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Аннотация: рассматривали 

антибиотикорезистентность непатогенных бактерий E. 

coli и Salmonella sp. с помощью тест Carba NP. Было 

установлено, что непатогенные штаммы бактерии E. сoli 

могут обладать бета-лактамазной активностью и 

резистентностью к амоксициллину и амоклаву, в то время 

как непатогенные штаммы бактерии Salmonella sp., не 

обладают бета-лактамазной активностью к данным 

антибиотика.  
 

Введение. Антибиотикорезистентность является 

одной из глобальных проблем XXI века, признанная ВОЗ. В 

последние годы отмечается широкое распространение 

антибиотикорезистентных патогенных штаммов 

микроорганизмов к числу которых принадлежат 

энтеробактерии. Как известно, энтеробактерии являются 

продуцентами карбапенемаз, в связи с чем демонстрируют 

резистентность к большинству β-лактамам.  

Известно, что резистентными к антибиотикам могут 

стать и непатогенные штаммы бактерий, которые, попадая 

из организма человека в окружающую среду, могут 

mailto:asagubejko@gmail.com
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становиться переносчиками генов резистентности и 

вызывать инфекции. Распространение таких инфекций, 

вызываемых резистентными штаммами бактерий, приводит 

к тому, что стандартные препараты, обычно используемые 

для лечения подобных инфекций, приходится заменять 

новыми и более дорогостоящими, что приводит к 

увеличению расходов на здравоохранение, а также 

повышению заболеваемости и смертности [1]. 

Методы, основанные на фенотипе, а также 

молекулярно-генетические методы достоверны, в связи с 

чем широко используются для определения резистентности 

микроорганизмов, однако эти методы дорогостоящие и 

требуют много времени.  

В рамках настоящего исследования мы предлагаем 

универсальный, достоверный и дешевый метод для решения 

данной проблемы ‒ Тест Carba NP, предложенный учеными 

из университета Фрибурга (Швейцария) и Париж-Сакле 

(Франция) [2]. 

Цель - определить резистентность Escherichia coli и 

Salmonella sp. к бета-лактамным антибиотикам. 

Материалы и методы исследований. На первом 

этапе исследования проводили гидроксамовую реакцию на 

наличие бета-лактамного кольца у антибиотика. Данная 

реакция основана на разрыве бета-лактамного цикла с 

образованием внутрикомплексной соли железа (III) (красное 

окрашивание).  

Гидроксамовую реакцию на β-лактамное кольцо 

проводили по следующей методике: добавили в пробирку к 

5 кап. 0,5 % водного раствора пенициллина и 2 кап. 5 % 

раствора гидроксиламина. Смесь нагревали до кипения. 

Охлаждали и прибавили 1 кап. 5% раствора хлорного 

железа, затем визуально отмечали результат. 

На втором этапе выделяли штаммы бактерий E. coli и 

Salmonella sp. В работе использовали два штамма E. coli, 
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выделенные из почвы и третий штамм, полученный из 

лекарственного средства «Биофлор». Salmonella sp. 

выделили из почвы и из воды. Отбор пробы почвы 

производили согласно ГОСТ 17.4.4.02-84 РБ. Отбор пробы 

воды производили согласно ГОСТ 17.1.5.05-85. Из проб 

готовили суспензии в разведение 10
-1

, 10
-2

, 10
-3

 [3].  

Идентификацию выделенных бактерий осуществляли 

по определителю Берджи, основанный на морфологически-

тинкториальных, культуральных и биохимических 

свойствах микроорганизмов [4].  

Питательные среды готовили из сухой среды 

промышленного производства в соответствии с 

инструкцией изготовителя. После автоклавирования 

питательную среду сразу же разливали в стерильные 

пробирки или в чашки Петри [5]. 

Для идентификации по культуральным свойствам E. 

coli использовали среды Кесслера и Эндо агар. Для 

идентификации по культуральным свойствам Salmonella sp. 

‒ RVS-бульон и Висмут-сульфит агар.  

Идентификация по тинкториальным свойствам 

выделенных бактерий осуществляли с помощью окраски по 

Граму. 

Выделенные бактерии также мы идентифицировали по 

биохимическим свойствам в соответствии со следующими 

параметрами: 

1. по способности расщепления лактозы (среда Эйкмана с 

лактозой); 

2. по сульфитредуцирующей способности (среды 

ВильсонаБлера и Висмут сульфит агар); 

3. по способности утилизировать ацетат (среда ацетатный 

агар); 

4. по каталазоположительности; 

5. по сахаралитическим свойствам (среды Гисса). 

https://docs.cntd.ru/document/1200005920
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На третьем этапе оопределяли уровень устойчивости 

штаммов бактерий E. coli и Salmonella sp. к бета-лактамным 

антибиотикам. Производили расчет минимальной 

концентрации антибиотиков. Для этого использовали ГРМ-

бульон с 0,06 % феноловым красным, в данный бульон был 

добавлен антибиотик амоксициллин в следующих 

концентрациях: 400 мкг/мл, 200 мкг/мл, 100 мкг/мл, 50 

мкг/мл. Результат учитывали через 24 часа после 

инкубирования в термостате при температуре 37 °С. 

Затем для фенотипического определения 

устойчивости E. coli и Salmonella sp. к бета-лактамным 

антибиотикам использовали ГРМ-бульон с 0,06 % 

феноловым красным с соответствующим антибиотиком с 

концентрацией 400 мкг/мл [6]. Результат учитывали через 

24 часа после инкубирования в термостате при температуре 

37 °С. 

Результаты исследований. При гидроксамовой 

реакции антибиотиков (рис. 1) у амоксициллина, амоклава, 

цефтриаксона образовался осадок красного цвета, что 

свидетельствует о присутствии лактамного кольца.  
 

 

Рисунок - 1.  Гидроксамовая реакция 

а - гидроксиламин солянокислый с антибиотиком до добавления 

хлорида железа (III); б-ж после добавления хлорида железа (III) и 

нагревания: амоксициллин (б), амоклав (в), цефтриаксон (г), 

цефепим (д), азитромицин (е), доксициклин (ж) 
 



95 
 

Таким образом, мы подтверждаем, что данные 

антибиотики являются бета-лактамными (БЛА). Интересно, 

что с цефепимом гидроксамовая реакция на β-лактамное 

кольцо не прошла, хотя цефепим является БЛА, а именно 

цефепим 4 поколения. Мы предполагаем, что это связанно с 

защитой бета-лактамного кольца химической 

модификацией. Гидраксамовая реакция не прошла с 

азитромицином (азалид), так как образовался желтый 

осадок, а с доксицикллином (тетрациклин) коричневый 

осадок, что свидетельствует об отсутствии лактамного 

кольца в данных антибиотиках. Таким образом мы 

подтвердили, что данные антибиотики являются не БЛА. 

По культуральным свойствам бактерии, выделенные 

из окружающей среды, идентифицированы как E. coli, 

поскольку на среде. Эндо образовали колонии красно-

малинового цвета с металлическим блеском, круглые с 

ровными краями и выпуклые. На среде Кесслера наблюдали 

придонный рост этих бактерий, на что указывает осадок 

темно-фиолетового цвета.  

По тинкториальным свойствам колонии определены 

как грамотрицательные, полочковидные с округлёнными 

краями, что также указывает на принадлежность их к E. coli.  

Результаты идентификации по биохимическим 

свойствам выделенных микроорганизмов из окружающей 

среды на принадлежность к E. coli представлены в таблице 

1. 
 

Идентификации по биохимическим свойствам выделенных 

микроорганизмов из окружающей среды на принадлежность 

к E. coli 

Таблица - 1 

Биохимически

е свойства 

Питательн

ые среды 

E. coli выделенная из: E. coli по 

определител

ю Берджи почва биофлора 

Признак 
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По 

способности 

расщепления 

лактозы 

среда 

Эйкмана с 

лактозой 

Лактозоположительные, на 

это указывает изменение 

окраски среды с зеленого на 

желтый 

Лактазопо-

ложительные 

По 

сульфитреду-

цирующей 

способности 

среда 

Вильсона 

Блера 

Не способны, на это 

указывают колонии белого 

цвета 

Не способны 

По 

способности 

утилизировать 

цитрат 

Ацетатны

й агар 

Способны, на это указывает 

изменение среды с зеленого 

на синий. 

Способны 

По 

каталазополо-

жительности 

Пероксид 

кислорода 
Есть Есть 

По 

сахаралитичес

ким 

свойствам 

 

среды 

Гисса 

Способны разлагать 

сахарозу, глюкозу, мальтозу, 

маннит и сорбит, на это 

указывает изменение среды 

с голубого на желтый 

Способны 

 

По культуральным свойствам бактерии, выделенные 

из окружающей среды, идентифицированы как Salmonella 

sp., поскольку на среде Висмут-сульфит агара колонии были 

черные, круглые с ровными краями, выпуклые, а на среде 

RVS - бульоне наблюдали придонный рост бактерий, на что 

указывает осадок.  

По тинкториальным свойствам колонии определены 

как грамотрицательные, имеют палочковидную форму с 

округлёнными краями. 

Результаты идентификации по биохимическим 

свойствам выделенных микроорганизмов из окружающей 

среды на принадлежность к Salmonella sp. представлены в 

таблице 2. 
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Биохимические свойства выделенных штаммов Salmonella 

Таблица - 2 

Биохимически

е свойства 

 

Питательны

е среды, 

реактив 

Salmonella sp. 

выделенная из: 
Salmonella 

по 

определител

ю Берджи почва 
вода 

(фонтан) 

Признак 

По 

способности 

расщепления 

лактозы 

среда 

Эйкмана с 

лактозой 

Не способны, так как 

среда цвет не поменяла 
Не способны 

По 

сульфитредуци

рующей 

способности 

среда 

Вильсона-

Блера 

Способны на это 

указывает наличие 

чёрных колоний на 

среде 

Способны 

По 

способности 

утилизировать 

цитрат 

Ацетатный 

агар 

Не способны, так как 

среда цвет не поменяла 
Не способны 

По 

каталазополож

ительности 

Пероксид 

кислорода 

Есть, на это указывает 

наличие пузырьков 
Есть 

 

Из вышесказанного следует, что по определителю 

Берджи выделенные бактерии по морфологическим, 

тинкториальным, культуральным и биохимическим 

свойствам соответствуют E. coli и Salmonella sp. 

В ходе проведения Carba NP теста мы брали E. coli, 

как штамм бактерий, которые обладают бета-лактамазной 

активностью, и Salmonella, для которой нехарактерна 

продукция бета-лактамазы. 

В ходе исследования выявлено, что E. coli, выделенная 

из почвы, через 24 часов инкубации в пробирках, 

содержащий антибиотик амоксициллин и амоклав, 

демонстрируют устойчивость (рис. 2), а через 48 часов 

погибают. Штаммы E. coli, выделенные из почвы и 

препарата «Биофлор» оказались неустойчивыми к данным 

антибиотикам.  
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Рисунок - 2.  Определение уровня устойчивости бактерии E. coli к 

бета-лактамным антибиотикам 
 

Культура бактерий E. coli выделенных: а - из почвы 

(территория общежития); б - из почвы (территория 

университета); в - из препарата «Биофлор» при добавлении 

амоксициллина (1), амоклава (2), цефтриаксона (3), 

цефепима (4), доксицикллина (5), питательная среда (6), 

питательная среда + бактерия (7) 

Исследуемые штаммы Salmonella sp. оказались 

устойчивы к амоклаву и амоксициллину, в то время как к 

остальным антибиотикам оказались не устойчивы (рис. 3). 

 

Рисунок - 3. Определение уровня устойчивости бактерии 

Salmonella sp. к бета-лактамным антибиотикам 

Культура бактерий Salmonella sp. выделенных: а - из почвы 

(территория рынка); б - из воды (фонтан) при добавлении 

амоксициллина (1), амоклава (2), цефтриаксона (3), цефепима (4), 

доксицикллина (5), питательная 
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Заключение. Проведенное исследование показало 

нам, что выделенные непатогенные штаммы бактерии E. 

сoli из почвы обладают бета-лактамазной активностью и 

резистентностью к амоксициллину и амоклаву, в то время 

как выделенные непатогенные штаммы бактерии Salmonella 

sp., не обладают бета-лактамазной активностью, но имеют 

устойчивость к амоксициллину и амоклаву. Таким образом, 

мы убедились, что не все непатогенные бактерии 

представители энтеробактерий могут продуцировать бета-

лактамазы.  

В ходе исследования мы обнаружили, что 

исследуемые нами непатогенные бактерии штаммы E. сoli и 

Salmonella sp. не обладают устойчивостью к антибиотикам с 

ингибитором (амоклав), цефалоспоринам III поколения 

(цефтриаксон) и IV поколения (цефепим), следовательно, 

это говорит о низкой антибиотикорезистентности среди 

выделенных непатогенных штаммов бактерий. Из 

сказанного становится очевидным то, что данные 

антибиотики будут эффективными для лечения инфекций, 

которые могут быть вызваны данными непатогенными 

бактериями. 

Таким образом, можно заключить, что Carba NP тест 

позволяет осуществлять мониторинг 

антибиотикорезистентности среди непатогенных штаммов 

бактерий, продуцирующих бета-лактамазу, в рамках 

учебного процесса и для исследовательских работ 

здравоохранения или научных центров. 
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DETERMINATION OF THE RESISTANCE OF NON-

PATHOGENIC MICROORGANISMS TO BETA-

LACTAM ANTIBIOTICS  

BY THE EXPRESS METHOD 

Gubeiko A.S. 

Keywords: antibiotic resistance, β-lactam antibiotics, 

Carba NP test, Escherichia coli, Salmonella sp. 

Abstract: considered the antibiotic resistance of E. coli 

and Salmonella sp. using the Carba NP test. It was found that 

non-pathogenic strains of the E. coli may have beta-lactamase 

activity and resistance to amoxicillin and amoclav, while non-

pathogenic strains of the Salmonella sp., do not have beta-

lactamase activity to these antibiotics. 
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