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Статья выполнена в соответствии с Госзаданием Минобрнауки России по теме № FGUG-2022-0009. 

Введение 
Нечувствительность или устойчивость микро-

организмов к антибиотикам (антибиотикорези-
стентность), выделенных из секрета вымени боль-
ных маститом коров, представляет собой одну из ак-
туальных проблем в ветеринарной медицине. Неко-
торые исследователи сообщают, что наиболее часто 
устойчивость выделенных из молока коров патоген-
ных микроорганизмов регистрируется к амоксицил-
лину, бензилпенициллину, канамицину и цефотак-
симу, намного реже – к норфлоксацину, стрептоми-
цину [1]. Чужебаева Г.Д. и др. в своих исследованиях 
отмечают, что наибольшее количество изолятов 
Staphylococcus aureus, выделенных из молока коров 
с клиническими и субклиническими формами ма-
стита, устойчивы к ампициллину – 75,3 %, амокси-
циллину – 62,3 %, бензилпенициллину – 69,4 % слу-
чаев, менее устойчивы – к неомицину – 43,4 % слу-
чаев, тетрациклинам и макролидам [2]. 

Бесконтрольное использование лекарственных 
средств в ветеринарии без определения чувстви-
тельности возбудителей к препаратам, а также дли-
тельное использование их без проведения ротации 
в животноводстве привело к появлению устойчивых 
форм бактерий [3 – 8]. С целью противодействия ан-
тибиотикорезистентности во всем мире ведутся ин-
тенсивные исследования, направленные на изуче-
ние механизмов устойчивости к противомикробным 
средствам [9]. Происходит разработка все более но-
вых высокоэффективных препаратов, губительно 
действующих на микроорганизмы, вызывающие 
воспаление молочной железы у животных [10, 11, 
12, 13]. Поэтому для лечения мастита коров начи-
нают чаще применять комплексные антибактери-
альные интрацистернальные средства, содержащие 
один, два и более действующих веществ, а также пе-
речень вспомогательных компонентов. Их действие 
заключается во взаимном усилении (синергизме) 
антибактериального влияния на возбудителей ма-
стита. При совместном применении антибиотики 

могут оказаться весьма эффективными даже по от-
ношению к тем микроорганизмам, которые устой-
чивы в отдельности к каждому из применяемых пре-
паратов. Известно, что к комплексным препаратам 
микробы хуже адаптируются, чем к какому-то от-
дельно взятому антибиотику [14, 15]. Однако разра-
ботка и использование высокоэффективных ком-
плексных препаратов без определения чувствитель-
ности микроорганизмов непосредственно к ним не 
позволит решить проблему антибиотикорезистент-
ности [16].  

В настоящее время для определения чувстви-
тельности к антибиотикам используют стандартизи-
рованные методы – диффузионные и методы серий-
ных разведений. Диффузионные методы основаны 
на способности антибиотиков диффундировать из 
носителя в питательную среду, угнетая рост микро-
организмов на поверхности агара. В качестве носи-
теля антибиотика используют узкую полоску поли-
мера (Е-тесты) или стандартизированный диск 
(диско-диффузионный метод). Методы серийных 
разведений основаны на прямом определении ос-
новного количественного показателя, характеризу-
ющего микробиологическую активность антибио-
тика, – величины его минимальной подавляющей 
концентрации в бульонной культуре или на плотной 
среде [17]. Названные методы позволяют рассчитать 
минимальную ингибирующую концентрацию к од-
ному действующему веществу, при которой подав-
ляется рост микроорганизмов. Стандартных мето-
дов для определения чувствительности микроорга-
низмов к комплексным препаратам, действие кото-
рых на возбудителей мастита совершенно иное из-
за их состава, не разработано. Это создает неопре-
деленность в отношении выявления чувствительно-
сти микроорганизмов к комплексным препаратам, 
применяемым для лечения и профилактики воспа-
ления молочной железы.  

Цель исследований – проведение сравнитель-
ного испытания модифицированного диско-
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диффузионного метода для определения чувстви-
тельности к комплексным антибактериальным пре-
паратам, применяемым для лечения и профилак-
тики мастита коров, со стандартизированным мето-
дом 

Материалы и методы 
Определение чувствительности микроорганиз-

мов к антибиотикам осуществляли согласно «Мето-
дическим указаниям по определению чувствитель-
ности микроорганизмов к антибактериальным пре-
паратам» [17] с использованием диско-диффузион-
ного метода. В качестве носителя антимикробного 
средства при модифицированном диско-диффузи-
онном методе применяли диски из картона филь-
тровального технического (ГОСТ 6722-75) [18], про-
питанного препаратами комплексного антимикроб-
ного действия. Картонные диски (без антимикроб-
ных препаратов) приобретали в ФБУН НИИ эпиде-
миологии и микробиологии имени Пастера (Отдел 
Новых Технологий). В качестве носителя антимик-
робного средства при стандартизированном диско-
диффузионном методе использовали коммерче-
ские диски, приобретенные в ООО «Научно-Иссле-
довательский Центр Фармакотерапии» (НИЦФ).  

При сравнительных испытаниях картонных 
и стандартных дисков использовали тест-культуры 
грамотрицательных (Escherichia coli АТСС 25922) 
и грамположительных бактерий (Staphylococcus 
aureus АТСС 29213) из лаборатории микробиологии 
ФГБНУ ФНЦ ВИЭВ РАН. 

Результаты 
Модифицированный диско-диффузионный ме-

тод отличается от стандартизированного диско-диф-
фузионного метода путем введения дополнитель-
ного этапа при его использовании – подготовки кар-
тонных дисков, применяемых для определения чув-
ствительности микроорганизмов непосредственно к 
комплексным препаратам. Так, стерильные картон-
ные диски диаметром 6,0±0,2 мм пропитывали 
в капле комплексного антимикробного средства (10 
мкл) в течение 1 часа. После пропитывания диски 
подсушивали с помощью фильтровальной бумаги 
с целью удаления излишнего количества суспензии 
препарата. Для каждого препарата использовали от-
дельный диск. 

При сравнительном испытании приме-
няли пять картонных и пять стандартных дис-
ков для каждой испытуемой культуры. Кар-
тонные диски пропитывали в следующих 
комплексных препаратах, содержащих 
в своем составе одно действующее веще-
ство: Амокслав (амоксициллин, 0,2 гр), Энро-
утеромаст ВБФ (энрофлоксацин, 0,2 гр), 
Норфлоксамаст (норфлоксацин, 1,0 гр), Коли-
маст (неомицин, 0,3 гр), Ц-маст (цефазолин, 
0,2 гр). Стандартные диски содержали анало-
гичное действующее вещество: амоксицил-
лин (20 мкг), энрофлоксацин (5 мкг), 
норфлоксацин (10 мкг), неомицин (30 мкг), 

цефазолин (30 мкг). 
Учет и интерпретацию результатов в отноше-

нии S.aureus (АТСС 29213) и E.coli (АТСС 25922) с по-
мощью стандартных дисков проводили согласно ин-
струкции производителя, а в отношении комплекс-
ных препаратов – выбирали комплексное антимик-
робное средство с наиболее высокой чувствитель-
ностью к указанным микроорганизмам (с наиболь-
шей зоной задержки роста микроорганизмов – ЗЗР). 

Таким образом установили, что S.aureus чув-
ствителен к четырем из пяти антибиотикам в стан-
дартных дисках – энрофлоксацину (ЗЗР 24 мм, ≥22), 
норфлоксацину (ЗЗР 22 мм, ≥17), неомицину (ЗЗР 20 
мм, ≥17), цефазолину (ЗЗР 25 мм, ≥18), к одному ан-
тибиотику (амоксициллину) он был устойчив (ЗЗР 13 
мм, ≤20). Аналогичные значения по чувствительно-
сти S.aureus получили к комплексным препаратам. 
Зоны задержки роста S.aureus к картонным дискам 
незначительно превышали зоны к стандартным дис-
кам, но на рекомендации по выбору антибактери-
альных средств это не повлияло. Для рекомендации 
были выбраны следующие препараты: Энроутеро-
маст ВБФ (энрофлоксацин, ЗЗР 27 мм), Норфлокса-
маст (норфлоксацин, ЗЗР 30 мм), Ц-маст (цефазолин, 
ЗЗР 27 мм). Колимаст (неомицин, ЗЗР 25 мм) по диа-
метру ЗЗР S.aureus оказался меньше, чем вышепере-
численные препараты. К амоксициллину S.aureus 
оказался устойчив (ЗЗР 13 мм), но к препарату 
Амокслав ЗЗР S.aureus была выше на 9 мм (22 мм), 
что возможно за счет содержания в препарате кла-
вулановой кислоты, усиливающей его действие 
(рис.1). 

E.coli оказалась чувствительна к трем из пяти 
антибиотикам в стандартных дисках – амоксицил-
лин (ЗЗР 19 мм, ≥17), энрофлоксацин (ЗЗР 22 мм, 
≥22), норфлоксацин (ЗЗР 20 мм, ≥17). К цефазолину 
культура была устойчива (ЗЗР 12 мм, ≤14), к неоми-
цину показала промежуточные результаты (ЗЗР 14 
мм, 13-16). Аналогичные значения по чувствитель-
ности E.coli получили к комплексным препаратам. 
ЗЗР E.coli между сравниваемыми дисками также, как 
и в случае с S.aureus оказались незначительно выше 
к дискам, пропитанным комплексными препара-
тами, но на рекомендации по выбору антибактери-
альных средств это не влияло. Выбраны следующие 

 
Рис. 1. Зоны задержки роста (ЗЗР) S.aureus к антибиоти-

кам в стандартных и картонных дисках, мм 
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препараты: Энроутеромаст (энрофлок-
сацин, ЗЗР 25 мм), Норфлоксамаст 
(норфлоксацин, ЗЗР 27 мм), Амокслав 
(амоксициллин, ЗЗР 26 мм). Колимаст 
(неомицин, ЗЗР 17 мм) и Ц-маст (цефа-
золин, ЗЗР 17 мм), показали более низ-
кие результаты по ЗЗР E.coli (рис. 2 и 3). 

На рисунке 3 видно, что зоны за-
держки роста E. coli в отношении стан-
дартных и картонных дисков отлича-
ются незначительно. 

Обсуждение 
В современных условиях интенси-

фикации в отрасли молочного ското-
водства проблема повышения уровня 
продуктивности и получения каче-
ственного молока с высокими техноло-
гическими свойствами для дальней-
шей его переработки становится всё 
более актуальной задачей. Появление 
устойчивых штаммов микроорганиз-
мов, а также антибиотиков в молоке 
приводит к снижению его сортности, 
что влечет за собой экономические по-
тери сельскохозяйственными пред-
приятиями. В связи с этим необходимо 
уделять особое внимание к применяе-
мым для лечения воспаления молоч-
ной железы комплексным антибиоти-
кам и определению чувствительности микроорга-
низмов к ним. 

В настоящее время информации об изучении 
исследователями чувствительности микроорганиз-
мов именно к комплексным антибактериальным 
препаратам недостаточно. Однако существуют све-
дения об установлении учеными наиболее значи-
тельных зон задержки роста стафилококков (сред-
ние значения) при использовании таких комплекс-
ных противомаститных средств как Мастикам (36 
мм), Мастомицин (34,3 мм), Мастивин (34,3 мм), 
Мастилекс (31,0 мм) [19].  

Б.В. Виолин и др. также сообщает о проблеме 
в отсутствии специальных стандартных дисков в ве-
теринарии [4]. 

Решением проблемы может являться модифи-
кация диско-диффузионного метода, включающая 
в себя этап подготовки картонных дисков, применя-
емых для определения чувствительности 

микроорганизмов непосредственно к комплексным 
препаратам. 

Заключение 
Проведенные исследования показали, что чув-

ствительность микроорганизмов к стандартным 
дискам с антибиотиками и к картонным дискам, 
пропитанным в комплексных препаратах с анало-
гичным действующим веществом, отличается незна-
чительно. К картонным дискам зоны оказались чуть 
выше, что естественно, так как концентрация дей-
ствующего вещества в инъекторе препарата, а соот-
ветственно и в картонном диске, больше, чем 
в стандартном диске. На рекомендации по выбору 
антибиотика это не повлияло. Полученные резуль-
таты подтверждают возможность использования 
модифицированного диско-диффузионного метода 
для определения чувствительности микроорганиз-
мов непосредственно к комплексным антибактери-
альным препаратам. 
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