резистентный Умеренно
резистентный Чувствительный

Пенициллин (диск с оксациллином) 1 – – ≥20

Эритромицин 15 ≤15 16–20 ≥21

Тетрациклин 30 ≤18 19–22 ≥23

Триметоприм/сульфаметоксазол 1,25/23,75 ≤15 16–19 ≥20

Хлорамфеникол 30 ≤20 – ≥21

Офлоксацин 5 ≤12 13–15 ≥16
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Тестирование диско$диффу$
зионным методом не дает досто$
верных результатов при опреде$
лении чувствительности S. pneu)
moniae к цефалоспоринам,
ампициллину, амоксициллину,
карбапенемам .

Чашки инкубируют в течение
20–24 ч при температуре 35оС в
атмосфере с 5–7% СО2 .

Учет результатов. Зона за�
держки роста измеряется с помо�
щью линейки или каллипера,
причем необходимо измерять ди�
аметр (не радиус!) зоны подавле�
ния роста. Конечной точкой счи�
тается расстояние, в зоне которо�
го нет роста микроорганизмов.
По величине зоны задержки рос�
та вокруг дисков интерпретиру�
ют полученные результаты
(табл. 1).

Интерпретация
результатов:

1) пневмококки, имеющие зо�
ну задержки роста ≥20 мм, явля�
ются чувствительными (МПК
<0,06 мг/л) к пенициллину и
считаются чувствительными к
ампициллину, амоксициллину,
амоксициллину/клавуланату,
ампициллину/сульбактаму, це�
факлору, цефуроксиму, цефтри�
аксону, имипенему, меропенему;

2) пневмококки с зоной за�
держки роста ≤19 мм не всегда
являются резистентными к пени�
циллину (около 12% S. pneumo1
niae с зоной задержки роста
≤19 мм имеют МПК в диапазоне

0,03–0,06 мг/л), поэтому необхо�
димо определение МПК к пени�
циллину методом серийных раз�
ведений или Е�тестами.

Использование среды АГВ
для определения чувствиS
тельности S. pneumoniae

Принимая во внимание, что
МХА недоступен для многих ла�
бораторий, было проведено ис�
следование возможности исполь�
зования отечественной питатель�
ной среды АГВ, обогащенной 5%
дефибринированной человечес�
кой крови (в соответствии со
сложившейся практикой), вмес�
то МХА с 5% дефибринирован�
ной бараньей кровью для опреде�
ления чувствительности пневмо�
кокков к антибиотикам диско�
диффузионным методом с ис�
пользованием рекомендованных
NCCLS критериев интерпрета�
ции результатов.

Показано, что при определе�
нии чувствительности пневмо�
кокков на среде АГВ диско�диф�
фузионным методом к пеницил�
лину (с использованием диска,
содержащего 1 мкг оксацилли�
на), макролидам (кларитроми�
цину, азитромицину), клинда�
мицину и офлоксацину диамет�
ры зон подавления роста суще�
ственно не отличаются от полу�
ченных на МХА с 5% дефибри�
нированной бараньей крови.
Чувствительность контрольного
штамма S. pneumoniae ATCC
49619 к этим антибиотикам так�
же находилась в требуемых
NCCLS диапазонах значений.

Следовательно, при отсутст�
вии МХА определение чувстви�
тельности пневмококков к окса�
циллину, кларитромицину, азит�
ромицину, клиндамицину, офлок�
сацину диско�диффузионным ме�
тодом можно проводить на среде

Таблица 2. Критерии интерпретации чувствительности пневмококков диско$диффузионным методом
на среде АГВ c добавлением 5% дефибринированной человеческой крови

Антибиотик Количество антибиотика в диске, мкг Диаметр зоны подавления роста, мм
Резистентный Умеренно резистентный Чувствительный

Пенициллин (диск с 1 мкг оксациллина) 1 � � > 20
Азитромицин 15 < 13 14�17 > 18
Кларитромицин 15 < 16 17�20 > 21
Клиндамицин 2 < 15 16�18 > 19
Офлоксацин 5 < 12 13�15 > 16

≥1613�15≤125Офлоксацин

≥1916�18≤152Клиндамицин

≥2117–20≤1615Кларитромицин

≥1814–17≤1315Азитромицин

≥20–1Пенициллин (диск с 1 мкг
оксациллина)

ЧувствительныйУмеренно
резистентныйРезистентный

Диаметр зоны подавления роста, мм
Количество антибио�

тика в диске, мкгАнтибиотик

–

Таблица 3. Допустимые диапазоны значений диаметров зон подав$
ления роста для контрольного штамма S. pneumoniae ATCC 49619

Антибиотик Диаметр зоны задержки роста S. pneumoniae ATCC 49619,
мм
Пенициллин (диск с оксациллином) 8�12
Эритромицин 25�30
Азитромицин 19�25
Кларитромицин 25�31
Тетрациклин 27�31
Триметоприм/сульфаметоксазол 20�28
Хлорамфеникол 23�27
Офлоксацин 16�21
Клиндамицин 19�25

Антибиотик Диаметр зоны задержки роста
S. pneumoniae ATCC 49619, мм

Пенициллин (диск с оксациллином) 8–12

Эритромицин 25–30

Азитромицин 19–25

Кларитромицин 25–31

Тетрациклин 27–31

Триметоприм/сульфаметоксазол 20–28

Хлорамфеникол 23–27

Офлоксацин 16–21

Клиндамицин 19–25
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АГВ и использовать для интер�
претации результатов критерии
NCCLS (табл. 2)*.

Среда АГВ не пригодна для
определения чувствительности
пневмококков к триметопри$
му/сульфаметоксазолу, по$
скольку содержит повышенное
количество тимина и тимидина,
снижающие их антимикробную
активность in vitro. Это объясня�
ется тем, что антифолаты дейст�
вуют как ингибиторы синтеза ти�
мидина, а наличие свободного
тимидина в питательной среде
нивелирует их действие.

Контроль качества. Исполь�
зуется S. pneumoniae ATCC
49619. Методика постановки и
учета соответствует методике ра�
боты с испытуемым штаммом.
Результаты оцениваются по кри�
териям, изложенным в табл. 3.

Определение минимальной
подавляющей концентрации

Определение МПК широко
используется при изучении чув�
ствительности пневмококков к
антибиотикам. Особое значение
определение МПК имеет при ис�
следовании пневмококков, выде�
ленных у пациентов с менинги�
том, так как даже умеренная ре�
зистентность к пенициллину, ко�
торую не всегда можно выявить
диско�диффузионным методом,
ведет к снижению клинической
эффективности пенициллина.
Кроме этого, как уже указыва�

лось, определение чувствитель�
ности S. pneumoniae к цефалоспо�
ринам возможно только путем
определения МПК.

Метод серийных
разведений в бульоне

Макрометод
Метод серийных разведений в

бульоне позволяет определить
МПК без значительных матери�
альных затрат. Тестирование не�
большого количества штаммов в
рутинной практике целесообраз�
но выполнять макрометодом.

Материалы:
1) стерильный бульон Мюл�

лера – Хинтона со стабилизиро�
ванным катионным составом (по
ионам Са++, Мg++) c добавлением
5% лизированной крови лошади
(МХБ ЛК); использование крови
лошади предпочтительно, так как
она содержит тимидинфосфори�
лазу, благодаря которой среда
пригодна для тестирования суль�
фаниламидов и триметоприма;

2) субстанции антибиотиков с
известной активностью;

3) стерильные пробирки раз�
мером 13×100 мм или
14×140 мм;

4) стерильные пипетки;
5) дозирующие пипетки со

стерильными наконечниками;
6) стандарт мутности 0,5 по

МакФарланду.
Процедура. Тестирование

проводится в объеме 1 мл каждо�
го разведения антибиотика с ко�
нечной концентрацией пневмо�
кокка примерно 5×105 КОЕ/мл.

Приготовление серийных
разведений антибиотика. Се�
рийные разведения антибиотика

готовятся из “стартового” раство�
ра на бульоне Мюллера – Хинто�
на с 5% лизированной лошади�
ной кровью (табл. 4).

Бульон Мюллера – Хинтона
разливается по 0,5 мл в каждую
пробирку. В последующем при
внесении тестируемой бульон�
ной культуры пневмококка кон�
центрация крови снижается до
2,5%. Лизированную кровь полу�
чают многократным (2–3 раза)
замораживанием и разморажива�
нием дефибринированной крови.
Количество пробирок определя�
ется необходимым диапазоном
разведений антибиотика и увели�
чивается на одну для постановки
“отрицательного” контроля.

Базовый раствор антибиотика
готовится из навески химически
чистой субстанции препарата пу�
тем растворения ее в рассчитан�
ном количестве растворителя
для получения концентрации
1600 мкг/мл. Использование ле�
чебных препаратов недопустимо.

Подробно методика приготов�
ления базового раствора изложе�
на в “Приложении”. Стартовый
раствор антибиотика, приготов�
ленный из базового раствора
(рис.1), в количестве 0,5 мл при
помощи микропипетки со сте�
рильным наконечником вносят в
первую пробирку, содержащую
0,5 мл бульона. Тщательно пере�
мешивают и новым стерильным
наконечником переносят 0,5 мл
раствора антибиотика в бульоне
во вторую пробирку, содержав�
шую первоначально 0,5 мл бульо�
на. Эту процедуру повторяют,
пока не будет приготовлен весь
необходимый ряд разведений. Из
последней пробирки 0,5 мл буль�
она удаляют.

Таким образом получается
ряд пробирок с растворами анти�
биотиков, концентрации кото�
рых отличаются в соседних про�
бирках в 2 раза. Одновременно
готовится второй ряд серийных
разведений антибиотика для тес�

Таблица 4. Тестируемые антибиотики и диапазон разведений

Антибиотик Диапазон разведений, мг/л Стартовая концентра�
ция, мг/л
Бензилпенициллин 0,008�8 16
Цефотаксим 0,008�8 16
Цефтриаксон 0,008�8 16

Антибиотик Диапазон разведений,
мг/л

Стартовая концентра�
ция, мг/л

Бензилпенициллин 0,008–8 16

Цефотаксим 0,008–8 16

Цефтриаксон 0,008–8 16

* Для рокситромицина и мидекамицина
критерии интерпретации результатов
определения чувствительности пнев�
мококков NCCLS не разработаны.
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тирования контрольного штамма
пневмококка.

Приготовление инокулюма.
Для приготовления инокулюма
используют суточную культуру
пневмококка на кровяном агаре.
Колонии пневмококка суспенди�
руют в стерильном 0,9% растворе
натрия хлорида до мутности, эк�
вивалентной 0,5 по стандарту
МакФарланда. Последующее
разведение этой суспензии в
100 раз готовится на бульоне
Мюллера – Хинтона, после чего
концентрация пневмококка со�
ставит примерно 106 КОЕ/мл.

По 0,5 мл инокулюма вносят в
каждую пробирку, содержащую
по 0,5 мл соответствующего раз�
ведения антибиотика, и в одну
пробирку с 0,5 мл бульона Мюл�
лера – Хинтона без антибиотика
(„отрицательный“ контроль). Ко�
нечная концентрация пневмо�
кокка в каждой пробирке достиг�
нет необходимой – примерно
5×105 КОЕ/мл. Инокулюм дол�
жен быть внесен в пробирки с
разведениями антибиотика не
позднее 30 мин с момента приго�
товления.

Постановка теста. Алгоритм
постановки теста с одной испы�

туемой культурой приведен на
рис. 1.

Инкубация. Пробирки с тес�
тируемыми штаммами, кроме
пробирки „отрицательный“ кон�
троль, инкубируются в обычной
атмосфере при температуре 35оС
20–24 ч. Пробирка „отрицатель�
ный“ контроль помещается в хо�
лодильник при температуре

+4оС, где хранится до учета ре�
зультатов.

Учет результатов. Для опре�
деления наличия роста пневмо�
кокка пробирки с посевами про�
сматриваются в проходящем све�
те. Рост культуры в присутствии
антибиотика сравнивается с ре�
ферентной пробиркой (“отрица�
тельный” контроль), содержащей
исходный инокулюм и хранив�
шейся в холодильнике. МПК оп�
ределяется по наименьшей кон�
центрации антибиотика, которая
подавляет видимый рост пневмо�
кокка.

Микрометод
В случае необходимости опре�

деления МПК у 8 и более штам�
мов целесообразно использовать
микрометод. Он позволяет тести�
ровать одновременно большое
количество штаммов к несколь�
ким антибиотикам.

Тестирование проводится в
объеме 0,1 мл, что позволяет зна�
чительно сократить количество
расходного материала. Методика
не имеет отличий от макромето�
да, за исключением объема, но

Рис. 1. Алгоритм постановки теста с одной испытуемой культурой

Рис. 2. Определение МПК с помощью Е�тестов
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требует дополнительного осна�
щения лаборатории многока�
нальными пипетками, микротит�
ровальными плашками (с круг�
лым или коническим дном) со
стерильными крышками, специ�
альным устройством с непрямой
подсветкой для учета результа�
тов. Рост микрофлоры в присут�
ствии антибиотика сравнивается
с ростом культуры в ячейке без
антибиотика.

Каждая партия тестируемых
штаммов сопровождается внут�
ренним контролем с использова�
нием контрольного штамма
S. pneumoniae ATCC 49619.

Метод Е)тестов
Е�тест представляет собой

пластиковую полоску размером
5×50 мм c нанесенным градиен�
том концентрации антибиотика
(0,002–32, 0,016–256 или 0,063–
1024 мг/л в зависимости от пре�
парата). Метод основан на диф�
фузии антибиотиков в агар и
позволяет определять значение
МПК. Зона задержки роста
имеет форму эллипса, размеры
которого увеличиваются от
меньшей концентрации анти�
биотика на полоске к большей
(рис. 2).

Материалы:
1) МХА с добавлением 5% де�

фибринированной бараньей или
лошадиной крови; при тестиро�
вании триметоприма/сульфаме�
токсазола используют лошади$
ную кровь;

2) полоски Е�тестов с антиби�
отиками;

3) стерильный бульон Мюл�
лера–Хинтона;

4) стандартные стерильные
тампоны;

5) стандарт мутности 0,5 и 1
по МакФарланду.

Процедура приготовления
МХА и нанесения культуры
аналогична таковой при диско�
диффузионном методе. Для
слизистых штаммов пневмокок�
ков бактериальную взвесь гото�
вят до мутности 1 по стандарту
МакФарланда. Поверхность ми�
кробного газона должна быть
сухой, для чего Е�тесты наносят
не ранее, чем через 15 мин от мо�
мента нанесения газона. Полос�
ки Е�тестов помещаются на по�
верхность агара пластиковой
поверхностью с отметками гра�
диента концентраций кверху.
На чашку диаметром 90 мм
наносят не более 2 полосок.
Посевы инкубируют в течение

20–24 ч при температуре 35оС в
атмосфере СО2 .

Учет результатов. Результа�
ты могут быть учтены, если ис�
пытуемая культура выросла
плотным газоном. Если рост сла�
бый, необходимо продлить тер�
мостатирование. В случае “разре�
женного” роста газона тестирова�
ние нужно повторить, проверив
качество агара и инокулюма. Ре�
зультаты учитываются в отра�
женном свете и/или под лупой,
чтобы хорошо рассмотреть край
роста. Учитывается зона полного
подавления роста. Величина
МПК определяется значением
концентрации, на уровне которой
эллипс пересекается со шкалой
полоски.

Интерпретация. Метод Е�тес�
тов определяет МПК исходя из
непрерывного градиента концен�
траций, включая значения между
двукратными разведениями. Для
определения категории чувстви�
тельности полученные значения
следует округлять до ближайших
значений двукратных разведе�
ний. Например:

1) для чувствительных штам�
мов значения МПК пенициллина
≤0,06 мг/л; методом Е�тестов оп�
ределена МПК 0,064 мг/мл, ре�
зультат интерпретируется как
чувствительный;

2) МПК умеренно резистент�
ных штаммов ≥0,1 – ≤1 мг/л; ме�
тодом Е�тестов определена МПК
0,094 мг/л, результат интерпре�
тируется как умеренно резис�
тентный.

Критерии интерпретации ре�
зультатов определения чувстви�

Таблица 5. Критерии интерпретации результатов определения чувствительности пневмококков
методами разведений или Е$тестов

Антибиотик МПК, мг/л
Резистентный Умеренно�резистентный Чувствительный

Бензилпенициллин > 2 0,12 – 1 < 0,06
Цефотаксим > 0,25 – < 0,25
Цефтриаксон > 0,25 – < 0,25

Антибиотик
МПК, мг/л

Резистентный Умеренно резистентный Чувствительный

Бензилпенициллин ≥2 0,12–1 ≤0,06

Цефотаксим >0,25 – ≤0,25

Цефтриаксон >0,25 – ≤0,25

Таблица 6. Допустимые диапазоны значений МПК для контроль$
ного штамма S. pneumoniae ATCC 49619 (NCCLS, 2000)

Антибиотик Значения МПК для S. pneumoniae ATCC 49619, мг/л
Бензилпенициллин 0,25–1
Цефотаксим0,06–0,25
Цефтриаксон 0,03–0,12

Антибиотик Значения МПК для S. pneumoniae
ATCC 49619, мг/л

Бензилпенициллин 0,25–1

Цефотаксим 0,06–0,25

Цефтриаксон 0,03–0,12
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Базовые растворы готовятся
из химически чистых антибиоти�
ков. При тестировании пневмо�
кокка к пенициллину, цефотакси�
му, цефтриаксону используют
субстанции с известной активнос�
тью (но не лечебные препараты!).

Пенициллин
❏ Пенициллин G (бензилпе�

нициллин), мол. масса = 372,5
(C16H17N2O4SK – пенициллина
калиевая соль).

❏ Пенициллин G (бензилпе�
нициллин), мол. масса = 356,4
(C16H17N2O4SNa – пенициллина
натриевая соль).

❏ Пенициллин G (бензилпе�
нициллин), мол. масса = 909,1
(C32H36O8S2•C16H2ON2 – пеницил�
лина бензатиновая соль); пени�
циллин G (бензилпенициллин).

❏ Пенициллин G (бензилпе�
нициллин), мол. масса = 570,7
(C16H18N2O4S•C13H2ON2O2 – пе�
нициллина прокаиновая соль).

Цефотаксим
❏ Цефотаксим, мол. масса =

477,4 (C16H16N5O7S2Na – цефотак�
сима натриевая соль).

Цефтриаксон
❏ Цефтриаксон, мол. масса =

554,59 (C18H16N8Na2O7S3·31/2 H2O
– цефтриаксона динатриевая
соль гемигептагидрат).

В качестве растворителей для
этих субстанций используется
стерильный физиологический
раствор. Навеску для базового
раствора определяют исходя из
расчета, что при добавлении
100 мкл его к 0,9 мл бульона по�
лучается стартовый раствор ан�
тибиотика с концентрацией в
2 раза больше, чем максимальная
тестируемая концентрация. Ре�

комендуемый диапазон тестируе�
мых концентраций пенициллина,
цефотаксима, цефтриаксона – от
0,008 мг/мл до 8 мкг/мл. Следо�
вательно, концентрация старто�
вого раствора должна быть
16 мкг/мл, а базового –
1600 мкг/мл.

При расчетах следует учиты�
вать наличие в субстанции балла�
стной части, которая в некоторых
солях антибиотиков составляет
значительную долю. Активность
субстанции указана на упаковке
и выражается либо в процентном
содержании действующего веще�

тельности к некоторым антибио�
тикам приведены в табл. 5.

Контроль качества. Исполь�
зуется S. pneumoniae ATCC

49619. Методика постановки и
учета соответствует методике ра�
боты с испытуемым штаммом.
Результаты интерпретируются

по приведенным ниже критери�
ям (табл. 6).

Приложение 2

Приготовление базового раствора антибиотика

Таблица 7. Условия и сроки хранения базовых растворов
антибиотиков

Условия и сроки хранения
Субстанция +4оC � 20оC Растворитель
Бензилпенициллин 7 дней 3 мес Стерильный 0,9% раствор NaCl
или стерильная дистиллированная вода
Цефотаксим 10 дней >3 мес Стерильный 0,9% раствор NaCl или сте�
рильная дистиллированная вода
Цефтриаксон 10 дней 3 мес Стерильный 0,9% раствор NaCl или сте�
рильная дистиллированная вода

Условия и сроки хранения
Субстанция

+4оC – 20оC
Растворитель

Бензилпеницил�
лин

7 дней 3 мес Стерильный 0,9% раствор
NaCl или стерильная дистил�
лированная вода

Цефотаксим 10 дней >3 мес Стерильный 0,9% раствор
NaCl или стерильная дистил�
лированная вода

Цефтриаксон 10 дней 3 мес Стерильный 0,9% раствор
NaCl или стерильная дистил�
лированная вода

Приложение 1

Кровяной агар для выделения S. pneumoniae
с использованием отечественных питательных агаров

В качестве агаровой питатель�
ной основы можно использовать
эритрит�агар, сухой питательный
агар, ГРМ�агар (сухой), ГРМ�
агар № 1 (сухой), АГВ. При вы�
боре агаровой основы особое
внимание обращают на рН среды.
Среды с рН ниже 7 не пригодны

для выделения пневмококка. Оп�
тимальная рН среды – 7,2±0,2.

Навеску агара берут в количе�
стве, указанном на этикетке. По�
сле стерилизации агар охлажда�
ют до температуры 45оС, добав�
ляют 10% инактивированной ло�
шадиной сыворотки, 3% эритро�

цитной массы или 5% дефибри�
нированной крови.

Приготовленная таким обра�
зом среда подлежит внутреннему
контролю на «чувствительность»
и ростовые свойства.

Контроль качества. Исполь�
зуется S. pneumoniae ATCC 49619.
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ства, либо в миллиграммах дей�
ствующего вещества на 1 г суб�
станции. Во втором случае для
того чтобы вычислить процент�
ное содержание активного веще�
ства, необходимо значение ак�
тивности, выраженное в мг/г,
разделить на 10. Если активность
субстанции не указана на упаков�
ке, ее условно принимают за рав�
ную 100 %.

Методика расчета серийных
разведений антибиотика приведе�
на в изложенных ниже примерах.

Пример 1
Необходимо приготовить се�

рийные разведения натриевой
соли пенициллина с диапазоном
разведений от 8 до 0,008 мкг/мл.
Объем базового раствора – при�
мерно 50 мл.

mтеор.(r) =
Смакс. (мкг/мл)×Vосн. (мл)

500×А
где mтеор. – теоретическая мас�

са навески с учетом активности
субстанции, Vосн. – объем базово�
го раствора, А – активность суб�
станции, выраженная в процен�
тах, mтеор. = 8 (мкг/мл)×50(мл)/
/500×100 = 0,008 (г).

Как правило, абсолютно точ�
но взвесить необходимое количе�
ство антибиотика не удается. В
таком случае для того чтобы по�
лучить базовый раствор нужной
концентрации, необходимо варь�
ирование объемом растворителя.
Этот объём рассчитывают по сле�
дующей формуле:

mтеор.(r) =
mпракт. (г)×Vтеор. (мл)

m теор. (г)

где Vпракт. – практический объ�
ем растворителя, Vтеор. – теорети�
ческий объем растворителя, mпракт.

– практическая масса навески.
Vпракт. = 0,00854 (г)×50 мл/

/0,008 (г) ≈ 53,4 (мл).

Пример 2
Необходимо приготовить се�

рийные разведения натриевой
соли цефотаксима с диапазоном
от 8 до 0,06 мкг/мл. Субстанция
антибиотика содержит 89% дей�
ствующего вещества. Объем ба�
зового раствора – примерно
50 мл.

Расчет:
mтеор.= 8 (мкг/мл)×50(мл)/

/500 × 89 ≈ 0,009 (г),
Vпракт. = 0,0092(г)×50 мл/ 0,009

(г) ≈ 51,1 (мл).

Приготовленный базовый
раствор разливается в стериль�
ных условиях небольшими объе�
мами (для тестирования 1, 2, 3 ....
N штаммов) и хранится при
температуре +4оC или –20оC
в течение сроков, указанных в
табл. 7.

,
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