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Цель. Разработать технологию производства отечественного бульона Мюллера-Хинтон и в сравни-
тельных испытаниях с импортным аналогом оценить его качество по физико-химическим и микро-
биологическим показателям с использованием референс-штаммов микроорганизмов с обычными и 
сложными питательными потребностями.
Материалы и методы. В работе исследовали кислотные гидролизаты казеина и бульоны Мюллера-
Хинтон (МХБ) производства ФБУН ГНЦ ПМБ (МХБ–Оболенск) и BD BBL (МХБ–BD), на которых те-
стировали 7 тест-штаммов (E. coli АТСС 25922, S. aureus АТСС 29213, P. aeruginosa ATCC 27853, 
E. faecalis ATCC 29212, S. pneumoniae ATCC 49619, H. influenzae ATCC 49766, C. jejuni ATCC 
33560) к 21 антибиотику (Sigma) методом микроразведений в бульоне по методологии EUCAST. 
Для культивирования трех последних штаммов в бульоны добавляли 5% лизированной лошади-
ной крови (Эколаб) и 20 мг/л β-NAD (Sigma). Всего проведено по 192 теста на каждом бульоне. 
Физико-химические и микробиологические показатели качества определяли по ГОСТ Р 70393–
2022, а содержание ионов двухвалентных металлов – методом атомно-эмиссионной спектрометрии 
с индуктивно связанной плазмой.
Результаты. Создана технология производства отечественного МХБ классического состава на ос-
нове солянокислотного гидролизата казеина со стандартизованным содержанием ионов каль-
ция, магния и пониженным содержанием ионов марганца, цинка и тимидина. Физико-химические 
(рН, аминный азот, хлориды) и микробиологические (чувствительность, скорость роста микроор-
ганизмов, стабильность их основных биологических свойств и чувствительность к антимикроб-
ным препаратам) показатели качества не отличаются от таковых для МХБ–BD. Значения МПК на 
МХБ–Оболенск и МХБ–BD совпадали с целевыми в 162 тестах (84,4%) и 168 тестах (87,5%) соот-
ветственно; отличались от целевого на +/- одно разведение в 30 (15,6%) и 21 тесте (11%) соответ-
ственно. При анализе комбинации меропенем–P.aeruginosa на МХБ–BD в трех тестах значения МПК 
превышали допустимый интервал на одно двукратное разведение.
Содержание ионов кальция, магния, марганца и цинка в бульонах удовлетворяет требованиям меж-
дународных стандартов. Однако концентрация последнего в МХБ-BD оказалась в три раза выше и 
составила 1,1 мг/л, что, возможно, является причиной ошибки при определении МПК меропенема.
Полученные результаты требуют дальнейших исследований по оптимизации допустимых концентра-
ций ионов цинка с использованием клинических штаммов микроорганизмов.
Выводы. Разработан отечественный МХБ классического состава, удовлетворяющий требованиям 
международных стандартов. Бульон не уступает по качеству импортному аналогу в сравнительных 
исследованиях с использованием референс-штаммов с обычными и сложными питательными по-
требностями.

Organization of production of Russia-made Mueller-Hinton broth

Kosilova I.S., Domotenko L.V., Khramov M.V.
State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk, Russia

Objective. To develop a technology for producing Russia-made Mueller-Hinton broth and to compare its 
quality in terms of physicochemical and microbiological parameters with a foreign analog in trials using 
reference microbial strains sharing common and complex nutritional requirements.
Materials and methods. The work investigated casein acid hydrolysates and Mueller-Hinton broths (MHBs) 
produced by the Federal Budgetary Institution of Science SRCAMB (MHB–Obolensk) and by BD BBL 
(MHB–BD) through testing 7 test strains of E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213, P. aeruginosa 
ATCC 27853, E. faecalis ATCC 29212, S. pneumoniae ATCC 49619, H. influenzae ATCC 49766, 
and C. jejuni ATCC 33560 against 21 antibiotics (Sigma) by the broth microdilution method procedure 
according to EUCAST methodology. The latter three strains were cultured in broth supplemented with 
5% lysed horse blood (Ecolab) and 20 mg/l of β-NAD (Sigma). Totally 192 tests for each broth were 
carried out. Physicochemical and microbiological quality parameters were determined according to GOST 
R 70393-2022. The content of divalent metal ions was determined by inductively coupled plasma atomic 
emission spectrometrу.
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Results. A technology allowing the production of Russia-made MHB of the conventional composition 
based on hydrochloric acid casein hydrolysate with a standardized content of calcium, magnesium ions 
and a reduced content of manganese, zinc and thymidine ions has been developed. Physicochemical (pH, 
amine nitrogen, chlorides) and microbiological (sensitivity, microbial growth rate, stability of their basic 
biological properties, and antimicrobial susceptibility) quality parameters did not differ from those for 
MHB–BD. MIC values for MHB–Obolensk and MHB–BD were consistent with targets in 162 tests (84.4%) 
and 168 tests (87.5%), respectively, and differed from the target by +/-one dilution in 30 (15.6%) and 21 
(11%) tests, respectively. In analyzing the combination of meropenem – P. aeruginosa in MHB–BD, MICs 
exceeded the admissible interval by one double dilution in three tests.
The content of calcium, magnesium, manganese and zinc ions in the broths complies with international 
standards. However, the concentration of the latter in MHB-BD turned out to be three times higher and 
amounted to 1.1 mg/l being a possible cause of the error in determining the MIC of meropenem.
The results obtained require further study involving microbial clinical strains in order to optimize admissible 
concentrations of zinc ions.
Conclusions. Conventional a Russia-made MHB that meets the requirements of international standards has 
been developed. The broth is not inferior to its foreign analog in quality as shown in comparative studies 
using reference strains with common and complex nutritional needs.

Введение

Масштабное распространение микроорганизмов 
устойчивых к антимикробным препаратам (АМП) стало 
глобальной проблемой здравоохранения во всем мире 
[1–5]. Основными причинами развития антибиотикоу-
стойчивости микроорганизмов являются чрезмерное не-
контролируемое использование антибиотиков в меди-
цине, ветеринарии и сельском хозяйстве [6]. Инфекции, 
вызванные микроорганизмами с лекарственной устойчи-
востью, приводят к ежегодной смерти около 5 млн лю-
дей в год, а к 2050 г. ожидается увеличение этих пока-
зателей до 10 млн смертей в год [7, 8].

Своевременное определение чувствительности/
устойчивости возбудителя к антибиотикам является од-
ним из важнейших мероприятий, направленным на со-
кращение и предотвращение распространения антибио-
тикоустойчивых микроорганизмов [9].

Референтным методом определения чувствительно-
сти микроорганизмов к АМП является метод микрораз-
ведений в бульоне – количественный метод, применение 
которого позволяет определять значения минимальных 
подавляющих концентраций (МПК) антимикробных пре-
паратов [10]. В отличие от диско-диффузионного метода 
он практически не имеет ограничений и позволяет опре-
делять чувствительность представителей Enterobacterales 
и Acinetobacter spp. к колистину, Pseudomonas spp. к ко-
листину и пиперациллину, Staphylococcus spp. к ванко-
мицину и доксициклину, Enterococcus spp. к ампицилли-
ну-сульбактаму и амоксициллину.

Для постановки метода микроразведений в бульоне 
рекомендуется использовать бульон Мюллера-Хинтон 
(МХБ), от свойств которого зависят результаты исследо-
вания. Учитывая важность качества МХБ и основываясь 
на результатах опубликованных исследований [11–16], 
международная организация по стандартизации (ISO) 
разработала технический стандарт ISO/TS 16782:2016 
«Критерии приемлемости партий дегидратированных 
агара и бульона Мюллера-Хинтон, применяемых для 

оценки чувствительности к антибиотикам» (российский 
аналог – ГОСТ Р 59786–2021/ISO/TS 16782:2016), 
в котором наряду с требованиями к микробиологиче-
ским показателям качества МХБ приведены требования 
к физико-химическим показателям: рН, содержанию ио-
нов некоторых двухвалентных металлов, тимидина [17]. 
Критерии качества, описанные в данном документе, 
предназначены в основном для производителей, в от-
личие от стандарта Европейского комитета по опреде-
лению чувствительности к антибиотикам (EUCAST), в ко-
тором указаны только диапазоны допустимых значений 
МПК антибиотиков для референтных штаммов микроор-
ганизмов, что необходимо в постоянной работе микро-
биологам – пользователям питательных сред [18, 19].

Для получения достоверных результатов тестирова-
ния чувствительности к тетрациклинам, пенициллинам, 
аминогликозидам, макролидам и хинолонам стандар-
тами рекомендовано использовать МХБ с оптимальным 
значением рН в диапазоне 7,2–7,4. Для аминоглико-
зидов, тетрациклинов и фторхинолонов среда должна 
быть строго сбалансирована по содержанию ионов 
кальция (20,0–25,0 мг/л) и магния (10,0–12,5 мг/л), 
для тигециклина и карбапенемов – по концентрации ио-
нов марганца (менее 8,0 мг/л) и цинка (3,0 мг/л) соот-
ветственно, а для сульфаниламидных препаратов крити-
ческим является концентрация тимидина в МХБ – менее 
0,03 мг/л.

Анализ публикаций, посвященных сравнитель-
ному изучению коммерческих серий МХБ иностран-
ных фирм-производителей, показал вариабельность их 
свойств, особенно в отношении ионов двухвалентных 
металлов в них, избыток которых может требовать до-
полнительной обработки питательных сред для получе-
ния достоверных результатов [20–23].

До настоящего времени промышленное производ-
ство МХБ в России отсутствовало, а сложившаяся ситу-
ация с введением экономических санкций в отношении 
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нашей страны привела к ограничению экспорта продук-
ции для проведения микробиологических исследований. 
В связи с чем разработка технологии производства и 
промышленный выпуск отечественного МХБ, который 
необходим не только для ручного варианта выполнения 
метода микроразведений, но для коммерческих тестов 
(в формате планшетов и МПК–стрипов с высушенными 
субстанциями антибиотиков) и для автоматических ана-
лизаторов, является актуальной задачей.

Цель исследования – разработать технологию про-
изводства отечественного бульона Мюллера-Хинтон 
и в сравнительных испытаниях с импортным аналогом 
оценить его качество по физико-химическим и микро-
биологическим показателям с использованием рефе-
ренс-штаммов микроорганизмов с обычными и слож-
ными питательными потребностями.

Материалы и методы

1. Гидролизаты казеина
В работе использовали 5 различных кислотных гид

ролизатов казеина трех фирм-производителей: кис-
лотный гидролизат казеина технический HiMedia кат. 
№ RM 013, кислотный гидролизат казеина технический 
Merck кат. № 1.02245, казаминовые кислоты техниче-
ские Becton Dickinson кат. № 223120; кислотный гидроли-
зат казеина с пониженным содержанием хлорида натрия 
HiMedia кат. № RM 189, кислотный гидролизат казеина 
для коклюшной вакцины HiMedia кат. № RM 495.

Помимо перечисленных гидролизатов в работе ис-
следовали 3 серии солянокислотного гидролизата казе-
ина модифицированный (СГК) производства ГНЦ ПМБ 
Оболенск [24].

2. Питательные среды
Исследовали 3 производственные серии МХБ, на-

работанного на технологической линии в ГНЦ ПМБ 
Оболенск (далее – МХБ–Оболенск), а также МХБ произ-
водства BD BBL (далее – МХБ–BD) кат. № 212322 в ка-
честве контрольной среды. При тестировании микроор-
ганизмов со сложными питательными потребностями в 
бульоны добавляли 5% лизированной лошадиной крови 
и 20 мг/л β-NAD (Sigma-Aldrich, США, кат. № N8535).

Лизированную лошадиную кровь готовили из дефи-
бринированной лошадиной крови (Эколаб). Для чего в 
дефибринированную лошадиную кровь добавляли сте-
рильную деионизированную воду в соотношении 1:1, 
помещали в морозильную камеру на (8 ± 1) ч. при тем-
пературе (– 20)°C. Затем размороженную при комнат-
ной температуре кровь повторно подвергали замора-
живанию-оттаиванию, повторяя данный цикл 4 раза до 
полного лизиса кровяных клеток. После этого лизиро-
ванную лошадиную кровь осветляли центрифугирова-
нием при 7000 об/с в течение 30 мин. на центрифуге 
Eppendorf Centrifuge 5702.

Для подготовки к проведению тестирования 
тест-штаммов микроорганизмов с обычными питатель-
ными потребностями использовали питательную среду 

№ 1 ГРМ (ГНЦ ПМБ, Оболенск), для Streptococcus 
pneumoniae ATCC 49619 и Haemophilus influenzae ATCC 
49766 – шоколадный агар (ГНЦ ПМБ, Оболенск), а для 
Campylobacter jejuni ATCC 33560 – среду ЖЭКА, приго-
товленную из основы железо-эритрит-кровяного агара 
для выделения кампилобактерий (ГНЦ ПМБ, Оболенск) 
с внесением дефибринированной бараньей крови 
(Эколаб) из расчета 70 мл/л среды и 5 мл/л аэротоле-
рантной добавки, содержащей метабисульфит натрия, 
пируват натрия, сульфат железа (II). Приготовление пи-
тательных сред проводили в соответствии с инструкци-
ями производителя.

3. Тест-штаммы микроорганизмов
В работе тестировали 4 тест-штамма с обычными 

питательными потребностями Escherichia coli АТСС 
25922, Staphylococcus aureus АТСС 29213, Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC 
29212 и 3 тест-штамма со сложными питательными по-
требностями S. pneumoniae ATCC 49619, H. influenzae 
ATCC 49766, C. jejuni ATCC 33560, полученные из 
Государственной коллекции патогенных микроорганиз-
мов (ГКПМ-Оболенск) в лиофилизированном виде. Перед 
проведением тестирования тест-штаммы ресуспендиро-
вали путем добавления в ампулы по 0,5 мл 0,9% сте-
рильного раствора хлорида натрия. Затем полученную 
бактериальную суспензию высевали по 0,2 мл на чашки 
Петри с соответствующей питательной средой (см. раз-
дел «Материалы и методы» п. 2). Все тест-штаммы инку-
бировали при температуре (35 ± 1) С в течение 18–20 ч., 
а C. jejuni ATCC 33560 – при температуре (37 ± 0,5) °С 
в течение 48–72 ч. Тест-штаммы S.  pneumoniae ATCC 
49619 и H. influenzae ATCC 49766 инкубировали в ат-
мосфере 5–10% CO2, а C. jejuni ATCC 33560 – в анаэ-
ростате АЭ-01 (ООО «НИКИ МЛТ», ТУ 9443) с GasPak 
(BD, кат № 260680), который обеспечивал микроаэроб-
ную атмосферу (10% CO2, 5% O2 и 85% N2).

3. Антимикробные препараты
В работе использовали субстанции антимикроб-

ных и лекарственных препаратов: азтреонам кат. 
№  PHR1785, амикацин кат. № А1774, амоксициллин 
кат. № A8523, ампициллин кат. № A9393, ванкомицин 
кат. №94747, гентамицин кат. № G3632-1G, имипенем 
кат. № I0160, колистин кат. № C4461, левофлоксацин 
кат. № 28266, линезолид кат. № PHR1885, меропенем 
кат. № PHR1772, моксифлоксацин кат. № SML1581, 
пиперациллин кат. № PHR1805, тазобактам кат. № 
PHR1686, тетрациклин кат. № T8032, тигециклин кат. 
№ PZ0021, триметоприм кат. № T7883, цефтазидим 
кат. № PHR1847, ципрофлоксацин кат. № 17850, эри-
тромицин кат. № E6376, сульбактам кат. № Y0000528 
и сульфаметоксазол кат. № S7507 – все производства 
Sigma-Aldrich.

4. Метод микроразведений в бульоне
Для выполнения метода использовали 96-луночный 

планшет. Пример определения значений МПК гента-
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мицина, имипенема и левофлоксацина при тестирова-
нии P. aeruginosa ATCC 27853 с использованием план-
шета и разработанного МХБ-Оболенск представлен на 
Рисунке 1.

Тестирование и учет результатов проводили в соот-
ветствии с требованиями международных стандартов 
[10, 18, 19, 25]. Результаты тестирования оценивали по 
таблицам критических значений МПК и диаметров зон 
подавления роста EUCAST (версия 13.0), кроме тест-
штамма C. jejuni ATCC 33560, для которого результаты 
тестирования оценивали по стандарту CLSI М100 (вер-
сия 33) [18]. Значение МПК каждого антибиотика опре-
деляли в трех повторах.

Результаты для E. coli АТСС 25922, S. aureus АТСС 
29213, P. aeruginosa ATCC 27853, E. faecalis ATCC 
29212, S. pneumoniae ATCC 49619 и H. influenzae 
ATCC 49766 учитывали после инкубирования при тем-
пературе (35 ± 1)°С в течение 18 ч., а C.  jejuni ATCC 
33560 – при температуре (41 ± 1)°С в течение 24 ч.

5. Физико-химические показатели качества пита-
тельных сред

Физико-химические показатели качества образцов 
питательных сред: содержание аминного азота, содер-
жание хлоридов в пересчете на натрия хлорид и по-
терю в массе при высушивании, – определяли в соот-
ветствии с МУК 4.2.2316-08 [26]. Содержание ионов 
кальция (Ca2+), магния (Mg2+), марганца (Mn2+) и цинка 
(Zn2+) определяли в соответствии с требованиями ГОСТ 
Р ИСО 27085-2012 методом атомно-эмиссионной спек-
трометрии с индуктивно связанной плазмой на плазмен-
ном спектрометре iCAP-6500 Duo Thermo Scientific [27].

Содержание тимидина в МХБ оценивали косвен-
ным методом по соответствию полученных значений 
МПК триметоприма-сульфаметоксазола при тестиро-
вании E. faecalis ATCC 29212 допустимому значению – 
≤ 0,5 мг/л.

6. Определение показателя чувствительности пита-
тельных сред, скорости роста и стабильности основных 
биологических свойств тест-штаммов

Показатель чувствительности МХБ определяли по 
максимальному разведению тест-штаммов, которое 
обеспечивало визуально обнаруживаемый рост. Для 
этого готовили микробные суспензии, соответствую-
щие 10  единицам по отраслевому стандартному об-
разцу (ОСО) мутности 42-28-85, с использованием 
стерильного 0,9% раствора натрия хлорида. Из по-
лученных суспензий десятикратными разведениями 
(4,5  мл 0,9% раствора натрия хлорида и 0,5 мл ми-
кробной взвеси) доводили до рабочего разведения 
10-9. Затем по 0,1 мл каждого разведения высевали 
в 10,0 мл каждого бульона. Все посевы инкубировали 
при температуре (37 ± 1)°С в течение 18–24 ч., кроме 
C. jejuni ATCC 33560, который инкубировали при той 
же температуре, но в течение 48 ч.

Показатель стабильности основных биологических 
свойств тест-штаммов определяли по характеру их ро-

ста – наличию равномерного диффузного помутнения 
питательных сред.

Результаты

В процессе разработки технологии и организации 
производства отечественного МХБ в качестве основы 
исследованы различные коммерческие гидролизаты ка-
зеина (см. раздел «Материалы и методы» п. 1), но их 
применение не позволило получить питательную среду, 
удовлетворяющую требованиям международных стан-
дартов по элементному составу, значениям рН и МПК 
антимикробных препаратов для референтных штаммов 
микроорганизмов.

Ранее для производства агара Мюллера-Хинтон 
(МХА) был специально разработан СГК с пониженным 
содержанием тимидина, ионов Mn2+ и Zn2+, а также со 
сбалансированным содержанием ионов Ca2+ и Mg2+ 
[24]. Только при использовании данного СГК удалось 
сконструировать бульон, состав которого соответ-
ствует классической прописи: СГК – 17,5 г/л, мясной 
экстракт – 2,0 г/л и крахмал – 1,5 г/л, а концентра-
ции Ca2+ и Mg2+ находятся в диапазонах (20–25) мг/л и 
(10–12,5) мг/л соответственно [17]. По указанной про-
писи наработаны три серии МХБ для оценки качества 
в сравнительных испытаниях с импортным аналогом с 
использованием референс-штаммов микроорганизмов 
с обычными и сложными питательными потребностями.

Как известно, качество питательных сред опреде-
ляется комплексом физико-химических и микробиоло-
гических показателей, основные среди которых – рН, 
содержание аминного азота и хлоридов, а для сухих 
сред – потеря в массе при высушивании [26, 28]. В ходе 
исследований определены приемлемые интервалы пока-
зателей для МХБ, которые позволяют получать допусти-
мые значения МПК для тест-штаммов: во всех исследуе-
мых производственных сериях МХБ–Оболенск значения 
рН находится в диапазоне от 7,2 до 7,3, что удов-

Рисунок 1.	Определение значений МПК гентамицина (GM), 
имипенема (IMP) и левофлоксацина (LVX) при 
тестировании P. aeruginosa ATCC 27853 методом 
микроразведений в МХБ–Оболенск
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летворяет требованиям международных стандартов  
[17–19]. Содержание аминного азота варьируется от 
4,7% до 5,0%, хлоридов – от 27,5% до 28,7%, а по-
теря в массе при высушивании составляет от 3,8% до 
4,0%. Полученные значения физико-химических показа-
телей практически совпадают с аналогичными показате-
лями контрольной питательной среды.

К микробиологическим показателям качества всех 
питательных сред относятся показатель чувствительно-
сти питательных сред, скорость роста и стабильность 
основных биологических свойств микроорганизмов, а 
для питательных сред, используемых для определения 
антибиотикочувствительности, дополнительно опреде-
ляется показатель чувствительности микроорганизмов к 
антимикробным препаратам путем сравнения получен-
ных и табличных значений МПК для тест-штаммов ми-
кроорганизмов по таблицам для рутинного и расширен-
ного контроля качества [29].

Определение показателя чувствительности питатель-
ных сред, скорости роста и стабильности основных био-
логических свойств тест-штаммов микроорганизмов

Как показали результаты исследований, питатель-
ная среда обладает хорошей чувствительностью. Тест-
штаммы E. coli АТСС 25922, S. aureus АТСС 29213, 
P.  aeruginosa ATCC 27853 и E. faecalis ATCC 29212 
вырастали в виде диффузного равномерного помутне-
ния среды из разведения 10-7 через 18–24 ч. инкуби-
рования. При внесении в МХБ-Оболенск соответству-
ющих добавок (см. раздел Материалы и методы п.  1 
«Питательные среды») наблюдался аналогичный рост 
S. pneumoniae ATCC 49619, H. influenzae ATCC 49766 
и C. jejuni ATCC 33560 из разведений 10-5, 10-7 и 10-7 
соответственно. Тест-штамм кампилобактерий вырастал 
позже других исследованных микроорганизмов: для его 
роста требовалось 48 ч. Аналогичные показатели каче-
ства получены для МХБ–BD.

Таблица 1.	Комбинации АМП – тест-штамм, протестированные методом микроразведений в бульоне

АМП

Тест-штаммы микроорганизмов
Количество протести-
рованных комбинаций

АМП – тест-штамм 
E. coli 
АТСС 
25922

S. aureus 
АТСС 
29213 

P. aeruginosa 
ATCC  
27853

E. faecalis 
ATCC  
29212 

S. pneumoniae 
ATCC  
49619 

H. influenzae 
ATCC  
49766 

C. jejuni 
ATCC 
33560 

Азтреонам + -* + - - - - 2

Амикацин + + + - - - - 3

Амоксициллин + - - - - - - 1

Ампициллин + - - + - - - 2

Ампициллин-
сульбактам

+ - - - - - - 1

Ванкомицин - + - + + - - 3

Гентамицин + + + + - - - 4

Имипенем + - + + - - - 3

Колистин + - + - - - - 2

Левофлоксацин + + + + + + - 6

Линезолид - + - + + - - 3

Меропенем + - + - + + - 4

Моксифлоксацин + + - - + + - 4

Пиперациллин + - + - - - - 2

Пиперациллин-
тазобактам

+ - + - - - - 2

Тетрациклин - + - - + + + 4

Тигециклин + + - + - - - 3

Триметоприм-
сульфаметоксазол

+ + - + - - - 3

Цефтазидим + - + - - - - 2

Ципрофлоксацин + + + + - + + 6

Эритромицин - + - - + + + 4

Общее количество протестированных комбинаций АМП-тест-штамм 64

Общее количество поставленных тестов 192

* Тестирование с данным АМП не проводили.
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Определение показателя чувствительности микроор-
ганизмов к антимикробным препаратам

В ходе исследования определены значения МПК 
антимикробных препаратов 21 наименования для 
7 тест-штаммов микроорганизмов в соответствии с 
Таблицей 1. Каждая комбинация АМП – тест-штамм 
протестирована в трех повторах на исследуемой и кон-
трольной питательной среде. Всего на каждой питатель-
ной среде выполнено по 192 теста.

Полученные значения МПК оценивали по следую-
щим критериям: по соответствию целевым значениям, 
по отклонению от целевого значения на +/- одно раз-
ведение и отклонению от допустимого интервала зна-
чений. Количество тестов, соответствующих выбран-
ным критериям, на двух питательных средах приведены 
в Таблице 2.

Как видно из Таблице 2, значения МПК антибиоти-
ков, полученные на МХБ-Оболенск, соответствуют це-
левому значению в 162 из 192 проведенных тестов 
(84,4%). В 30 тестах (15,6%) значения МПК отклоня-
ются от целевых на +/- одно разведение. В основном, 

эти отличия касаются определения МПК амоксициллина, 
ампициллина, ампициллина-сульбактама и пиперацилли-
на-тазобактама для E. coli АТСС 25922, МПК ципро-
флоксацина для S. aureus АТСС 29213 и E. faecalis ATCC 
29212, МПК азтреонама, пиперациллина и пиперацил-
лина-тазобактама для P. aeruginosa ATCC 27853 и МПК 
ампициллина для E. faecalis ATCC 29212.

Величины МПК антибиотиков, полученные на кон-
трольной питательной среде (МХБ–BD), соответствуют 
целевому значению в 168 тестах (87,5%), а в 21 те-
сте (11%) – отклоняются от целевых на +/- одно раз-
ведение при тестировании комбинаций амоксициллин – 
E. coli АТСС 25922, ампициллин – E. coli АТСС 25922 
и моксифлоксацин – S. pneumoniae ATCC 49619. Еще 
три случая отклонения от целевых значений отмечены 
при определении чувствительности к обоим представи-
телям карбапенемов (имипенему и меропенему): при те-
стировании комбинаций P. aeruginosa ATCC 27853  – 
имипенем и E. faecalis ATCC 29212 – имипенем, а также 
E. coli АТСС 25922 – меропенем и S. pneumoniae ATCC 
49619 – меропенем. Кроме того, при анализе P. aeru­

Таблица 2.	Результаты оценки значений МПК антибиотиков, полученных на МХБ-Оболенск и МХБ–BD

АМП

Количество тестов, для которых полученные значения МПК антибиотиков

Совпадали с целевыми  
значениями

Отклонялись от целевых  
на +/- одно разведение

Выходили за рамки  
допустимых значений

МХБ-Оболенск МХБ–BD МХБ-Оболенск МХБ–BD МХБ-Оболенск МХБ–BD

Азтреонам 3 6 3 0 0 0

Амикацин 9 9 0 0 0 0

Амоксициллин 0 0 3 3 0 0

Ампициллин 0 3 6 3 0 0

Ампициллин-сульбактам 0 3 3 0 0 0

Ванкомицин 9 9 0 0 0 0

Гентамицин 12 12 0 0 0 0

Имипенем 9 3 0 6 0 0

Колистин 6 6 0 0 0 0

Левофлоксацин 15 15 0 0 0 0

Линезолид 9 9 0 0 0 0

Меропенем 12 3 0 6 0 3

Моксифлоксацин 12 9 0 3 0 0

Пиперациллин 3 6 3 0 0 0

Пиперациллин-тазобактам 0 6 6 0 0 0

Тетрациклин 12 12 0 0 0 0

Тигециклин 9 9 0 0 0 0

Триметоприм-сульфаметоксазол 9 9 0 0 0 0

Цефтазидим 6 6 0 0 0 0

Ципрофлоксацин 12 18 6 0 0 0

Эритромицин 12 12 0 0 0 0

Всего тестов 162 168 30 21 0 3



Организация производства отечественного бульона Мюллера-Хинтон

Косилова И.С. и соавт.

476

КМАХ . 2024 . Том 26. №4ОПЫТ РАБОТЫ

ginosa ATCC 27853 значения МПК меропенема не вхо-
дили в допустимый интервал и превышали верхнее по-
граничное значение на одно двукратное разведение: 
при допустимом диапазоне 0,25–1,0 мг/л получено зна-
чение 2,0 мг/л. При этом на МХБ-Оболенск для этого 
штамма МПК меропенема составило 0,5 мг/л.

Для поиска причин полученных несовпадений в бу-
льонах МХБ-BD и трех сериях МХБ-Оболенск опре-
делены концентрации ионов Ca2+, Mg2+, Mn2+ и Zn2+, 
которые могут влиять на результаты определения чув-
ствительности микроорганизмов (см. Таблица 3).

Как видно из Таблицы 3, содержание ионов Ca2+ в 
исследуемых образцах МХБ–Оболенск варьируется в 
диапазоне от 22,0 до 22,9 мг/л, ионов Mg2+ – от 10,3 
до 11,0 мг/л, Mn2+ – от 0,2 до 0,27 мг/л, а Zn2+ – от 
0,27 до 0,3 мг/л. Все проанализированные образцы бу-
льона МХБ удовлетворяют требованиям ГОСТ Р 59786-
2021/ISO/TS 16782:2016: полученные значения МПК 
входят в регламентируемый диапазон 20,0 мг/л – 
25,0 мг/л для ионов кальция, 10,0 мг/л – 12,5 мг/л для 
ионов магния, а концентрации ионов марганца и цинка 
не превышают 8,0 мг/л и 3,0 мг/л соответственно [17]. 
Обращает внимание более низкая концентрация ионов 
Mn2+ и Zn2+ в обоих бульонах относительно требований 
ГОСТ Р 59786-2021/ISO/TS 16782:2016. Но если по 
содержанию ионов Mn2+ исследуемые образцы практи-
чески не отличаются между собой, то в МХБ-BD концен-
трация Zn2+ в три раза выше (1,1 мг/л), чем во всех трех 
сериях МХБ-Оболенск (от 0,27 до 0,30 мг/л).

Обсуждение

Результаты проведенных исследований разработан-
ного отечественного бульона Мюллера-Хинтон пока-
зали соответствие требованиям стандартов EUCAST и 
ГОСТ Р 59786-2021/ISO/TS16782:2016 по содержа-
нию ионов двухвалентных металлов и тимидина, а также 

соответствию значений минимальных подавляющих кон-
центраций АМП различных классов при тестирова-
нии референтных штаммов. Сравнительные испытания 
разработанного бульона и МХБ-BD показали хорошую 
сходимость результатов МПК практически для всех 
исследованных АМП. Расхождения в результатах тести-
рования P. aeruginosa ATCC 27853 и меропенема могут 
быть связаны с различиями в содержании ионов Zn2+, 
которые влияют на результаты определения чувстви-
тельности к карбапенемам.

Влияние состава МХБ на результаты тестирования 
чувствительности к антибиотикам известно уже давно, в 
результате чего изменились требования к содержанию 
ионов некоторых двухвалентных металлов. Например, до 
процесса стандартизации МХБ содержал только незна-
чительные количества ионов Ca2+ и Mg2+, что приводило 
к несоответствию результатов in vitro и in vivo чувстви-
тельности P. aeruginosa к аминогликозидам. В процессе 
стандартизации было показано, что МХБ требует добав-
ления данных ионов до достижения физиологических 
уровней, но при проведении дальнейших исследованиях 
концентрации были пересмотрены, поскольку оказались 
неоптимальными. В настоящее время для получения до-
стоверных результатов тестирования в МХБ содержа-
ние ионов Ca2+ и Mg2+ составляет (20,0–25,0) мг/л и  
(10,0–12,5) мг/л соответственно [14, 15, 30].

Последующие исследования показали, что на ак-
тивность не только аминогликозидов, но и других анти-
биотиков (колистина, полимиксина В, даптомицина, ти-
гециклина, цефидерокола, имипенема и меропенема) 
оказывают влияние присутствие ионов Ca2+, Mg2+, Mn2+ 
Zn2+ в питательной среде [31–35].

Но если концентрации ионов Ca2+ и Mg2+ строго стан-
дартизированы требованиями международных стандар-
тов [17–19], и должны находиться в соответствующих 
диапазонах значений, то в отношении концентрации ио-
нов Zn2+ в бульоне и агаре Мюллера-Хинтон положени-
ями ГОСТ Р 59786-2021/ISO/TS 16782:2016 реко-
мендовано значение, не превышающее 3 мг/л. Вместе 
с тем, стандартами CLSI и EUCAST при определении 
чувствительности микроорганизмов к цефидероколу в 
очищенный от ионов двухвалентных металлов МХБ ре-
комендуется добавлять соли кальция и магния до ко-
нечных стандартизованных концентраций (20–25 мг/л и 
10,0–12,5 мг/л соответственно), а цинка – до конечной 
концентрации (0,5–1,0) мг/л [18, 36, 37].

Ранее [38, 39] было показано, что при повышении 
концентрации ионов Zn2+ от исходного значения, рав-
ного 0,3 мг/л, до 1,4 мг/л с шагом 0,2 мг/л путем до-
бавления сульфата цинка уменьшались значения диаме-
тров зон подавления роста тест-штамма P.  aeruginosa 
ATCC 27853 вокруг дисков с меропенемом и имипене-
мом, а при концентрации ионов Zn2+ ≥ 1,0 мг/л, диаме-
тры зон подавления роста тест-штамма вокруг диска с 
меропенемом снижались и выходили за рамки допусти-
мого диапазона значений.

Вероятно, концентрация ионов Zn2+ ≥ 1,0 мг/л, в 
МХБ-BD при тестировании P.  aeruginosa ATCC 27853 

Таблица 3.	Концентрации ионов кальция (Ca2+), магния (Mg2+), 
марганца (Mn2+) и цинка (Zn2+) в бульонах Мюллера-
Хинтон разных производителей

Питательные 
среды

Содержание ионов

Ca2+, мг/л Mg2+, мг/л Mn2+, мг/л Zn2+, мг/л

МХБ–Оболенск
серия1

22,5 10,3 0,25 0,29

МХБ–Оболенск
серия 2

22,0 11,0 0,20 0,30

МХБ–Оболенск
серия 3

22,9 10,8 0,27 0,27

Контрольная 
среда
МХБ–BD

22,0 10,8 0,35 1,1

Требования 
ГОСТ Р 59786-
2021/ISO/TS 
16782:2016 [17]

20,0–25,0 10,0–12,5 < 8,0 < 3,0
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способствовала получению МПК меропенема, превы-
шающей допустимые значения. Полученные результаты 
требуют дальнейших исследований по оптимизации до-
пустимых концентраций ионов цинка в МХБ с использо-
ванием клинических штаммов микроорганизмов.

Необходимость более тщательного изучения вли-
яния ионов Zn2+ на результаты тестирования чувстви-
тельности к карбапенемам и оптимизации питательных 
сред по их содержанию также отражена в недавних пу-
бликациях Bilinskaya A. и соавт. [21] и Asempa T. и со-
авт. [22, 23]. Отмечена значительная вариабельность 
содержания данных ионов в девяти коммерческих се-
риях МХБ трех производителей (BD, Oxoid, и Sigma-
Aldrich), которая приводила к 8-кратным различиям в 
МПК меропенема и разным категориям клинической 
чувствительности среди изолятов энтеробактерий, про-
дуцирующих металло-β-лактамазу (MBL) [21]. При ис-
следовании МХБ, предназначенных для автоматических 
систем, наблюдалась 10-кратная разница в концентра-
циях ионов Zn2+ (MicroScan – 0,46 мг/л, BD Phoenix – 
1,16 мг/л, Vitek – 1,22 мг/л, Sensititre – 4,49 мг/л) [23]. 
Добавление ЭДТА в концентрациях ≥30 мкг/мл было 
достаточным для создания среды с ограниченным со-
держанием Zn2+, в результате чего значения МПК стали 
лучше отражать активность меропенема in vivo. Авторы 
подчеркивают, что обедненный цинком МХБ обеспечи-
вает более достоверные результаты МПК меропенема 
для MBL-продуцирующих Enterobacterales, и поэтому ре-
комендуют продолжить работы в данном направлении 
[21, 22].

Таким образом, проведенное исследование под-
черкивает важность производства бульона Мюллера-
Хинтон с обедненным содержанием ионов Zn2+ с целью 
снижения рисков получения ложных результатов опре-
деления чувствительности к карбапенемам.

Заключение

Сконструирован отечественный бульон Мюллера-
Хинтон классического состава на основе специально 
разработанного солянокислотного гидролизата казе-
ина. Отечественный бульон удовлетворяет требованиям 
современных международных стандартов по физико-хи-
мическим и микробиологическим показателям. Имеет 
сбалансированное содержание ионов Ca2+ и Mg2+, об-
ладает пониженным содержанием ионов Mn2+ и Zn2+.

В сравнительных исследованиях с использованием 
референс-штаммов микроорганизмов с обычными и 
сложными питательными потребностями показано, что 
он не уступает по качеству импортному аналогу – МХБ 
производства BD. Полученные отклонения при опреде-
лении МПК карбапенемов на МХБ-BD требуют дальней-
шего изучения оптимального содержания ионов Zn2+ в 
бульонах Мюллера-Хинтон для тестирования чувстви-
тельности микроорганизмов. Особенно это актуально 
для микроорганизмов, продуцирующих металло-β-лак-
тамазы.

Работа выполнена в рамках отраслевой программы 
Роспотребнадзора.
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