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Введение
Стратегия развития фармацевтической отрас-

ли Российской Федерации на период до 2020 г., а

также Стратегия медицинского обеспечения насе-

ления Российской Федерации на период до 2025 г.

обозначают в качестве одного из главных приори-

тетов государственной политики разработку кон-

курентоспособных импортозамещающих отечест-

венных ЛС, в том числе, антибиотиков. Реализа-

ция этой задачи требует в свою очередь также со-

вершенствования методов их стандартизации и

последующей оценки качества [1, 2].

Одним из основных показателей качества ан-

тибиотиков является количественное определе-

ние. Методы, используемые для этих целей, их

специфичность, чувствительность, воспроизво-

димость и т. д. постоянно совершенствуются и

модифицируются, так как правильный их выбор

определяет в дальнейшем и качество ЛС. 

Известны различные методы количественно-

го определения антибиотиков: биологические,

например, метод последовательных разведений,

диффузионный и турбидиметрические методы;

спектроскопические, хроматографические, и

другие. Каждый метод имеет область своего при-

менения и характеризуется как определёнными

преимуществами, так и недостатками.

В последние годы широкое распространение

для количественного определения антибиотиков,

в частности для антибиотиков полусинтетическо-

го происхождения, получили методы физико-хи-

мического анализа. Наиболее широко использу-

ются в фармакопейной практике методы высоко-

эффективной жидкостной хроматографии и УФ-

спектроскопии. Они обладают высокой воспро-

изводимостью и точностью, однако требуют ис-
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пользования дорогостоящего оборудования и вы-

сокотоксичных органических растворителей, а

также, в ряде случаев, отличаются длительностью

анализа из-за необходимости предварительной

пробоподготовки. Несмотря на распространение

методов физико-химического анализа, микроби-

ологические методы по-прежнему актуальны, а

для некоторых антибиотиков остаются незамени-

мыми. Примером таких антибиотиков являются

ЛС группы аминогликозидов. Это связано с осо-

бенностями химического строения антибиотиков

группы аминогликозидов, в связи с чем, приме-

нение и развитие физико-химических методов

для них затруднено [3].

На сегодняшний день ведущими зарубежны-

ми фармакопеями (USP, Ph. Eur., BP, JP) для ко-

личественного определения антибиотиков груп-

пы аминогликозидов рекомендованы два биоло-

гических метода: метод диффузии в агар и турби-

диметрический метод. Однако следует отметить,

что в отечественной фармакопейной практике

(Фармакопеях СССР и ГФ РФ) применяется

только диффузионный метод [3].

Вместе с тем, турбидиметрический анализ об-

ладает рядом преимуществ: метод экономичен,

более чувствителен к низким концентрациям ак-

тивного компонента и может быть адаптирован

для получения точных результатов в короткие пе-

риоды времени, что позволяет использовать его

как экспресс-метод для определения активности

антибиотических препаратов [4].

В связи с этим, представляется своевремен-

ным актуализация действующих и разработка но-

вых фармакопейных стандартов качества на ЛС

на основе антибиотиков, в том числе, на методы

определения их качества, которые должны быть,

с одной стороны, гармонизированы с таковыми

ведущих фармакопей мира, а, с другой стороны,

отражать специфику развития отечественной

фармацевтической отрасли.

Цель работы заключается в разработке турби-

диметрической методики количественного опре-

деления стрептомицина сульфата в лекарствен-

ных препаратах для медицинского применения,

находящихся в обращении на территории Рос-

сийской Федерации.

Материал и методы
Препараты антибиотиков, реактивы и материалы. В работе

были использованы: препарат «Стрептомицин, порошок для

приготовления раствора для внутримышечного введения, 1 г»,

Россия; стандартный образец (СО) стрептомицин сульфат —

USP RS (активность — 754 мкг/мг, действительный на момент

исследования). Для приготовления основных и рабочих рас-

творов стандартного и испытуемого образцов использовали

буфер №4 (ОФС.1.2.4.0010.15 Определение антимикробной

активности антибиотиков методом диффузии в агар). Для раз-

работки методики были использованы химические реактивы

отечественного и импортного производства c квалификацией

не ниже «х. ч.».

Микроорганизмы, питательные среды. В работе использо-

вали следующие штаммы микроорганизмов: Staphylococcus
aureus ATCC 6538Р, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (для турбидиметрического

анализа); Bacillus cereus, var. mycoides 537 (для метода диффу-

зии в агар), полученные из Государственной коллекции пато-

генных микроорганизмов ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава

России. При проведении турбидиметрического анализа при-

меняли питательную среду № 3, рекомендованную USP и раз-

работанную питательную среду для турбидиметрии, содержа-

щую компоненты отечественного производства: панкреатиче-

ский гидролизат казеина (ПГК) (ТУ 9229-240-78095326-2016);

гидролизат мяса ферментативный (ГМФ) (ФСП 42-0487-

4245-03); экстракт кормовых дрожжей (ТУ 9385-090-

14237183-08) и D-глюкоза (ГОСТ 6038-79), pH используемой

среды составил 7,2±0,2. Определение биологической актив-

ности методом диффузии в агар проводили по

ОФС.1.2.4.0010.15 «Определение антимикробной активности

антибиотиков методом диффузии в агар».

Условия эксперимента. Штаммы тест-микроорганизмов

инкубировали в разработанной жидкой питательной среде для

турбидиметрии при 37±1°С в течении 24 ч. В день испытания

бульонную культуру разбавляли для достижения мутности су-

спензии 25±2% (коэффициент пропускания) с использовани-

ем спектрофотометра Agilent 8453 (США) и длины волны 580 нм.

Полученную суспензию использовали в качестве посевно-

го материала. Для турбидиметрического анализа была выбра-

на трёхдозная модель параллельных линий (3�3 дизайн;

3 дозы стандарта и 3 дозы образца). На каждые 1000 мл жид-

кой питательной среды прибавляли 10 мл посевного материа-

ла. Затем 9 мл инокулированной среды вносили в пробирку

объёмом 20 мл и добавляли 1 мл рабочего раствора стандарт-

ного образца с соответствующей концентрацией стрептоми-

цина (С1=3,75, С2=5,63 и С3=8,43 мкг/мл) или 1 мл рабочего

раствора испытуемого образца с соответствующей приблизи-

тельной концентрацией (Т1=3,75, Т2=5,63 и Т3=8,43 мкг/мл).

После этого анализируемые смеси инкубировали при 37±1°С

в течение 4,5 ч. Одновременно инкубировали отрицательный

контроль (9 мл стерильной жидкой питательной среды для

турбидиметрии и 1 мл буфера № 4) и положительный кон-

троль (9 мл инокулированной жидкой питательной среды и

1 мл буфера № 4). Все пробирки, содержащие стандартный и

испытуемый образец в разных концентрациях были подготов-

лены в шести экземплярах.

По завершении процесса инкубации размножение мик-

роорганизмов останавливали добавлением 0,5 мл 12% раство-

ра формальдегида к каждой из пробирок, в том числе положи-

тельных и отрицательных контролей и определяли оптичес-

кую плотность взвеси тест-микроорганизмов в пробирках с

испытуемым и стандартным образцами, а также контрольных

пробирок.

После установления оптимальных условий для получе-

ния кривой «доза–реакция», была проведена валидация мето-

дики путём определения следующих параметров: линейность,

правильность, прецизионность, устойчивость и специфич-

ность [5, 6]. Расчёт биологической активности антибиотиков,

математическую и статистическую обработку результатов осу-

ществляли в соответствии с существующими рекомендация-

ми [5] с помощью программных обеспечений Microsoft Office

Excel и CombiStats, version 5.0.

Результаты и обсуждение
В настоящее время на фармацевтическом

рынке России присутствует более 1000 препаратов

на основе антибиотиков. Среди аминогликозид-

ных антибиотиков к числу наиболее важных в

практическом отношении относится стрептоми-

цин. Лекарственные препараты на основе стреп-
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СТАНДАРТИЗАЦИЯ И КОНТРОЛЬ БЕЗОПАСНОСТИ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ

Тест-штамм Наименование биологического Значение показателя
показателя

Staphylococcus aureus Чувствительность 10-7

ATCC 6538 Р Стабильность основных свойств Равномерное помутнение среды. Грамположительные кокки 

в виде гроздей. Оксидазоотрицательны, каталазоположительны

Staphylococcus epidermidis Чувствительность 10-7

ATCC 12228 Стабильность основных свойств Равномерное помутнение среды. Грамположительные кокки 

в виде гроздей. Оксидазоотрицательны, каталазоположительны

Klebsiella pneumoniae Чувствительность 10-7

ATCC 13883 Стабильность основных свойств Равномерное помутнение среды. Грамотрицательные неподвижные 

палочки. Оксидазоотрицательны, каталазоположительны

томицина используют в комплексной терапии ту-

беркулёза. Стрептомицин обладает эффективным

действием в отношении особо опасных инфекций

(чума, туляремия, бруцеллёз) и не может быть с

полным успехом заменён сегодня даже современ-

ными полусинтетическими антибиотиками [7].

Государственная Фармакопея Российской

Федерации для количественного определения

стрептомицина в лекарственных средствах реко-

мендует использование метода диффузии в агар.

Этот метод основан на способности молекул ан-

тибиотика стрептомицина диффундировать в ага-

ровых средах и образовывать зоны угнетения, в

которых не развивается тест-микроорганизм, чув-

ствительный к испытуемому антибиотику [5, 8].

Принцип турбидиметрического тестирования

заключается в измерении и сравнении степени

угнетения роста бактериальной популяции в

жидкой питательной среде в результате воздейст-

вия испытуемого образца и стандартного образца

в определённых концентрациях.

В связи с этим, на первом этапе необходимо

было разработать состав жидкой питательной

среды, которая, с одной стороны, соответствова-

ла бы питательным потребностям тест-микроор-

ганизмов, обеспечивая их хороший рост, а с дру-

гой стороны, отвечала требованиям, предъявляе-

мым к питательным средам для турбидиметрии,

т. е. была прозрачной и неинтенсивно окрашен-

ной. Состав питательной среды и оценка её каче-

ства описаны в работе [9].

Необходимо отметить, что в качестве основ-

ного источника белка в жидкой питательной

среде для турбидиметрии используется ПГК, по-

лучаемый в процессе ферментативного гидроли-

за из казеина и отличающийся от других источ-

ников белка (например, мясной ткани) постоян-

ством состава и содержанием всех основных

аминокислот и витаминов. В качестве источни-

ка углеводов в жидкую питательную среду для

турбидиметрии были добавлены глюкоза и

дрожжевой экстракт. Дрожжевой экстракт явля-

ется дополнительным источником витаминов,

макро- и микроэлементов.

Данные, приведённые в табл. 1, подтвержда-

ют, что состав разработанной жидкой питатель-

ной среды для турбидиметрии достаточен для

удовлетворения функции энергообеспечения и

роста тест-микроорганизмов.

Как видно из табл. 1, тест-микроорганизм

S.aureus ATCC 6538 P в разработанной жидкой

питательной среде даёт равномерный рост без об-

разования плёнки и осадка, что важно для прове-

дения анализа турбидиметрическим методом, и в

ходе проведённых экспериментальных исследо-

ваний был выбран как высокочувствительный к

стрептомицину тест-микроорганизм для даль-

нейшего использования при количественном оп-

ределении его в лекарственных средствах.

Проверка правильности выбранных условий
эксперимента и валидация методики. Определение

биологической активности при использовании

трёхдозной модели параллельных линий прово-

дят путём сравнения линий дозозависимости

стандартного и испытуемого образцов (т.е. срав-

нения степени угнетения роста бактериальной

популяции в результате воздействия испытуемого

образца и стандартного образца в определённых

концентрациях). Об угнетении роста тест-микро-

организма судят по величине мутности среды

(оптическая плотность взвеси тест-микроорга-

низма), которая измеряется фотометрически по-

сле инкубации. Выбранная модель предполагает,

что взаимосвязь между логарифмом доз и оптиче-

ской плотностью взвеси тест-микроорганизма

должна быть представлена в виде прямой линии

во всем диапазоне исследованных концентраций;

прямая линия испытуемого образца должна быть

параллельна соответствующей прямой линии

стандартного образца [5, 10]. 

На рисунке представлена выявленная зависи-

мость измеряемого параметра (оптической плот-

ности взвеси тест-микроорганизма) от концент-

рации определяемого антибиотика. Прямоли-

нейную зависимость наблюдали на протяжении

всего исследуемого диапазона концентраций

стрептомицина от 3,45 до 8,43 мкг/мл. О тесной

линейной связи и корреляции между зависимой и

объясняющей переменными можно судить по ко-

эффициенту детерминации R2.

В соответствии с требованиями ОФС

1.1.0014.15 «Статистическая обработка результа-

тов определения специфической фармакологиче-

ской активности лекарственных средств биологи-

Таблица 1. Биологический контроль качества жидкой питательной среды для турбидиметрии



ческими методами» [5], был проведён дисперси-

онный анализ, который подтвердил правиль-

ность полученных данных и значительную рег-

рессию (р<0,01), характеризующую статистичес-

кую значимость дозозависимости, параллель-

ность двух линий регрессии, свидетельствую-

щую, что различия между наклоном прямых ис-

пытуемого и стандартного образцов статистичес-

ки незначимы («Параллельность»), линейность

дозозависимости («Линейность», «Квадратич-

ность» и «Разность квадратичностей») (табл. 2).

Для анализа специфичности оценивали спо-

собность методики определять антимикробную

активность стрептомицина в отношении подоб-

ранного тест-штамма. Специфичность была под-

тверждена использованием высокочувствитель-

ного к стрептомицину тест-микроорганизма

S.aureus ATCC 6538 P, а также отсутствием угне-

тения роста тест-штамма в контрольной пробир-

ке (положительный контроль, т.е. содержащий

только инокулированную питательную среду и

растворитель (буфер № 4)).

Прецизионность исследовали на двух уров-

нях: повторяемость (сходимость) и внутрилабо-

раторная прецизионность. 

Повторяемость разработанной методики оце-

нивали по независимым результатам, получен-

ным в одинаковых регламентированных условиях

в одной лаборатории в пределах короткого про-

межутка времени, т. е. по результатам параллель-

ных определений (RSD=0,62).

Внутрилабораторную прецизионность вали-

дируемой методики определяли в условиях рабо-

ты одной лаборатории, но в разные дни

(RSD=2,79).

Данные, приведённые в табл. 3, свидетельст-

вуют о пригодности разработанной методики по

валидационному параметру надёжность, так как

использование разных питательных сред для тур-

бидиметрии (№3, рекомендованной USP и разра-

ботанной нами жидкой питательной среды), и

небольшие изменения времени инкубации и дли-

ны волны не влияли на определение антимикроб-

ной активности стрептомицина в лекарственных

средствах.

Согласно Руководству по валидации методик

анализа лекарственных средств [6], правильность

методики характеризуется степенью близости

среднего значения, полученного на основании

большой серии результатов измерений к приня-

тому опорному (истинному) значению. Оценка

правильности может быть выполнена нескольки-

ми способами, одним из которых является срав-

нение результатов, полученных с использовани-

ем валидируемой методики и фармакопейного

метода (табл. 4).

АНТИБИОТИКИ И ХИМИОТЕРАПИЯ, 2020, 65; 7—840

Источник дисперсии (показатель) Число Сумма Средний Fнабл. Fкритич.
степеней свободы квадратов квадрат

Регрессия 1 0,369648 0,369648 833,849 >8,1 p=99%

Параллельность 1 0,00045000 0,00045000 0,001 <4,35 p=95%

Линейность 1 0,00104723 0,00104723 1,181 <4,35 p=95%

Квадратичность 1 0,00100042 0,00100042 2,257 <4,35 p=95%

Разность квадратичностей 1 0,00004681 0,00004681 0,106 <4,35 p=95%

Таблица 2. Результаты дисперсионного анализа 

Параметр Модифицированные условия Нормальные условия Устойчивость методики
Время инкубации (мин) 265 270 Устойчива

275

Длина волны (нм) 525 530 Устойчива

535

Питательная среда № 3 Разработанная питательная среда Устойчива

Разработанная питательная среда

Таблица 3. Результаты проверки устойчивости количественного определения стрептомицина турбидимет�

рическим методом

Зависимость оптической плотности взвеси тест�

микроорганизма S.aureus ATCC 6538 P от концент�

рации стрептомицина

Примечание. Уравнения линейной регрессии и значе�
ния коэффициентов детерминации: y=�0,7737x+1,1827;
R2=0,9959 для стандартного образца; y=�0,7717x+1,1887;
R2=0,9982 для испытуемого образца.
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На основании данных анализа можно сделать

вывод о том, что с вероятностью 95% не сущест-

вует статистически значимых различий между ре-

зультатами, полученными с использованием обе-

их методик (tрасч.=1,21< tкрит.=2,45).

По совокупному установлению соответствий

критериям приемлемости прецизионности, линей-

ности и специфичности, можно сделать заключе-

ние о правильности валидируемой методики.

Заключение
Таким образом, полученные эксперименталь-

ные данные свидетельствуют о возможности при-

менения разработанной методики для определе-

ния количественного содержания стрептомицина

в лекарственных препаратах, находящихся в об-

ращении на территории Российской Федерации.

Работа выполнена в рамках государственного
задания ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России
№ 056-00023-18-02 на проведение прикладных на-
учных исследований (номер государственного учёта
НИР AAAA-A18-118021590049-0).

Метод анализа Время выполнения Среднее содержание RSD, %
анализа (инкубации), ч стрептомицина, %

Турбидиметрическая методика 4,5 100,1 2,3

Диффузия в агар 18–20 98,6 0,80

Таблица 4. Сравнительная оценка биологических методов количественного определения стрептомицина
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