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Наиболее достоверным критерием чувствительности микроорганизмов к антимикробным препаратам является зна-
чение минимальной подавляющей концентрации (МПК). Метод градиентной диффузии (эпсилометрический тест, 
Е-тест), проводимый с использованием тест-полосок, импрегнированных антимикробным препаратом (АМП), позво-
ляет получить количественное значение МПК, минуя трудоёмкие этапы традиционного метода последовательных се-
рийных разведений. Выполнена апробация тест-полосок для проведения эпсилометрического теста, разработанных в 
ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера. Контроль качества тест-полосок, проведённый путём 
тестирования эталонных штаммов E. coli ATCC 25922 и S. aureus ATCC 29213 подтвердил соответствие заявленных 
производителем диапазонов концентраций антибиотиков, а также воспроизводимость результатов при тестирова-
нии в трёх повторностях. Проведено сравнение значений МПК, полученных при изучении чувствительности к АМП 101 
клинического изолята микроорганизмов, входящих в группу ESKAPE, выделенных из проб биоматериала от госпитализи-
рованных пациентов Санкт-Петербурга, к восьми АМП с использованием апробируемых тест-полосок и соответству-
ющих тест-полосок M.I.C.E., производитель Oxoid (Великобритания). Продемонстрирован высокий процент соответ-
ствия значений МПК, а также полное соответствие категорий чувствительности для всех комбинаций микроорганизм/
АМП. Полученные расхождения значений МПК не превышали одного шага двукратного последовательного разведения, 
что допустимо по ГОСТ Р ИСО 20776-2-2010. Проведенное исследование показало, что разработанные тест-полоски 
являются приемлемой альтернативной импортным тестам и после окончания процедуры получения регистрационного 
удостоверения могут быть предложены для определения чувствительности микроорганизмов к АМП в клинико-диагно-
стических лабораториях (КДЛ).
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The most reliable criterion for the microorganisms antibiotic susceptibility is the value of the minimum inhibitory concentration 
(MIC). The gradient diffusion method (epsilometric test, e-test), carried out using test strips impregnated with an antimicrobial 
agent, allows to obtain the quantitative value of MIC, bypassing the time-consuming steps of the traditional method of serial 
dilutions. We tested strips for the epsilometric test, developed at Saint-Petersburg Pasteur Institute. The quality control, carried 
by testing the reference strains of E. coli ATCC 25922 and S. aureus 29213, confirmed compliance of the manufacturer’s declared 
antibiotic concentration ranges. The MIC values obtained in the study of the antibiotic susceptibility of 101 clinical isolates 
of microorganisms of the ESKAPE group, isolated from patients of various hospitals in St. Petersburg, were compared to 8 
antimicrobial agents using tested test strips and the corresponding M.I.C. Evaluator of the Oxoid (UK). A high percentage of 
compliance of MIC values was demonstrated, as well as full compliance of susceptibility categories for all microorganism/
antibiotic combinations. The resulting divergences in the MIC values did not exceed one step of a double serial dilution, which 
is permissible according to GOST R ISO 20776-1-2010. The study showed that the test strips developed at the Saint-Petersburg 
Pasteur Institute DNT are an acceptable alternative to import tests and, after the registration certificate will be completed, can be 
offered to determine the susceptibility of microorganisms to antimicrobial agents in bacteriological laboratories.
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Введение. Резистентность к антимикробным пре-
паратам (АМП) определена Всемирной организацией 
здравоохранения (ВОЗ) как главная угроза эффектив-
ному лечению бактериальных инфекций [1]. Около 700 
000 человек ежегодно умирает от инфекций, вызванных 
антибиотикорезистентными микроорганизмами. В от-
сутствие радикальных действий к 2050 г. ежегодное чис-
ло смертей населения от инфекционных заболеваний в 
мире может достигнуть 10 млн человек [2]. В настоящее 
время значительную опасность представляет группа ми-
кроорганизмов с наибольшей долей полирезистентных 
штаммов, названная «ESKAPE», включающая Entero-
coccus spp., Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoni-
ae, Acinetobacter spp., Pseudomonas aeruginosa, Entero-
bacter spp [3, 4]. Микроорганизмы, входящие в группу 
ESKAPE, в совокупности являются одними из наиболее 
актуальных возбудителей нозокомиальных инфекций в 
Российской Федерации: доля микроорганизмов данной 
группы среди наиболее часто встречающихся возбуди-
телей инфекций области хирургического вмешательства 
(ИОХВ) в многопрофильных стационарах составляет 
73,56% [5]. Патогены группы ESKAPE характеризуются 
высоким уровнем устойчивости к АМП, применяющим-
ся для лечения инфекций в стационаре [6, 7].

Наибольшую угрозу представляют клинические 
изоляты, устойчивые к препаратам выбора, использую-
щимся для лечения инфекций различной локализации. 
Наиболее актуальна в настоящее время устойчивость 
изолятов Enterococcus faecium и faecalis к гликопепти-
дам, в частноcти, к ванкомицину (VRE), Staphylococcus 
aureus − к β-лактамам (MRSA), Klebsiella pneumoniae 
и Enterobacter spp. − к β-лактамам за счет продукции 
β-лактамаз расширенного спектра (БЛРС) и карбапене-
маз, Acinetobacter spp. −  к карбапенемам, Pseudomonas 
aeruginosa − к карбапенемам, фторхинолонам и ами-
ногликозидам [8-11]. Перечисленные микроорганиз-
мы представляют особую угрозу, поскольку они могут 
приобретать устойчивость ко всем наиболее эффектив-
ным, безопасным и доступным классам АМП, включая 
карбапенемы и цефалоспорины расширенного спектра 
[12]. Именно поэтому данные микроорганизмы отнесе-
ны ВОЗ к группе возбудителей с «критически высоким 
уровнем приоритетности» [13]. Для снижения циркуля-
ции резистентных штаммов микроорганизмов необхо-
димы строгие меры инфекционного контроля и раци-

ональное использование АМП, основанное на данных 
локального мониторинга чувствительности, а также до-
стоверных результатах тестирования конкретного изо-
лята возбудителя [14]. 

Наиболее достоверным критерием чувствительности 
микроорганизма к АМП является значение МПК, которое 
не только позволяет отнести исследуемый изолят к кате-
гории чувствительности, но и в ряде случаев помогает 
определить режим дозирования антибиотика, оптималь-
ный в отношении выделенного у пациента изолята.  При 
лечении инфекций, вызванных устойчивыми штаммами, 
в условиях крайне ограниченного выбора эффективных 
АМП возможно использование высоких доз антибиоти-
ков с ограниченным прямым токсическим действием с це-
лью создания в организме больного такой концентрации 
АМП, которая позволила бы преодолеть резистентность 
возбудителя [15, 16]. Такой подход возможен только в том 
случае, если это позволяет соотношение МПК препарата 
и его фармакокинетических показателей [17]. Очевидно, 
что определение точного значения МПК выбранного пре-
парата в данном случае играет ключевую роль [18]. 

Фенотипические методы определения чувствитель-
ности микроорганизмов к антибиотикам делятся на 
диффузионные и методы последовательных разведений. 
Референcным методом считается метод серийных разве-
дений, однако, его широкое использование в условиях 
бактериологических лабораторий стационаров огра-
ничено определенными методическими трудностями 
(сложностью приготовления рабочих растворов АМП, 
необходимостью тщательного контроля качества пита-
тельных сред, строгого соблюдения режимов их хране-
ния и др.)  [19, 20]. Диффузионные методы основаны 
на подавлении роста исследуемой культуры к АМП, 
диффундирующим из носителя в плотную питательную 
среду [21, 22]. В КДЛ наиболее широко используют про-
стой в постановке диско-диффузионный метод (ДДМ), 
который хорошо зарекомендовал себя при тестировании 
большинства комбинаций микроорганизм/антибиотик. 
Тем не менее, ДДМ не позволяет провести прямую коли-
чественную оценку чувствительности штамма к иссле-
дуемому АМП и получить точное значение МПК [23]. 
Кроме того, в ряде случаев нормативные документы не 
позволяют использовать ДДМ: например, при определе-
нии чувствительности S. aureus к ванкомицину, S. pneu-
moniae к β-лактамам (кроме оксациллина). 



559

КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2020; 65(9)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-9-557-561

МИКРОБИОЛОГИЯ

Для определения МПК диффузионным методом в 
1988 г. был предложен метод градиентной диффузии, 
названный позже эпсилометрическим тестом (Е-тестом) 
[24]. Применение Е-теста позволяет получить достовер-
ные количественные результаты (точное значение МПК) 
и избежать трудоемких подготовительных этапов [25]. 
В настоящее время в РФ для определения чувствитель-
ности к АМП микроорганизмов вышеуказанным мето-
дом используют импортные тесты, высокая стоимость 
которых ограничивает их широкое применение в КДЛ 
стационаров и диктует необходимость разработки аль-
тернативных тестов отечественного производства. 

Цель работы – апробировать отечественные тест-
полоски для определения чувствительности микроорга-
низмов к АМП методом градиентной диффузии.

Материал и методы. Использовали тест-полоски, 
изготовленные в отделе новых технологий (ОНТ) ФБУН 
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пасте-
ра (далее по тексту – тест-полоски ОНТ). На лицевой 
стороне тест-полоски, выполненной из пористого ма-
териала, нанесено типографское изображение шкалы 
со значениями концентраций АМП. Противоположная 
сторона полоски импрегнирована 16 концентрациями 
АМП, нанесёнными градиентно. В ходе исследования 
провели апробацию тест-полосок, импрегнированных 
АМП различных классов: амикацин, гентамицин (ами-
ногликозиды), азитромицин (макролиды), ванкомицин 
(гликопептиды), меропенем (карбапенемы), оксациллин 
(пенициллины), цефотаксим (цефалоспорины) и ци-
профлоксацин (фторхинолоны). 

Внутрилабораторный контроль качества изготов-
ленных тест-полосок проводили с использованием 
эталонных штаммов Escherichia coli ATCC 25922 и 
Staphylococcus aureus ATCC 29213 на основании це-
левых и допустимых значений МПК, установленных 
стандартом EUCAST в разделе «Routine and extended 
internal quality control for MIC determination and disk dif-
fusion» (версия 10.0) и Институтом клинических и лабо-
раторных стандартов в разделе «Perfomans standarts for 
antimicrobal susceptibility testing» (CLSI M100-S25).

В работе использовали клинические изоляты ми-
кроорганизмов группы ESKAPE (n=101), выделенные 
из проб биоматериала от госпитализированных паци-
ентов Санкт-Петербурга. Идентификацию изолятов 
до вида проводили методом времяпролетной масс-
спектрометрии с матрично-ассоциированной лазерной 
десорбцией/ионизацией (MALDI-TOF MS) с исполь-
зованием спектрометра Microflex LRF и программным 
обеспечением «Biotyper RTC» (Bruker Daltonik, Герма-
ния). Значения Score ≥ 2,0 использовали в качестве кри-
терия надежной видовой идентификации.

Определение чувствительности микроорганизмов к 
АМП проводили методом градиентной диффузии в соот-
ветствии с клиническими рекомендациями «Определе-
ние чувствительности микроорганизмов к антимикроб-
ным препаратам», версия 2018-03 на среде агар Мюл-
лера-Хинтон (Himedia, Индия). Клинические категории 
чувствительности исследуемых изолятов микроорганиз-
мов определяли на основании пограничных значений 
МПК, в соответствии с рекомендациями EUCAST раз-
дела «Breakpoint tables for interpretation of MICs and zone 
diameters» (версия 10.0) и российскими клиническими 
рекомендациями «Определение чувствительности ми-
кроорганизмов к антимикробным препаратам», версия 
2018-03. M.I.C.E. – полоски (производитель Oxoid, Ве-

ликобритания) использовали в качестве референcных 
полосок для проведения эпсилометрического теста.

Обработка полученных результатов производилась 
согласно ГОСТ Р ИСО 20776-2-2010, регламентирую-
щему испытание разрабатываемых для определения ан-
тибиотикочувствительности тест-систем. Поскольку эп-
силометрический тест является валидированной мето-
дикой, для которой значения случайных погрешностей 
известны и внесены в алгоритм учёта и интерпретации 
результатов, полученные данные не требовали дополни-
тельной статистической обработки.

Результаты. На первом этапе исследования выбра-
ли подходящий диапазон концентраций АМП, наноси-
мых на тест-полоски. Для этого использовали базу дан-
ных EUCAST, в которой представлены распределения 
значений МПК большого количества АМП в отношении 
широкого спектра микроорганизмов [26]. Анализ дан-
ных EUCAST позволил установить подходящий диапа-
зон концентраций для каждого АМП (табл. 1). Выбран-
ные диапазоны включали пограничные значения МПК 
для отнесения штаммов к определенной категории чув-
ствительности согласно клиническим рекомендациям 
«Определение чувствительности микроорганизмов к 
антимикробным препаратам» (версия 2018-03).

На втором этапе исследования тест-полоски ОНТ, 
содержащие АМП в ранее выбранных диапазонах кон-
центраций (азитромицин, амикацин, ванкомицин, ген-
тамицин, меропенем, оксациллин, цефотаксим и ци-
профлоксацин), апробировали на эталонных штаммах 
микроорганизмов. Тестирование каждого АМП провели 
трижды для оценки воспроизводимости результатов. 
Значения МПК антимикробных препаратов в отноше-
нии эталонных штаммов представлены в табл. 1.

Как видно из табл. 1, значения МПК, полученные с 
использованием тест-полосок ОНТ, находились в диапа-
зонах допустимых значений стандартов EUCAST-2020 
и CLSI M100-S25. Согласно национальному стандар-
ту ГОСТ Р ИСО 20776-2-2010 п. 5.4.3, значения МПК 
должны быть воспроизводимы в пределах одного дву-
кратного разведения, что и было получено по результа-
там исследования.

На третьем этапе исследования оценили сопостави-
мость значений МПК и клинических категорий чувстви-
тельности, полученных с использованием тест-полосок 
ОНТ и M.I.C.E.–полосок. Методом градиентной диф-
фузии определили чувствительность 101 клиническо-
го изолята микроорганизмов группы ESKAPE к соот-
ветствующим АМП. Изучены 25 комбинаций микро-
организм/антибиотик: Enterococcus spp./ванкомицин и 
ципрофлоксацин; Staphylococcus aureus/азитромицин, 
амикацин, ванкомицин, гентамицин, оксациллин и ци-
профлоксацин; Klebsiella pneumoniae/амикацин, ген-
тамицин, меропенем, цефотаксим, ципрофлоксацин; 
Acinetobacter spp./амикацин, гентамицин, меропенем и 
ципрофлоксацин; Pseudomonas aeruginosa/амикацин, 
меропенем и ципрофлоксацин; Enterobacter spp./амика-
цин, гентамицин, меропенем, цефотаксим и ципрофлок-
сацин. Согласно полученным значениям МПК, исследо-
ванные изоляты отнесли к соответствующей клиниче-
ской категории чувствительности.

По результатам исследования процент полного соот-
ветствия значений МПК, полученных с использованием 
тест-полосок ОНТ и M.I.C.E.– полосок (Oxoid), составил 
≥ 90 % для ципрофлоксацина при тестировании изолятов 
S. aureus и K. pneumoniae; ≥ 80 % − для амикацина при 
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тестировании S. aureus, Acinetobacter spp. и Enterococcus 
spp.; 80 % − для ванкомицина и гентамицина при тести-
ровании  S. aureus (табл. 2). Для остальных комбинаций 
микроорганизм/АМП процент полного соответствия 
значений МПК колебался от 46,6% (Enterococcus spp./
ванкомицин) до 76,9% (P.aeruginosa/ципрофлоксацин). 
Выявленные расхождения значений МПК находились в 
пределах одного двукратного разведения, что допусти-
мо согласно ГОСТ Р ИСО 20776-2-2010.

Мы оценили, насколько выявленные расхождения в 
значениях МПК повлияли на клиническую категориза-
цию изолятов, которая используется клиницистами для 
принятия решения о выборе АМП и режиме дозирова-
ния в рамках этиотропного лечения заболеваний. Уста-
новлено, что несмотря на расхождения значений МПК, 
категории чувствительности клинических изолятов (S, 
I или R), определенные с использованием тест-полосок 
ОНТ и референтных M.I.C.E. полосок (Oxoid), совпа-
ли для всех исследуемых комбинаций микроорганизм/
АМП. Таким образом, соответствие клинических кате-
горий чувствительности составило 100 %.

Обсуждение. В настоящее время тест-полоски для 
определения антибиотикочувствительности микроор-
ганизмов выпускают следующие производители: Etest 
(bioMérieux, Франция), M.I.C. Evaluator (Oxoid, Велико-
британия), MIC TEST STRIP (Liofilchem, Италия), Ezy 
MIC (HiMedia, Индия), MIC test strips (BIOANALYSE, 
Турция). На территории стран Евразийского экономи-
ческого сообщества (ЕВРАЗЭС), включая Российскую 

Федерацию, полоски для эпсилометри-
ческого теста на момент написания дан-
ной статьи не производились. Поскольку 
широко распространённый ДДМ не дает 
необходимой информации при тестиро-
вании некоторых комбинаций микроорга-
низм/АМП, а методы последовательных 
разведений трудоемки, метод градиент-
ной диффузии (эпсилометрический тест) 
является для практической диагности-
ческой лаборатории методом выбора в 
тех случаях, когда необходимо получить 
количественное значение МПК антибио-
тика. В настоящее время врачам-бакте-
риологам приходится проводить  иссле-
дования, используя импортные тесты, но 
ввиду их высокой стоимости, количество 
выполненных исследований ниже потреб-
ности в них. В этих условиях разработка 

и производство отечественных тестов для метода гради-
ентной диффузии (эпсилометрического теста) является 
актуальной задачей.

Апробация разработанных тест-полосок на эталонных 
штаммах показала высокую воспроизводимость резуль-
татов – значения МПК при трехкратном тестировании 
колебались в пределах одного двукратного разведения и 
находились в диапазоне допустимых значений, рекомен-
дованных EUCAST. Сравнение результатов тестирования 
клинических  изолятов микроорганизмов Enterococcus 
spp., S. aureus, K. pneumoniae, Acinetobacter spp., P. aeru-
ginosa, Enterobacter spp. методом градиентной диффу-
зии с использованием тест-полосок ОНТ и референтных 
M.I.C.E. – полосок продемонстрировало высокий процент 
соответствия значений МПК, а также полное соответствие 
категорий чувствительности для всех комбинаций микро-
организм/АМП. Полученные расхождения значений МПК 
не превышали одного двукратного разведения, что допу-
стимо по ГОСТ Р ИСО 20776-2-2010. Тест-полоски плани-
руется производить в 79 вариантах исполнения. Варианты 
исполнения отличаются наименованием АМП, сорбиро-
ванного на носителе (тест-полоске). 

Проведенная работа послужила базисом для даль-
нейших перспективных разработок. Так, помимо стан-
дартных тест-полосок, импрегнированных одним 
антимикробным препаратом в 16 концентрациях, раз-
работаны тест-полоски для фенотипической детекции 
клинически значимых механизмов резистентности: про-
дукции бета-лактамаз расширенного спектра, цефало-

Т а б л и ц а  1
Значения МПК антимикробных препаратов, полученные при тестировании эталонных штаммов микроорганизмов  

с использованием тест-полосок ОНТ

№ АМП Концентрации АМП на 
тест-полоске, мкг/мл Эталонный штамм Допустимый диапазон 

значений МПК*, мкг/мл
Полученные значения

МПК, мкг/мл

1 Азитромицин 0,008  – 256 S. aureus ATCC 29213 0,5 – 2,0 1,0; 0,5;1,0
2 Ванкомицин 0,016 – 512 S. aureus ATCC 29213 0,5 – 2,0 1,0; 0,5; 0,5
3 Оксациллин 0,016 – 512 S. aureus ATCC 29213 0,12 – 0,5 0,25; 0,5; 0,25
4 Амикацин 0,016 – 512 E. coli ATCC 25922 0,5 – 4,0 2,0; 2,0; 2,0
5 Гентамицин 0,016 – 512 E. coli ATCC 25922 0,25 – 1,0 0,5; 0,25; 0,25
6 Меропенем 0,004 – 128 E. coli ATCC 25922 0,008 – 0,06 0,06; 0,031; 0,031
7 Цефотаксим 0,004 – 128 E. coli ATCC 25922 0,03 – 0,125 0,125; 0,063; 0,063
8 Ципрофлоксацин 0,004 – 128 E. coli ATCC 25922 0,004 – 0,016 0,004; 0,004; 0,008

П р и м е ч а н и е . * – допустимые диапазоны для эталонных штаммов из стандартов EUCAST-2020 и CLSI M100-S25.

Т а б л и ц а  2
Процент (%) полного соответствия значений МПК, полученных  

при тестировании клинических изолятов микроорганизмов группы ESKAPE  
с использованием сравниваемых тест-полосок

АМП
Enterococ-

cus spp  
(n = 15)

S. aureus  
(n = 10)

K. pneu-
moniae
(n = 28)

Acineto-
bacter spp 
(n = 15)

P.aerugi
nosa

(n=13)

Entero-
bacter spp.

(n=20)
Азитромицин но 70,0 но но но но
Амикацин но 80,0 85,7 80,0 69,2 85,0
Ванкомицин 46,6 80,0 но но но но
Гентамицин но 80,0 85,7 66,7 но 70,0
Меропенем но но 58,3 46,7 53,8 50,0
Оксациллин но 60,0 но но но но
Цефотаксим но но 78,6 но но 65,0
Ципрофлок-
сацин 53,3 90,0 92,8 60,0 76,9 70,0

П р и м е ч а н и е . но – не определяли.
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спориназ молекулярного класса С (AmpC). Потребность 
в таких разработках существует во многих лаборатори-
ях, особенно клинического профиля, когда идет боль-
шой поток пациентов с нозокомиальными инфекциями, 
в особенности обусловленными такими бактериями, как 
K. рneumoniae, E. coli [27]. Для выявления у бактерий 
карбапенемаз и металло-бета-лактамаз существует ряд 
фенотипических тестов [28, 29]. Однако все они трудо-
емки и сложны в постановке. Поэтому нами разработа-
ны тест-полоски для фенотипической детекции карбапе-
немаз генетической группы KPC (Klebsiella рneumoniae 
Carbapenemase), а также для определения чувствитель-
ности к гликопептидным антибиотикам у штаммов S. 
aureus типа GISA (Glycopeptide Intermediate S. aureus) 
или hGISA (гетеро-GISA), для изучения которых пока 
используется ряд трудоемких методов [30].

Заключение. Проведенное исследование показало, 
что разработанные тест-полоски являются приемлемой 
альтернативой импортным тестам. После окончания 
процедуры получения регистрационного удостоверения 
они могут быть предложены для определения чувстви-
тельности микроорганизмов к антимикробным препара-
там в КДЛ.
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