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СОП № ЛММБ 2-5-2017-09
Характеризация антибиотикоустойчивости бактериального изолята методом диско-диффузионного анализа
1. Введение, цель
Настоящая методика устанавливает порядок оценки чувствительности микроорганизма к антибактериальным препаратам (далее по тексту – АБП) диско-диффузионным методом. Данный метод основан на диффузии антибактериального препарата из носителя в плотную питательную среду и подавлении роста исследуемой культуры.
2. Назначение
Данная методика позволяет охарактеризовать микроорганизм по степени чувствительности к тому или иному АБП, как резистентный, промежуточный или чувствительный. Исследованию по оценке антибиотикоустойчивости подлежат чистые суточные культуры микроорганизмов.
3. Термины и определения
СОП – стандартная операционная процедура;
Асептика – комплекс мер направленных на предупреждение попадания в рабочую зону сторонних микроорганизмов;

АБП – антибактериальный препарат;
МХА - агар Мюллера-Хинтон;
ДДМ – диско-диффузионный метод;
Инокулюм – посевной материал микроорганизма;
4. Пересмотр

Данная СОП вводится впервые.

5. Материалы и оборудование
5.1 Материалы и реактивы

	Наименование основных реактивов и материалов
	НТД, производитель, страна

	Набор дисков с антибактериальными препаратами
	НИЦФ, Россия

	Агар Мюллера – Хинтон
	Oxoid, Великобритания

	Пробирки типа Eppendorf, 1.5 мл
	«Eppendorf», США

	Наконечники универсальные для лабораторных дозаторов до 200 мкл и до 1000 мкл
	«Eppendorf», США

	Спирт этиловый
	ЛРС 000279/10

	Перекись водорода, медицинская
	ГОСТ 177-88

	Дистиллированная вода
	ГОСТ 6709-72

	Натрий хлористый, хч
	ГОСТ 4233-77

	Тампон-зонд, вискоза, 15 см
	Ningbo Greetmed Medical Insruments, Китай

	Чашки Петри пластиковые, диаметр 90 мм
	Greiner Bio-One, Австрия

	Бактериологическая петля пластиковая одноразовая
	Citotest, Китай

	Флаконы стеклянные градуированные, 500 мл
	Isolab, Германия

	Мерный цилиндр, вместимость 1 л
	ГОСТ 1770-74

	Колбы мерные вместимостью 100 мл
	ГОСТ 1770-74, Россия

	Штатив для микропробирок типа Eppendorf, объемом 1.5 мл
	SSI, США

	Пинцет хирургический
	ГОСТ 21241-89

	Стандарты мутности по МакФарланду
	Himedia, Индия

	Пипетки вместимостью 100÷1000 мкл

                вместимостью 20÷200 мкл
	«Ленпипет», Россия

«Ленпипет», Россия

	Спиртовка лабораторная
	ГОСТ 23932-90Е


5.2 Оборудование

	Наименование оборудования
	НТД, производитель, страна

	Баня водяная лабораторная
	BioSan, Латвия

	Бокс биологической (микробиологической) безопасности II класс
	Lamsystems, Россия

	Холодильник
	Indesit, Италия

	Вортекс
	BioSan, Латвия

	Весы электронные аналитические диапазон от 0,01 г до 200 г, погрешность ± 0,01 мг
	Ohaus, Швейцария

	Термостат суховоздушный лабораторный ТСвЛ-80
	ТУ-9452-006-07505566-2006

	Автоклав ВК-75
	ТЗМОИ, Россия


5.3 Комплект спецодежды

	Одежда
	НТД, производитель, страна

	Колпак медицинский
	ГОСТ 2313478

	Перчатки хирургические резиновые
	ГОСТ 3-88

	Маска медицинская 
	ГОСТ EN 13795-1-2011

	Халат медицинский
	ГОСТ 24760-81


6. Помещения

Проведение работ осуществляется в боксовых помещениях, в которых находятся боксы биологической (микробиологической) безопасности II класса.
7. Процедура
7.1 Подготовительный этап
7.1.1. Приготовление дезинфицирующего раствора

– приготовить 3% раствор перекиси водорода, в стеклянный цилиндр налить (100±1) мл 30% перекиси водорода и довести объем до 1000 мл водопроводной водой, данный раствор может быть использован в течение 48 ч;
– приготовить 6% раствор перекиси водорода, в стеклянный цилиндр налить (200±1) мл 30% перекиси водорода и довести объем до 1000 мл водопроводной водой, данный раствор может быть использован в течение 48 ч;

7.1.2. Приготовление 70% раствора этилового спирта

– налить в стеклянный цилиндр (70±1) мл 96% этилового спирта и довести объем до 100 мл дистиллированной водой;
7.1.3. Подготовка боксового помещения к работе

– обработать 3% раствором перекиси водорода поверхности помещения и оборудования до начала работ;
– обработать ламинарный бокс и помещение ультрафиолетовыми лучами до начала работ в течение 15 мин.
7.1.4. Приготовление физиологического раствора

– взвесить (0,9(0,1) г хлорида натрия, внести в мерную колбу вместимостью 100 мл и добавить дистиллированной воды до метки;

– перемешать до полного растворения соли;

–автоклавировать при 121°С в течение 15 мин.

7.1.5. Подготовка чашек Петри с питательной средой

– приготовить питательную среду МХА согласно инструкции производителя. При определении антибиотикочувствительности для Streptococcus spp. в охлажденную до 48 – 50°С после автоклавирования МХА асептически добавляют 5% дефибринированной кроличьей крови;
– разлить питательную среду после автоклавирования в стерильные чашки Петри толщиной (4,0(0,5) мм и оставить для застывания при комнатной температуре.
7.1.6. Подготовка персонала к проведению основных работ

– надеть боксовый халат, шапочку, перчатки, маску перед входом в боксовое помещение

7.2. Основной этап

7.2.1. Приготовление суспензии исследуемого организма и инокуляция

– обработать рабочую поверхность ламинарного бокса и руки 70% раствором спирта;
– разлить по 1 мл стерильного физиологического раствора в пробирки типа Eppendorf;
– отобрать несколько однотипных, четко изолированных колоний суточной культуры, выросшей на неселективных плотных питательных средах;

– перенести бактериологической петлей незначительное количество материала с верхушек колоний в пробирку с физиологическим раствором, перемешать на вортексе;

– довести оптическую плотность инокулюма до 0,5 по стандарту МакФарленда, что соответствует концентрации клеток 1,5×108 КОЕ/мл. Инокулюм следует использовать в течение 15 мин;
– погрузить стерильный ватный тампон в пробирку с суспензией, удалить избыток инокулюма, отжав тампон о стенки пробирки;

– провести инокуляцию штриховыми движениями в трех направлениях, поворачивая чашку Петри на 60°;
– погрузить ватный тампон и пробирку с суспензией в 3% раствор перекиси водорода, избегая образования воздушных пробок. Экспозиция не менее 6 ч.

7.2.2. Аппликация дисков и инкубация

– выбрать перечень АБП, исходя из систематической принадлежности микроорганизма и в соответствии с приложениями 1 - 6;
– нанести диски с АБП на поверхность агара не позднее чем через 15 мин после инокуляции, прижать аккуратно пинцетом для равномерного контакта диска с поверхностью питательной среды. На одну чашку Петри следует помещать не более 6 дисков;
– поместить чашки Петри в термостат кверху дном непосредственно после аппликации дисков и инкубировать при (36±1)°С в течение 18 – 24 ч.
7.2.3. Контроль чистоты роста культуры

– засеять образец инокулюма на чашку с неселективной питательной средой и инкубировать в течение ночи. При выявлении смешанной культуры данные антибиотикочувствительности не учитывают, исследование повторяют.

7.2.4. Учет и интерпретация результатов
– поместить чашки после инкубации на темную матовую поверхность кверху дном и измерить диаметр зоны задержки роста с точностью до 1 мм. Выявление крупных колоний внутри зоны лизиса свидетельствует о гетерорезистентности культуры или о наличии контаминации. В данном случае исследование необходимо повторить;
– отнести микроорганизм к одной из трех категорий (резистентный, промежуточный, чувствительный) согласно приложениям 1 - 6;

– зафиксировать результаты в рабочем журнале;
7.3. Завершающий этап

– замочить учтенные чашки Петри в 6% растворе перекиси водорода, избегая образования воздушных пробок. Экспозиция не менее 6 ч.

– обработать 3% раствором перекиси водорода поверхности помещения и оборудования после окончания работ;

– обработать ламинарный бокс и помещение ультрафиолетовыми лучами после окончания работ в течение 15 мин.
8. Охрана труда и техника безопасности
При проведении процедуры необходимо соблюдать следующие инструкции по технике безопасности и инструкции по биобезопасности:
1. ИОТ – 02 Инструкция по ОТ для неэлектротехнического персонала по электробезопасности на I квалификационную группу;

2. ИОТ – 10 Инструкция по ОТ при работе с облучателем бактерицидным ОБНП 2(2х15-01) «Генерис»;
3. ИОТ – 34 Инструкция по ОТ при работе с ЛВЖ в лабораториях института;
4. ИОТ – 72 Инструкция по ОТ при работе с перекисью водорода и органическими перекисными соединениями;
5. ИОТ – 86 Инструкция о мерах ПБ в лабораториях;
6. ИОТ – 99 Правила работы с микроорганизмами III-IV группы патогенности и возбудителями паразитарных болезней.

9. Приложения
Приложение 1

Критерии интерпретации результатов определения чувствительности Enterobacteriaceae
	Антибактериальные препараты
	Содержание в диске (мкг)
	Диаметр зон подавления (мм)

	
	
	Резистентный
	Промежуточный
	Устойчивый

	
	Бета-лактамы

	Ампициллин
	10
	( 13
	14—16
	( 17

	Ампициллин/сульбактам
	10/10
	( 11
	12—14
	( 15

	Амоксициллин/клавуланат
	20/10
	( 13
	14—17
	( 18

	Тикарциллин/клавуланат
	75/10
	( 14
	15—19
	( 20

	Цефалотин
	30
	( 14
	15—17
	( 18

	Цефазолин
	30
	( 14
	15—17
	( 18

	Цефаклор
	30
	( 14
	15—17
	( 18

	Цефамандол
	30
	( 14
	15—17
	( 18

	Цефуроксим Na
	30
	( 14
	15—17
	( 18

	Цефуроксим аксетил
	30
	( 14
	15—22
	( 23

	Цефокситин
	30
	( 14
	15—17
	( 18

	Цефотетан
	30
	( 12
	13—15
	( 16

	Цефметазол
	30
	( 12
	13—15
	( 16

	Цефоперазон
	75
	( 15
	16—20
	( 21

	Цефотаксим
	30
	( 14
	15—22
	( 23

	Цефтриаксон
	30
	( 13
	14—20
	( 21

	Цефтазидим
	30
	( 14
	15—17
	( 18

	Цефиксим
	5
	( 15
	16—18
	( 19

	Цефподоксим
	10
	( 17
	18—20
	( 21

	Цефтибутен
	30
	( 17
	18—20
	( 21

	Цефепим
	30
	( 14
	15—17
	( 18

	Азтреонам
	30
	( 15
	16—21
	( 22

	Имипенем
	10
	( 13
	14—15
	( 16

	Меропенем
	10
	( 13
	14—15
	( 16

	Эртапенем
	10
	( 15
	16—18
	( 19

	
	Аминогликозиды

	Ампициллин
	10
	( 13
	14—16
	( 17

	Ампициллин/сульбактам
	10/10
	( 11
	12—14
	( 15

	Амоксициллин/клавуланат
	20/10
	( 13
	14—17
	( 18

	Тикарциллин/клавуланат
	75/10
	( 14
	15—19
	( 20

	Цефалотин
	30
	( 14
	15—17
	( 18

	
	Хинолоны

	Налидиксовая кислота
	30
	( 13
	14—18
	( 19

	Норфлоксацин
	10
	( 12
	13—16
	( 17

	Пефлоксацин
	5
	( 15
	16—21
	( 22

	Офлоксацин
	5
	( 12
	13—15
	( 16

	Ципрофлоксацин
	5
	( 15
	16—20
	( 21

	Ломефлоксацин
	10
	( 18
	19—21
	( 22

	Левофлоксацин
	5
	( 13
	14—16
	( 17

	Гатифлоксацин
	5
	( 14
	15—17
	( 18

	
	Тетрациклины

	Тетрациклин
	30
	( 14
	15—18
	( 19

	Доксициклин
	30
	( 12
	13—15
	( 16

	
	Другие препараты

	Хлорамфеникол
	30
	( 12
	13—17
	( 18

	Ко-тримоксазол
	1,25/23,75
	( 10
	11—15
	( 16

	Нитрофурантоин
	300
	( 14
	15—16
	( 17

	Фосфомицин*
	200
	( 12
	13—15
	( 16


*При определении чувствительности к фосфомицину в питательную среду необходимо вносить 25 мг/л глюкозо-6-фосфата.
Приложение 2

Критерии интерпретации результатов определения чувствительности P. aeruginosa, Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. и других НФБ1
	Антибактериальные препараты
	Содержание в диске (мкг)
	Диаметр зон подавления (мм)

	
	
	Резистентный
	Промежуточный
	Чувствительный

	
	Бета-лактамы

	Ампициллин/сульбактам
	10/10
	( 11
	12—14
	( 15

	Тикарциллин/кла​вуланат2)
P.aeruginosa
Acinetobacter spp.
	

75/10
75/10
	

( 14
( 14
	

–
15—19
	

( 15
( 20

	Цефоперазон
	75
	( 15
	16—20
	( 21

	Цефотаксим
	30
	( 14
	15—22
	( 23

	Цефтриаксон
	30
	( 13
	14—20
	( 21

	Цефтазидим
	30
	( 14
	15—17
	( 18

	Цефепим
	30
	( 14
	15—17
	( 18

	Азтреонам
	30
	( 15
	16—21
	( 22

	Имипенем
	10
	( 13
	14—15
	( 16

	Меропенем
	10
	( 13
	14—15
	( 16

	
	Аминогликозиды

	Гентамицин
	10
	( 12
	13—14
	( 15

	Тобрамицин
	10
	( 12
	13—14
	( 15

	Нетилмицин
	30
	( 12
	13—14
	( 15

	Амикацин
	30
	( 14
	15—16
	( 17

	
	Хинолоны

	Норфлоксацин
	10
	( 12
	13—16
	( 17

	Пефлоксацин
	5
	( 12
	13—16
	( 17

	Офлоксацин
	5
	( 12
	13—15
	( 16

	Ципрофлоксацин
	5
	( 15
	16—20
	( 21

	Левофлоксацин
	5
	( 13
	14—16
	( 17

	Ломефлоксацин
	10
	( 18
	19—21
	( 22

	
	Другие препараты

	Хлорамфеникол
	30
	( 12
	13—17
	( 18

	Ко-тримоксазол 
	1,25/ 23,75
	( 10
	11—15
	( 16

	Тетрациклин
	30
	( 14
	15—18
	( 19

	Доксициклин
	30
	( 12
	13(15
	( 16


1 ДДМ стандартизирован только для P.aeruginosa и Acinetobacter spp. При определении чувствительности других НФБ необходимо использовать методы серийных разведений.
2 Метод серийных разведений не стандартизован для определения чувствительности Acinetobacter spp. к тикарциллину/клавуланату.

Приложение 3

Критерии интерпритации результатов определения чувствительности Staphylococcus spp.
	Антибактериальные препараты
	Содержание в диске (мкг)
	Диаметр зон подавления (мм)

	
	
	Резистентный
	Промежуточный
	Чувствительный

	
	Бета-лактамы

	Бензилпенициллин
	10 ЕД
	( 28
	–
	( 9

	Оксациллин 2
S. aureus

Коагулазонегативные стафилококки
	
1
1
	
( 10
( 17
	
11—12
–
	
( 13
( 18

	
	Аминогликозиды

	Канамицин
	30
	( 13
	14—17
	( 18

	Гентамицин
	10
	( 12
	13—14
	( 15

	Тобрамицин
	10
	( 12
	13—14
	( 15

	Нетилмицин
	30
	( 12
	13—14
	( 15

	Амикацин
	30
	( 14
	15—16
	( 17

	
	Хинолоны

	Норфлоксацин
	10
	( 12
	13—16
	( 17

	Эноксацин
	10
	( 14
	15—17
	( 18

	Пефлоксацин
	5
	( 15
	16—21
	( 22

	Офлоксацин
	5
	( 12
	13—15
	( 16

	Ципрофлоксацин
	5
	( 15
	16—20
	( 21

	Ломефлоксацин
	10
	( 18
	19—21
	( 22

	Левофлоксацин
	5
	( 13
	14—16
	( 17

	Спарфлоксацин
	5
	( 15
	16—18
	( 19

	Гатифлоксацин
	5
	( 14
	15—17
	( 18

	
	Тетрациклины

	Тетрациклин
	30
	( 14
	15—18
	( 19

	Доксициклин
	30
	( 12
	13—15
	( 16

	Миноциклин
	30
	( 14
	15—18
	( 19

	
	Макролиды

	Эритромицин
	15
	( 13
	14—22
	( 23

	Кларитромицин
	15
	( 13
	14—17
	( 18

	Азитромицин
	15
	( 13
	14—17
	( 18

	
	Линкозамиды

	Линкомицин
	15
	< 17
	17—20
	( 21

	Клиндамицин
	2
	( 14
	15—20
	( 21

	
	Гликопептиды

	Ванкомицин
	30
	 –
	–
	( 15

	
	Другие препараты

	Хлорамфеникол
	30
	( 12
	13—17
	( 18

	Ко-тримоксазол 
	1,25/ 23,75
	( 10
	11—15
	( 16

	Нитрофурантоин
	300
	( 14
	15—16
	( 17

	Рифампицин
	5
	( 16
	17—19
	( 20

	Фузидин
	10
	< 15
	15—21
	( 22

	Линезолид
	30
	–
	–
	( 21


1 В практических лабораториях оценивать чувствительность Staphylococcus spp. к бета-лактамам кроме бензилпенициллина и оксациллина нецелесообразно.

2 Штаммы, устойчивые к оксациллину должны однозначно рассматриваться как устойчивые ко всем доступным бета-лактамам.
Приложение 4

Критерии интерпретации результатов определения чувствительности Enterococcus spp.
	Антибактериальные препараты
	Содержание в диске (мкг)
	Диаметр зон подавления роста (мм)

	
	
	Резистентный
	Промежуточный
	Чувствительный

	
	Бета-лактамы

	Бензилпенициллин
	10 ЕД
	( 14
	–
	( 15

	Ампициллин
	10
	( 16
	–
	( 17

	
	Другие препараты

	Хлорамфеникол
	30
	( 12
	13—17
	( 18

	Эритромицин
	15 мг
	( 13
	14—22
	( 23

	Тетрациклин
	30
	( 14
	15—18
	( 19

	Доксициклин
	30
	( 12
	13—15
	( 16

	Ципрофлоксацин
	5
	( 15
	16—20
	( 21

	Норфлоксацин
	10
	( 12
	13—16
	( 17

	Левофлоксацин
	5
	( 13
	14—16
	( 17

	Гатифлоксацин
	5
	( 14
	15—17
	( 18

	Нитрофурантоин
	300
	( 14
	15—16
	( 17

	Ванкомицин
	30
	( 14
	15—16
	( 17

	Линезолид
	30
	( 20
	21—22
	23

	Фосфомицин
	200
	( 12
	13—15
	16

	Стрептомицин
(высокий уровень) 
	300
	6
	7—9
	( 10

	Гентамицин 
(высокий уровень) 
	120
	6
	7—9
	( 10


Приложение 5

Критерии интерпретации результатов определения чувствительности S. pneumoniae
	Антибактериальные препараты
	Содержание в диске (мкг)
	Диаметр зон подавления роста (мм)

	
	
	Резистентный
	Промежуточный
	Чувствительный

	
	Бета-лактамы

	Бензилпенициллин
	1 мкг окса​циллина
	–
	–
	( 20

	
	Макролиды и линкозамиды

	Эритромицин
	15
	( 15
	16—20
	( 21

	Кларитромицин
	15
	( 16
	17—20
	( 21

	Азитромицин
	15
	( 13
	14—17
	( 18

	Линкомицин
	15
	< 17
	17—20
	( 21

	Клиндамицин
	2
	( 15
	16—18
	( 19

	
	Другие препараты

	Тетрациклин
	30
	( 18
	19—22
	( 23

	Офлоксацин
	5
	( 12
	13—15
	( 16

	Левофлоксацин
	5
	( 13
	14—16
	( 17

	Спарфлоксацин
	5
	( 15
	16—18
	( 19

	Моксифлоксацин
	5
	( 14
	15—17
	( 18

	Гатифлоксацин
	5
	( 17
	18—20
	( 21

	Хлорамфеникол
	30
	( 20
	–
	( 21

	Ко-тримоксазол
	1,25/23,75
	( 15
	16—18
	( 19

	Рифампицин
	5
	( 16
	17—18
	( 19

	Ванкомицин
	30
	–
	–
	( 17

	Линезолид
	30
	–
	–
	( 21


Приложение 6.

Критерии интерпретации результатов определения чувствительности Streptococcus spp. (кроме S. pneumoniae)
	Антибактериальные препараты
	Содержание в диске
	Диаметр зон подавления роста (мм)

	
	
	Резистентный
	Промежуточный
	Чувствительный

	
	
	
	
	

	Бензилпенициллин2
	10 ЕД
	( 19
	20—27
	( 28

	Ампициллин 2
	10
	( 18
	19—25
	( 26

	Цефотаксим
	30
	( 25
	26—27
	( 28

	Цефтриаксон
	30
	( 24
	25—26
	( 27

	
	Макролиды и линкозамиды

	Эритромицин
	15
	( 15
	16—20
	( 21

	Кларитромицин
	15
	( 16
	17—20
	( 21

	Азитромицин
	15
	( 13
	14—17
	( 18

	Клиндамицин
	2
	( 15
	16—18
	( 19

	
	Другие препараты

	Тетрациклин
	30
	( 18
	19—22
	( 23

	Офлоксацин 3
	5
	( 12
	13—15
	( 16

	Левофлоксацин
	5
	( 13
	14—16
	( 17

	Гатифлоксацин
	5
	( 17
	18—20
	( 21

	Хлорамфеникол
	30
	( 17
	18—20
	( 21

	Ванкомицин
	30
	–
	–
	( 17

	Линезолид
	30
	–
	–
	( 21


1 – штаммов S. pyogenes, S. agalactiae, устойчивых к пенициллину не описано.

2 – критерии диско-диффузионного метода применимы только для β-гемолитических стрептококков.

3 – критерии диско-диффузионного метода и метода серийных разведений применимы только для β-гемолитических стрептококков.
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