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Резюме 
В настоящее время проблема устойчивости к антибиотикам оппортунистических и патогенных микроорганиз-
мов является чрезвычайно актуальной. Чтобы найти новые эффективные природные антибиотики, необходимо 
активизировать процесс поиска. При поэтапном отборе наиболее перспективных продуцентов нами была вве-
дена стадия определения антибиотической активности культуральной жидкости исследуемых природных штам-
мов в отношении клинических изолятов госпитальных микроорганизмов с множественной устойчивостью к 
антибиотикам медицинского назначения. Определение видовой принадлежности потенциальных продуцентов 
позволяет выбрать тех продуцентов конкретного вида, которые отличаются по антимикробному спектру актив-
ности от описанных в литературе. Были отобраны четыре штамма актиномицетов, которые проявляли актив-
ность в отношении устойчивых клинических изолятов дрожжей Candida albicans, C.famata, C. arapsilosis и 
Cryptococcus neoformans, а именно: Nocardia soli ИНА 01217, Streptomyces bottropensis ИНА 01214,  S.chromofuscus 
ИНА 01211 и  S.netropsis ИНА 01190. Штамм N.soli ИНА 01217 также проявляет антибиотическую активность про-
тив грамотрицательной бактерии Escherichia coli ATCC 25922. Эти штаммы продуцентов актиномицетов были 
отобраны для последующих химических исследований образованных ими противомикробных соединений. 
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Abstract 
Currently, the problem of antibiotic resistance of opportunistic and pathogenic microorganisms is extremely urgent. In 
order to find new effective natural antibiotics, it is necessary to intensify the search process. In the gradual selection of the 
most promising producers, we introduced the stage of determining the antibiotic activity of the culture fluid of the studied 
natural strains against the clinical isolates of hospital microorganisms with multiple resistance to medical antibiotics. De-
termining the species affiliation of potential producers allows to select those producers of a particular species that differ 
in the antimicrobial spectrum of activity from those described in the literature. Four strains of actinomycetes that showed 
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Применение антибиотиков в медицине нача-
лось в 1940-х, но одновременно стали выявляться 
микроорганизмы, устойчивые к антибиотикам. 
С годами проблема устойчивости (резистентно-
сти) усугублялась и в настоящее время стала 
угрожающей. По прогнозам Всемирной органи-
зации здравоохранения (ВОЗ), к 2050 г. мировая 
смертность от инфекционных заболеваний, не 
поддающихся антибактериальной терапии, со-
ставит 10 млн человек в год и выйдет на одно из 
первых мест наряду с сердечно-сосудистыми и 
онкологическими заболеваниями [1, 2]. 

Решение проблемы антибиотикорезистент-
ности должно быть комплексным, включающим 
контроль за применением антибиотиков (в ме-
дицине, ветеринарии и пищевой промышленно-
сти), разработку новых схем лечения и профи-
лактики инфекционных заболеваний, создание 
пула резервных антибиотиков. Задача поиска но-
вых эффективных природных антибиотиков 
весьма актуальна.  

Примерно из 30 000 природных антибиоти-
ков только 200–220 используются в медицине, 
но их эффективность вследствие распростране-
ния резистентных форм условно-патогенных и 
патогенных микроорганизмов неуклонно сни-
жается. Актиномицеты производят около трети 
известных антибиотиков. Эта группа бактерий 
была хорошо изучена в 1950–1970 гг., но в настоя-
щее время количество выявленных продуцентов 
новых антибиотиков у актиномицетов меньше, 
однако потенциал актиномицетов ещё не исчер-
пан. В частности, в период с 2000 по 2017 гг. в ме-
дицинскую практику были введены только два 
новых природных антибиотика — даптомицин 
и фидаксомицин, которые оба продуцируются 
актиномицетами [3, 4]. 

Традиционно процесс разработки новых при-
родных антибиотиков состоит из нескольких эта-
пов: выделение штаммов предполагаемых про-
дуцентов из природной среды, разработка 
условий культивирования, определение спектра 
антимикробной активности, идентификация ви-
дов продуцентов, выделение и химическая иден-
тификация продуцируемых веществ, доклиниче-
ские и клинические исследования. В данной 
работе описан подход к поиску продуцентов при-

родных антимикробных соединений, включаю-
щий определение активности в отношении рези-
стентных форм клинических изолятов до выде-
ления, очистки и химических исследований. Цель 
такого подхода — отбор наиболее перспективных 
продуцентов для химического изучения с целью 
повышения вероятности выявления продуцентов 
новых антибиотиков, преодолевающих устойчи-
вость условно-патогенных и патогенных микро-
организмов к современным медицинским анти-
биотикам. Объектами исследования являются 
актиномицеты, и основная задача заключается в 
выявлении продуцентов антимикотиков, актив-
ных в отношении резистентных штаммов 
условно-патогенных дрожжей. 

Материал и методы 
Объекты исследования. Актиномицеты выделены из 

почв Московской и Рязанской областей, а также Краснодар-
ского края. Штаммы депонированы в Коллекции культур 
ФГБНУ «НИИНА им. Г. Ф. Гаузе (акроним коллекции ИНА). 

Культуральные среды. Агаровые среды для роста и 
идентификации актиномицетов, а также жидкие культураль-
ные среды, разработаны для продуцентов антибиотиков в 
ФГБНУ «НИИНА» им. Г. Ф. Гаузе [5]. 

Условия культивирования. Для хранения и поддержа-
ния всех микроорганизмов использовали среду №2 Гаузе. Ак-
тиномицеты инкубировали при 28°C в течение 10–12 сут. Дру-
гие бактериальные тест-штаммы инкубировали в течение 24 
ч при температуре 37°C; исключение составлял штамм Leu-
conostoc mesenteroides ВКПМ-4177, который инкубировали при 
28°C. Грибные тест-штаммы Aspergillus niger ИНА 00760 и Sac-
charomyces cerevisiae ИНА 01129 инкубировали при 28°C в тече-
ние 48 и 24 ч, соответственно. 

Погружённое культивирование актиномицетов прово-
дили в две стадии на роторных качалках со скоростью вра-
щения 200 об/мин. Использовали колбы Эрленмейера объё-
мом 750 мл со 150 мл культуральной среды. На первой стадии 
использовали жидкую среду № 2 Гаузе, которую засевали ку-
сочком агаровой среды размером примерно 1 см2 с поверх-
ностным ростом актиномицета. После 4 сут культивирования 
для второй стадии полученную культуральную жидкость в 
количестве 5 мл вносили в колбы со свежей средой. Отбор 
проб для определения антибиотической активности прово-
дили на четвёртый и седьмой день роста. 

Определение антимикробной активности. Коллек-
ционные штаммы грамположительных и грамотрицательных 
бактерий, грибов, а также клинические изоляты микроорга-
низмов с различной устойчивостью к антибиотикам, исполь-
зовали для определения антимикробной активности. Иден-
тификацию клинических изолятов и их чувствительность к 
антибиотикам проводили на автоматизированном бактерио-
логическом анализаторе Siemens MicroScan Walk Away — 
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activity against resistant clinical isolates of yeast Candida albicans, C.famata, C.parapsilosis and Cryptococcus neoformans 
were selected, namely: Nocardia soli INA 01217, Streptomyces bottropensis INA 01214, S.chromofuscus INA 01211 and S.ne-
tropsis INA 01190. The N.soli INA 01217 strain also shows antibiotic activity against the Gram-negative bacterium Escheri-
chia coli ATCC 25922. These strains of actinobacterial producers were selected for subsequent chemical studies of the 
antimicrobial compounds formed by them. 
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96 Plus System. Антимикотическую чувствительность дрож-
жевых клинических изолятов проводили с использованием 
тест-сис-темы FUNGITEST™ (BIO-RAD, Франция). Антибио-
тическую активность актиномицетов в культуральной жид-
кости определяли методом диффузии в агар. Для этого по 
100 мкл аликвот культуральной жидкости вносили в лунки 
диаметром 9 мм в агаризованной среде, инокулированной 
тестируемыми штаммами. После инкубирования в течение 
20–24 ч измеряли диаметры зон задержки роста тест-штаммов 
как показатель антибиотического действия. 

Видовая идентификация актиномицетов. Для видо-
вой идентификации оценивали строение спороносцев, по-
верхность спор, пигментацию воздушного и субстратного 
мицелия, а также пигмент, выделяющийся в среду. Для мик-
роскопирования использовали световой микроскоп Мик-
мед-6 (ЛОМО, Санкт-Петербург, Россия). Споры актиноми-
цетов исследовали на сканирующем электронном 
микроскопе JEOL-6060A (JEOL, Токио, Япония) с вольфрамо-
вым катодом. Платину распыляли на образцы, напыляли в 
установке в установке JFC-1600 (JEOL, Япония). Последова-
тельность гена 16S рРНК также учитывали для идентифи-
кации видов. Для выделения ДНК использовали трёхсуточ-
ную культуральную жидкость. Выделение геномной ДНК 
из биомассы актиномицетов осуществляли с использова-
нием набора DNeasy PowerSoil (Qiagen, Hilden, Германия). 
ПЦР гена 16S рРНК проводили с использованием набора 
реагентов PCR Master Mix (содержит ДНК-полимеразу Taq; 
Thermo Scientific, Калифорния, США) и универсальных бак-
териальных праймеров 27f (aga gtt tga tcc tgg ctcag) и 1492r 
(tac ggy tac ctt gtt acg act t). ПЦР проводили в Thermal Cycler 
2720 (Applied Biosystems, США) по программе: (1) 94°C в тече-
ние 5 мин, (2) 30 циклов с чередующимися температурными 
интервалами — 94°C в течение 1 мин, 51°C в течение 1 мин, 
72°C в течение 2 мин, (3) 72°C в течение 7 мин. Анализ про-
дуктов ПЦР проводили с помощью электрофореза в 1% ага-
розном геле (с использованием TBE трис-боратного буфера) 
при напряжённости электрического поля 7,6 В/см. Очистку 
продуктов ПЦР осуществляли переосаждением ДНК в мяг-
ких условиях с использованием 0,125 М ацетата аммония в 
70% этаноле. Нуклеотидные последовательности опреде-
ляли методом Сэнгера в генном анализаторе Genetic Ana-
lyzer 3500 (Applied Biosystems, Массачусетс, США). Про-
грамму Mega 7 использовали для сборки нуклеотидных 
последовательностей. Полученные последовательности 
сравнивали с нуклеотидными последовательностями гена 
16S рРНК штаммов актинобактерий из баз данных GenBank 
(blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) и Ribosomal Database Project 
(https://rdp.cme.msu.edu/). 

Результаты и обсуждение 
Для поиска антимикотиков анализировали 

10 штаммов актиномицетов, которые, по пред-

варительным данным, проявляют противогриб-
ковую активность против тест-штаммов Saccha-
romyces cerevisiae ИНА 01129 и/или Aspergillus 
niger ИНА 00760. Была проведена идентифика-
ция видов на основе сравнения последователь-
ностей ДНК анализируемых штаммов-проду-
центов с последовательностями в базах данных. 
Часть последовательностей была депонирована 
в GenBank (табл. 1). 

По морфологическим признакам видовая 
идентификация этих штаммов соответствует ре-
зультатам генного анализа [6, 7]. Все штаммы 
были выделены из разных образцов почвы. Два 
штамма  S.hydrogenans несколько отличаются друг 
от друга по количеству спор в цепочках и харак-
тере соединения спор, однако оба штамма соот-
ветствуют описанию вида (рисунок). 

При глубинном культивировании спектры ан-
тимикробной активности определяли в отноше-
нии шести коллекционных тест-штаммов. Помимо 
противогрибковой активности все 10 штаммов 
проявляли активность против грамположитель-
ных бактерий, включая 6 штаммов, активных про-
тив метициллинорезистентного штамма Staphylo-
coccus aureus (MRSA), и 9 штаммов против 
Leuconostoc mesenteroides с высоким уровнем устой-
чивости к ванкомицину (512 мкг/мл). Кроме того, 
было показано, что три штамма активны против 
грамотрицательной бактерии (E.coli ATCC 25922). 
Среды, при росте на которых наблюдали самый 
высокий уровень противогрибковой активности, 
также приведены в табл. 2. 

На следующем этапе работы была определена 
антимикотическая активность культуральной 
жидкости актиномицетов в отношении клиниче-
ских изолятов дрожжей (табл. 3). Было обнару-
жено, что, за исключением трёх штаммов (S.anti-
bioticus ИНА 01148,  S.chartreusis ИНА 01259 и  
S.peucetius ИНА 01255), остальные семь актиноми-
цетов активны в отношении клинических изоля-
тов дрожжей, устойчивых к медицинским анти-
микотикам. Штамм  S.hydrogenans ИНА 01215 
проявляет противогрибковую активность для 
всех клинических изолятов, т. е. он активен in 
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Таблица 1. Видовая идентификация актиномицетов на основании анализа гена 16S рРНК 
Table 1. Species identification of actinomycetes based on the analysis of 16S rRNA genes
Вид, штамм                                                                    ДНК, по                         Процент                      Номер депонирования  
                                                                                                                                        совпадения                  в базе данных GenBank 
Streptomyces antibioticus ИНА 01148                    1357                                 99,1                                                 — 
S.netropsis ИНА 01190                                                 1356                                  100                                          MK496650 
S.chromofuscus ИНА 01211                                       1340                                 97,1                                         MK496648 
S.hydrogenans ИНА 01212                                         1357                                  100                                          MK238399 
S.bottropensis ИНА 01214                                          1374                                 99,5                                         MK496651 
S.hydrogenans ИНА 01215                                         1366                                 99,3                                         MK496652 
Nocardia soli ИНА 01217                                            1355                                 99,4                                         MK496654 
S.lusitanus ИНА 01218                                                1366                                 95,6                                         MK496655 
S.peucetius ИНА 01255                                                1360                                   99                                                   — 
S.chartreusis ИНА 01259                                             1363                                  100                                                  — 



vitro, когда шесть медицинских противогрибковых 
препаратов неэффективны. Ранее нами было по-
казано, что другой штамм этого вида, ИНА 01212, 
также образует противогрибковые антибиотики 
и подавляет рост фитопатогенных грибов [8]. 

Актиномицеты как продуценты антибиоти-
ков представляют собой хорошо изученную 
группу микроорганизмов. Основное количество 
антибиотиков, образуемых актиномицетами, 
было описано в 1950–80 гг. После выяснения ви-
довой принадлежности и спектров антимикроб-
ной активности мы сравнили полученные резуль-
таты с данными литературы по изучаемым видам 
(табл. 4, 5). 

При сравнении данных литературы и полу-
ченных результатов были отобраны пять штам-
мов актиномицетов, которые относятся к видам, 
для которых определённая антимикробная ак-
тивность была ранее неизвестна: N.soli ИНА 01217 

(активность в отношении грамотрицательных 
бактерий, дрожжей и мицелиальных грибов),  
S.botropensis ИНА 01214 и  S.netropsis ИНА 01190 
(активность в отношении дрожжей и мицелиаль-
ных грибов),  S.chromofuscus ИНА 01211 (актив-
ность против дрожжей),  S.peucetius ИНА 01255 
(активность против мицелиальных грибов) (см. 
табл. 5). Четверо из них проявили противогриб-
ковую активность против устойчивых клиниче-
ских изолятов дрожжей: N.soli ИНА 01217,  S.bot-
tropensis ИНА 01214,  S.chromofuscus ИНА 01211 и  
S.netropsis ИНА 01190 (см. табл. 3, 5). Мы считаем 
эти четыре штамма перспективными для хими-
ческого изучения образуемых антигрибковых ан-
тибиотиков. 

Из табл. 5 следует, что актиномицет N.soli 
ИНА 01217 ингибирует рост грамотрицательных 
бактерий, хотя мы не нашли информации об этом 
в литературе. Антимикробные соединения, ак-

АНТИБИОТИКИ И ХИМИОТЕРАПИЯ, 2021, 66; 7–8 7

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Сравнение спор и спороносцев двух штаммов  S.hydrogenans, выращенных на соевой агаровой среде в течение 
12 сут: ИНА 01212 (a, b) и ИНА 01215 (c, d). 
Comparison of spores and spore carriers of two S.hydrogenans strains (grown on soy agar medium for 12 days): ИНА 
01212 (a, b) and ИНА 01215 (c, d).
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тивные в отношении грамотрицательных бакте-
рий и образованные этим штаммом, также целе-
сообразно идентифицировать. 

Обсуждение 
Распространение резистентных форм в по-

пуляциях патогенных микроорганизмов посто-
янно увеличивается. По данным Американского 
общества инфекционных заболеваний, в 2009 г. 
было выявлено семь видов бактерий, в популя-
циях которых были широко распространены 
штаммы с множественной устойчивостью к анти-
биотикам [33]. В 2017 г. Всемирная организация 
здравоохранения представила список патогенных 
микроорганизмов, устойчивых к антибиотикам, 
состоящий из 12 видов, чтобы обозначить прио-
ритеты в исследованиях и разработке новых и эф-
фективных методов лечения антибиотиками. ВОЗ 
оценила темпы и масштабы распространения ре-
зистентных патогенов как серьёзную глобальную 
угрозу для человечества [34]. Условно-патогенные 
и патогенные грибы не входят в этот список, но 
их растущее распространение также очевидно [35, 

36]. В связи со сложившейся ситуацией поиск но-
вых противогрибковых антибиотиков является 
важной задачей. Несмотря на внедрение молеку-
лярных методов поиска новых антибиотиков in 
vitro, общий результат незначителен [33–39]. Ис-
пользование традиционных схем работы с проду-
центами антибиотиков требует совершенствова-
ния, например, отбора наиболее перспективных 
продуцентов на ранних этапах отбора. Актиноми-
цеты и грибы остаются основным источником но-
вых биологически активных соединений [3, 40]. 
Актиномицеты разных видов выделяются из при-
роды с разными частотами. Например, продуцент 
даптомицина выделяют из почвы с частотой один 
на десять миллионов, эритромицин — один на 
миллион, ванкомицин — один на сто тысяч, хло-
рамфеникол — один на десять тысяч, а стрепто-
мицин, актиномицин D и стрептотрицин — менее 
одного на тысячу [41]. В связи с этим нам пред-
ставляется важной идентификация вида после 
обнаружения антибиотической активности у при-
родного штамма, выделенного в культуру. 

Вторым важным обстоятельством мы счи-
таем определение антимикробной активности не 
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Таблица 4. Антибиотики, ранее описанные у представителей исследуемых видов 
Table 4. Antibiotics previously described in representatives of the studied species 
Виды                                                                         Антибиотики                                                                                                               Ссылки 
                                         название                                   чувствительные микроорганизмы                                                      
Nocardia soli             Тиолактомицин                   Грамположительные бактерии                                                           9, 10 
Streptomyces             Олеандомицин                     Грамположительные и грамотрицательные бактерии         11, 12 
antibioticus               
                                      Симициклиноны                Грамположительные бактерии                                                             13 
                                      Актиномицин D                   Грамположительные и грамотрицательные бактерии,           14 
                                                                                            дрожжи, мицелиальные грибы                                                                
                                      Боромицин                             Грамположительные бактерии                                                             15 
S.bottropensis           Боттромицин                        Грамположительные бактерии                                                             16 
                                      Олигомициновые              Мицелиальные грибы                                                                                17 
                                      антибиотики,  
                                      44-гомоолигомицин A 
                                      (NK86-0279 II) 
                                      и B (NK86-0279 I)                   
S.chartreusis              Шартрезин                             Грамположительные бактерии,                                                            18 
                                                                                            в том числе возбудитель туберкулеза                                                    
                                      Кальцимицин (A23187)    Грамположительные бактерии и мицелиальные грибы         19 
S.chromofuscus        Гербоксидиен                        Умеренная активность против                                                              20 
                                                                                            гриба Phytophthora megasperma var. glycine                                          
                                      Антрациклины SM-173A   Грамположительные бактерии,                                                        21, 22 
                                      (= аранциамицин)              включая Mycobacterium sp. и Staphylococcus sp. 
                                      и SM-173B                                                                                                                                                                   
S.hydrogenans          Актиномицин D                   Грамположительные и грамотрицательные бактерии,         8, 23 
                                                                                            мицелиальные грибы                                                                                     
S.lusitanus                 Цианоциклины A-D           Цианоциклин А проявляет широкий спектр                             24, 25 
                                                                                            антимикробной и противоопухолевой активности                       
                                      Нафтиридиномицин        Грамположительные и грамотрицательные бактерии             26 
                                      7-хлортетрациклин,          Грамположительные и грамотрицательные бактерии             27 
                                      тетрациклин                          
                                      Антимицин B2                      Умеренная активность против грамположительных                28  
                                                                                            и грамотрицательных бактерий                                                               
                                      N-десметилнафтири-       Грамположительные и грамотрицательные бактерии             26 
                                      диномицин                              
S.netropsis                  Нетропсин                              Грамположительные и грамотрицательные бактерии             29 
S.peucetius                 Адриамицин                          Грамположительные и грамотрицательные бактерии         30–32 
                                      и дауномицин                        



только в отношении коллекционных тест-штам-
мов, но и клинических изолятов с определённым 
спектром устойчивости к медицинским антибио-
тикам. При выделении штаммов актиномицетов 
из природы и культивировании на разработанных 
средах процент продуцентов варьируется от 15 до 
50%. Этот разброс зависит не только от биораз-
нообразия природного источника, но также и от 
опыта исследователя, который при выборе кло-
нов актиномицетов может, основываясь на мор-
фологических характеристиках, идентифициро-
вать и отклонить некоторые хорошо описанные 
виды, которые продуцируют хорошо известные 
антибиотики. Продуценты противогрибковых ан-
тибиотиков составляют около 1/5 от общего 
числа штаммов-продуцентов, то есть 3–10% от вы-
деленных природных актиномицетов. Соответ-
ственно, 10 штаммов продуцентов антимикоти-
ков, активных против двух тестируемых штаммов 
грибов, были отобраны приблизительно из 
330–100 природных изолятов актиномицетов. 

Благодаря сотрудничеству академического ин-
ститута и клинического центра мы смогли опре-
делить 4 самых обнадёживающих продуцентов 
для химических исследований с целью изыс-
кания новых антибиотиков. 

Заключение 
Актиномицеты по-прежнему являются важ-

ными объектами поиска новых антибиотиков. 
Для повышения эффективности поиска мы счи-
таем целесообразным отбирать потенциальные 
продуценты антибиотиков на основе видовой 
принадлежности с учётом предыдущих научных 
публикаций по соответствующим видам, а также 
активности, продемонстрированной изученными 
штаммами в отношении клинических изолятов с 
множественной устойчивостью к антибиотикам. 
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Таблица 5. Сравнение антимикробной активности исследуемых штаммов с опубликованными данными по 
соответствующим видам 
Table 5. Comparison of the antimicrobial activity of the studied strains with published data concerning the corre-
sponding species*
Виды, штаммы                                             Активность против разных групп            Активность против разных групп 
                                                                                     микроорганизмов, изученных           микроорганизмов (по литературным 
                                                                              во время настоящего эксперимента                               данным; табл. 4) 
                                                                               грам+       грам–      дрожжи     грибы            грам+         грам–     дрожжи     грибы 
Streptomyces antibioticus INA 01148        •                   º                   º                    •                       •                   •                   •                   • 
S.netropsis ИНА 01190                                   •                   •                   �                  �                      •                   •                 нд               нд 
S.chromofuscus ИНА 01211                         •                   º                   �                   •                       •                    º                   º                   • 
S.hydrogenans ИНА 01212                            •                   º                   •                   •                       •                   •                   •                   • 
S.bottropensis ИНА 01214                             •                   º                   �                  �                      •                    º                   º                   º 
S.hydrogenans ИНА 01215                            •                   º                   •                   •                       •                   •                   •                   • 
Nocardia soli ИНА 01217                              •                  �                  �                  �                      •                    º                   º                   º 
S.lusitanus ИНА 01218                                   •                   º                   •                   •                       •                   •                   •                   • 
S.peucetius ИНА 01255                                  •                   •                   º                   �                      •                   •                   º                   º 
S.chartreusis ИНА 01259                               •                   º                   º                    •                       •                  нд               нд                 • 
Примечание. «•» — антимикробная активность оценена против, по меньшей мере, одного исследованного 
штамма данного вида; «º» — антимикробная активность не обнаружена ни в одном из изученных штаммов 
данного вида; «�» — антимикробная активность данного вида была впервые установлена в отношении по 
крайней мере одного из протестированных штаммов или клинических изолятов в ходе данного эксперимента; 
«нд» — нет данных. 
Note. «•» — antimicrobial activity has been evaluated against at least one tested strain of the given species; «º» — antimicrobial 
activity was not detected in any of the studied strains of the given species; «�» — the antimicrobial activity of the species 
was first established against at least one of the tested strains or clinical isolates during this experiment; (Нд) — no data.
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