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АННОТАЦИЯ. Работа посвящена исследованиям выбора пептона по оптимизации питательной среды 
для антимикробной активности методом диффузии в агар неомицина (фрамицетина), со схожей хи-
мической структурой. В работе обоснована важность разработки рецептуры, выбора оптимального со-
става, количественное соотношение ингредиентов, рН среды, соответствие предлагаемых питательных 
сред Государственной Фармакопее РФ и Европейской Фармакопее для стандартизации антибиотиков. 
Целью работы явилось изучение компонентов питательной среды в сравнении с фармакопейными 
стандартами, рекомендованными для определения эффективности антибиотиков. Показано, для про-
ведения микробиологических испытаний при стандартизации лекарственных препаратов противоми-
кробного действия  питательная среда является основной, от их качества зависит правильность и точ-
ность интерпретации результатов исследований. В эксперименте были изучены четыре марки пептона 
сухого и бульона разных производителей по  2 вида�– ООО НИЦФ и ФБУН ГНЦ ПМБ (г. Оболенск) при 
работе с тест- штаммом споровой культуры Bacillus subtilis ATCC 6633. Предложена  оптимальная пита-
тельная среда, подобран состав и условия ее приготовления. Для определения антимикробной актив-
ности фрамицетина методом диффузии в агар предложена разработанная среда для определения эф-
фективности неомицина при работе со спороносной формой тест-штамма Baccillus subtillis АТСС 6633.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: активность; дискодиффузионный метод; зона угнетения роста микроорганизмов; 
неомицин; питательная среда; противомикробная; фрамицетин
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ВВЕДЕНИЕ
Важной составляющей проведения микробиологиче-

ских испытаний при стандартизации противомикробных 
агентов (антибиотики, антисептики, дезинфицирующие 
средства и др.) является выбор оптимальной питатель-
ной среды для получения достоверных результатов при 
стандартизации образца [1].

Питательные среды (ПС) – однокомпонентные или 
многокомпонентные субстраты, широко применяемые 
в различных отраслях науки и производства для куль-
тивирования и изучения микроорганизмов или культур 
клеток высших организмов. Их используют в санитар-
ной и клинической микробиологии для диагностики за-
болеваний и изучения объектов окружающей среды, 
в пищевой и фармацевтической промышленности при 
производстве и контроле качества продукции, в крими-
налистике.

В последние годы в связи с расширением спектра 
производств сложных биологических лекарственных 
препаратов (БЛП), к которым относятся иммунобиоло-
гические, биотехнологические и генотерапевтические 
лекарственные препараты, значимость (ПС) существен-
но возросла [2].

В настоящее время в Российской Федерации в связи 
с определенными трудностями в приобретении аккре-
дитованных лабораториях импортных вспомогательных 
веществ и материалов остро стоит вопрос подбора и ис-
пользования оптимальных питательных сред [3, 4]. Пред-
лагаемые варианты сред для проведения испытаний 
в Государственной Фармакопее РФ (ГФ РФ) представ-
лены не для всех противомикробных средств, а только 
для ограниченного наименования антибиотиков. Сле-
довательно, для микробиологов приходится проводить 
собственные экспериментальные исследования и до-
казывать их эффективность [5]. Так, например, в ГФ РФ 
предложен вариант рецептуры среды для неомицина, но 
отсутствует рецептура среды для определения назаль-
ного спрея фрамицетина [6], который в последнее время 
очень широко применяется в медицине [7]. В Европей-
ской Фармакопее (ЕФ) описан состав среды (среда Е) для 
определения антимикробной активности методом диф-
фузии в агар Фрамицетина, которая не всегда доступна 
в России [8].

Цель исследования – разработка рецептуры, выбор 
и гармонизация питательной среды для определения ак-
тивности антибиотика фрамицетина.

МАТЕРИАЛЫ И>МЕТОДЫ
Определение антимикробной активности фрамице-

тина проводили методом диффузии в агар на плотной 
питательной среде. Исследования осуществляли путем 
сравнения размеров зон угнетения роста тест-штаммов 
микроорганизмов, образующихся при испытании рас-
творов стандартного образца и испытуемого препарата 
фрамицетина.

Использованы пептоны для приготовления питатель-
ных сред: ООО НИЦФ (среда Е, № 1); пептон основной 
сухой ФБУН ГНЦ ПМБ Оболенск (среда Е, № 2); пептон 
бактериологический сухой ФБУН ГНЦ ПМБ Оболенск 
(среда Е, № 3) и среда № 4 для определения активно-
сти неомицина. Среды готовили согласно требованиям
ГФ РФ.

Метод основан на логарифмической зависимости 
размеров зон угнетения роста тест-микроорганизмов 
от концентрации антибиотика, которая должны быть ли-
нейной [9].

Для определения эффективности антибиотиков ис-
пользуют стандартные образцы, активность которых, 
как правило, устанавливают в соответствии с междуна-
родными биологическими стандартами [10]. Основные 
растворы стандартных и испытуемых образцов готовят 
в стерильных растворителях с концентрацией 1 мг/мл.

В ЕФ для определения антимикробной активности 
антибиотика используют среду следующего состава: 
5,0 г пептона, 3,0 г мясного экстракта и 10 г агар-агара 
с рН среды до 7,8–8,0. Дополнительным компонентом 
является 53,8%-й раствор динатрия гидрофосфата.

Испытания всех вариантах сред при одинаковых 
условиях проводили в соответствии с методикой, пред-
ложенной ГФ РФ и ЕФ. В расплавленную среду Е (вари-
анты 1, 2 и 3) вносили приготовленный и простерили-
зованный при 121 °C в течение 20 минут 53,8%-й раствор 
динатрия гидросфосфата из расчета 8 мл раствора на 
160 мл среды. В среде № 3 раствор динатрия гидрофос-
фата отсутствовал.

При определении активности образца фрамицетина 
во все среды вносили взвесь споровой культуры Bacillus 
subtilis ATCC6633 в количестве 2 × 107 КОЕ/мл из расчета 
1 мл на каждые 20 мл.

Инокулированную среду разливали по 20 мл в пласт-
массовые чашки Петри размером 20 × 90 мм, установ-
ленные на столиках со строго горизонтальной повер-
хностью. После полного застывания агара в чашках при 
помощи стерильного сверла с внутренним диаметром 
6 мм наносили по 6 лунок. В лунки помещали равные 
объемы рабочих растворов стандартного и испытуемого 
образцов в концентрациях 10 МЕ/мл, 20 МЕ/мл и 40 МЕ/мл.
По истечении времени инкубирования при температу-
ре 36 ± 1 °C учитывали результаты, измеряя диаметры 
зон угнетения роста тест-микроорганизма при помощи 
соответствующих приборов с точностью до 0,1 мм в со-
ответствии со статьей ОФС «Статистическая обработка 
результатов определения специфической фармакологи-
ческой активности лекарственных средств биологиче-
скими методами».

РЕЗУЛЬТАТЫ И>ОБСУЖДЕНИЕ
Выбор компонентов питательной среды, в особен-

ности качество используемого пептона, является кри-
тически важным фактором для успешного проведения 
микробиологических исследований, таких как опре-
деление активности антибиотиков методом диффузии 
в агар [11].

В ходе исследования были приготовлены 4 варианта 
питательных сред, различающиеся по производителю 
используемого пептона (табл. 1). Результаты анализа ак-
тивности неомицина на этих средах показали существен-
ные различия.

Как видно из табл. 1, среда 4 отличается по составу 
от предложенной в ЕФ среды Е. Следует отметить, что 
в состав среды № 4 (для определения активности неоми-
цина) не входит такой компонент как мясной экстракт, 
поскольку на отечественном рынке он практически от-
сутствует.
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Установлено, что при учете результатов диаме-
тры зоны задержки роста на чашках с питательной 
средой, зоны имели разную конфигурацию и вид 
(рис. 1, 2). В чашках с посевами на среде № 4 (табл. 2) 
получали результаты активности фрамицетина 8185 ЕД.

При просмотре зоны задержки роста (рис. 2) обнару-
жили более четкие контуры колонии, диаметр кото-
рой составил 17,21–20,33 мм. На среде № 2 рост тест-
штамма микроорганизма Bacillus subtillis АТСС 6633
отсутствовал.

Табл. 1.
Составы питательных сред для определения методом диффузии в агар

Table 1.
Compositions of nutrient media for determination by diffusion into agar

Питательная 
среда, № 

Компоненты питательной среды
рН среды

1 2 Агар-агар

Среда Е,
№ 1

Пептон для бактериологи-
ческих питательных сред, 

ООО НИЦФ

Мясной экстракт,
производитель «Sigma»

кат. № В4888

Агар-агар микробиоло-
гический, производитель 

«Laboratorios Conda», 
Испания

рН = 6,36

Среда Е,
№ 2

Пептон основной сухой, 
ФБУН ГНЦ ПМБ (Оболенск)

Мясной экстракт,
производитель «Sigma»

кат. № В4888

Агар-агар микробиоло-
гический, производитель 

«Laboratorios Conda», 
Испания

рН = 7,44

Среда Е,
№ 3

Пептон бактериологиче-
ский сухой,

ФБУН ГНЦ ПМБ Оболенск

Мясной экстракт,
производитель «Sigma»

кат. № В4888

Агар-агар микробиоло-
гический, производитель 

«Laboratorios Conda», 
Испания

pH = 6,45

Среда для
неомицина,
№ 4

ГМФ-бульон,
ООО НИЦФ

Натрия фосфат
двузамещенный

Агар-агар микробиоло-
гический, производитель 

«Laboratorios Conda», 
Испания

рН = 7,21

Табл. 2.
Диаметры зон задержки роста фрамицетина на питательных средах

Table 2.
Diameters of framycetin growth retardation zones on nutrient media

№ эксперимента
Ожидаемая активность

фрамицетина, ЕД
(уровень, %)

Диаметр зон задержки роста, мм
Активность

фрамицетина, ЕДКонтрольный раствор Испытуемый раствор

S1 S2 S3 U1 U2 U3

1 8000

23,00 24,40 26,00 23,00 24,40 25,90

8084

23,00 24,50 25,90 23,10 24,50 25,90

23,10 24,80 26,10 23,20 24,70 26,00

23,00 24,50 26,00 23,10 24,50 26,00

23,00 24,50 25,90 23,00 24,40 26,10

23,10 24,60 26,00 23,10 24,70 26,20

3 8000

25,00 27,20 29,60 24,90 27,10 29,50

8122

25,10 27,40 30,20 25,20 27,40 30,10

25,10 27,60 31,00 25,30 27,50 31,00

24,90 27,40 29,40 25,10 27,30 29,80

25,10 27,30 30,80 25,10 27,30 31,00

25,20 27,40 29,90 25,40 27,60 30,00

4 8000

17,20 18,70 20,20 17,30 18,90 20,30

8185

17,20 18,70 20,20 17,20 18,80 20,30

17,30 18,90 20,20 17,40 18,80 20,40

17,10 18,60 20,30 17,20 18,70 20,40

17,20 18.70 20,20 17,20 18,60 20,40

17,30 18,80 20,30 17,30 18,80 20,20
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Рис. 1. Диаметр задержки зон фрамицетина (мм) на среде Е № 1.
Примечание: О-10 – испытуемый образец фрамицетина, концен-
трация 10 ЕД/мл; О-20 – испытуемый образец фрамицетина, кон-
центрация 20 ЕД/мл; К-10 – стандартный образец фрамицетина, 
концентрация 10 ЕД/мл; К-20 – стандартный образец фрамице-
тина, концентрация 20 ЕД/мл; К-40 – стандартный образец фра-
мицетина 10 ЕД/мл
Fig. 1. Diameter of the delay zones of framycetin (mm) on medium E 
No. 1. Note: O-10 – test sample of framycetin, concentration 10 U/ml;
O-20 – test sample of framycetin, concentration 20 U/ml;
K-10 – standard sample of framycetin, concentration 10 U/ml; 
K-20 – standard sample of framycetin, concentration 20 U/ml; 
K-40 – standard sample of framycetin 10 U/ml

Рис. 2. Диаметр задержки зон (мм) на среде № 3 фрамицетина.
Примечание: О-10 – испытуемый образец фрамицетина, концен-
трация 10 ЕД/мл; О-20 – испытуемый образец фрамицетина, кон-
центрация 20 ЕД/мл; К-10 – стандартный образец фрамицетина, 
концентрация 10 ЕД/мл; К-20 – стандартный образец фрамице-
тина, концентрация 20 ЕД/мл; К-40 – стандартный образец фра-
мицетина 10 ЕД/мл
Fig. 2. The diameter of the delay zones (mm) on the medium No. 3 of 
framycetin. Note: O-10 – test sample of framycetin, concentration 
10 U/ml; O-20 – test sample of framycetin, concentration 20 U/ml;
K-10 – standard sample of framycetin, concentration 10 U/ml; 
K-20 – standard sample of framycetin, concentration 20 U/ml; 
K-40 – standard sample of framycetin 10 U/ml

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, проведенные исследования антими-

кробной активности с тест-штаммом микроорганизма 
Bacillus subtillis АТСС 6633 показали, что унифицирован-

ная питательная среда № 4 для определения антими-
кробной активности неомицина методом диффузии 
в агар может быть использована для определения анти-
микробной активности назального спрея «Фрамицетин».
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The development of a formulation, 
the>selection and harmonization of the 

nutrient medium for determining the activity
of aminoglycoside antibiotics

Irina A. Tsvetkova1, Tatiana F. Chernykh1, Mikhail V. Zharikov1

1Saint Petersburg State Chemical and Pharmaceutical University, Saint Petersburg, Russia
Corresponding author: Irina A. Tsvetkova, irina.cvetkova@pharminnotech.com

ABSTRACT. The work is devoted to research on the selection of peptone for the optimization of the 
nutrient medium for the antimicrobial activity by the agar diffusion method of neomycin (framycetin), 
which have a similar chemical structure. The paper substantiates the relevance and importance of de-
veloping a formulation, selecting the optimal composition (ingredients), the quantitative ratio of in-
gredients, the pH of the medium, compliance of the proposed nutrient media with the State Pharmaco-
poeia of the Russian Federation and the European Pharmacopoeia for the standardization of antibiotics.
The aim of the work was to study the components of the nutrient medium in comparison with the phar-
macopoeial standards recommended for determining the effectiveness of antibiotics. It is shown that 
for carrying out microbiological tests in the standardization of antimicrobial drugs, the nutrient medium 
is the main one, and the correctness and accuracy of the interpretation of the research results depend 
on their quality. The experiment studied four brands of dry peptone and broth from different manufactu-
rers�– LLC NITSF and FBUN GNTs PMB (Obolensk) when working with the test strain of the spore culture 
Bacillus subtilis ATCC 6633. An optimal nutrient medium is proposed, the composition and conditions of 
its preparation are selected. To determine the antimicrobial activity of framycetin by the agar diffusion 
method, a developed medium for determining the effectiveness of neomycin when working with the 
spore-forming form of the test strain Baccillus subtillis ATCC 6633 is proposed.

KEYWORDS: activity; discodiffusion method; zone of inhibition of microbial growth; neomycin; nutrient 
medium; antimicrobial; framycetin
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