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Предисловие 

Международная организация по стандартизации (ISO) является всемирной федерацией национальных 
организаций по стандартизации (комитетов-членов ISO). Разработка международных стандартов 
обычно осуществляется техническими комитетами ISO. Каждый комитет-член, заинтересованный в 
деятельности, для которой был создан технический комитет, имеет право быть представленным в этом 
комитете. Международные правительственные и неправительственные организации, имеющие связи с 
ISO, также принимают участие в работах. Что касается стандартизации в области электротехники, то 
ISO работает в тесном сотрудничестве с Международной электротехнической комиссией (IEC). 

Проекты международных стандартов разрабатываются в соответствии с правилами Директив ISO/IEC, 
Часть 2. 

Основная задача технических комитетов заключается в подготовке международных стандартов. 
Проекты международных стандартов, принятые техническими комитетами, рассылаются комитетам-
членам на голосование. Их опубликование в качестве международных стандартов требует одобрения 
не менее 75 % комитетов-членов, принимающих участие в голосовании. 

Следует иметь в виду, что некоторые элементы настоящего международного стандарта могут быть 
объектом патентных прав. ISO не может нести ответственность за идентификацию какого-либо одного 
или всех патентных прав. 

ISO 20776-1 был подготовлен Европейским комитетом по стандартизации (CEN) Техническим 
комитетом CEN/TC 140, In vitro диагностические медицинские устройства, в сотрудничестве с 
Техническим комитетом ISO/TC 212, Клинические лабораторные испытания и испытательные 
системы для диагностики in vitro, в соответствии с Соглашением по техническому сотрудничеству 
между ISO и CEN (Венское Соглашение). 

ISO 20776 состоит из следующих частей под общим заголовком Клинические лабораторные 
испытания и испытательные системы для диагностики in vitro. Испытания инфекционных агентов 
на чувствительность и оценивание функционирования приборов для испытаний на антимикробную 
чувствительность: 

⎯ Часть 1. Эталонный метод испытания действия in vitro антимикробных агентов против 
быстрорастущих аэробных бактерий, участвующих в инфекционных заболеваниях 

⎯ Часть 2. Оценка функционирования приборов для испытаний на антимикробную 
чувствительность 
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Введение 

Испытания на чувствительность in vitro выполняются на микроорганизмах, подозреваемых в 
вызывании болезни, особенно если организм, как полагают, принадлежит к разновидности, 
демонстрирующей сопротивление часто используемым антибактериальным агентам. Испытания также 
важны при наблюдении сопротивляемости, эпидемиологических исследованиях чувствительности и 
при сравнениях новых и существующих агентов. 

Процедуры растворения используются при определении минимальных запрещающих концентраций 
(minimum inhibitory concentration, МIC) антимикробных агентов и являются эталонным методом 
испытания на антимикробную чувствительность. Методы MIC используются при наблюдении 
сопротивляемости, сравнительного испытания новых агентов, установлении чувствительности 
организмов, которые показывают сомнительные результаты при обычных испытания, для испытаний 
на организмах, когда обычные испытания могут быть ненадежными и когда количественный результат 
требуется для клинического руководства. В испытаниях при растворении, микроорганизмы 
проверяются на способность воспроизводить видимый рост на ряду агаровых пластин (агаровое 
растворение) или в питательной среде (растворение в питательной среде) содержащих 
последовательные растворения антимикробного агента. 

Самая низкая концентрация антимикробного агента (в мг/л), в определенных условиях in vitro, 
предотвращающая появление видимого роста микроорганизма в пределах определенного промежутка 
времени, известна как МIC. МIC является справочным параметром для клинициста при определении 
чувствительности организма к антимикробному агенту и помощником в выборе обработки. 
Тщательный контроль и стандартизация требуются для внутри- и межлабораторной 
воспроизводимости результатов, поскольку результаты могут значительно зависеть от используемого 
метода. Общепринято, что испытания на МIC воспроизводимы в пределах одного удваивающегося 
растворения истинного момента окончания процесса (т. е. ± одна ячейка или кювета в удваивающемся 
ряду растворения). 

Растворение в питательной среде - метод, при котором в контейнеры, содержащие одинаковые 
объемы питательной среды с растворами антимикробного агента, увеличивающими концентрации в 
прогрессии (обычно геометрической), вводят материал затравки с известным числом микроорганизмов. 

Микрорастворение в питательной среде обозначает выполнение испытания растворения в 
питательной среде в подносах микрорастворения. 

Метод, описанный в данной части ISO 20776, предназначен для испытания чистых культур аэробных 
бактерий, которые легко выращиваются ночной инкубацией на агаре и хорошо растут в питательной 
среде Миллера-Хинтона (Mueller-Hinton), которая может быть добавлена. Метод микрорастворения в 
питательной среде, описанный в данной части ISO 20776 по существу тот же самый, что и 
используемый во многих странах, включая Францию[1], Германию[2], Швецию[3], Великобританию[4], и 
Соединенные Штаты[5]. Метод также по существу совпадает с методом микрорастворения в 
питательной среде, изданным Европейским Комитетом по Испытаниям Антимикробной 
Чувствительности (EUCAST)[6]. Все эти методы основаны на методах, описанных Эриксоном (Ericsson) 
и Шеррисом (Sherris)[7]. 
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Клинические лабораторные испытания и испытательные 
системы для диагностики in vitro. Испытания 
инфекционных агентов на чувствительность и оценка 
функционирования приборов для испытаний на 
антимикробную чувствительность. 

Часть 1. 
Эталонный метод испытания действия in vitro 
антимикробных агентов против быстрорастущих аэробных 
бактерий, участвующих в инфекционных заболеваниях 

ПРЕДУПРЕЖДЕНИЕ — применение данной части ISO 20776 может подразумевать 
использование опасных материалов, операций и оборудования. Данная часть ISO 20776 не 
ставит целью рассмотрение всех проблем безопасности, связанных с ее использованием. 
Установка соответствующей техники безопасности и охраны здоровья и определение 
применимости регулирующих ограничений по использованию входят в обязанности 
пользователя данной части ISO 20776. 

1 Область применения 

Данная часть ISO 20776 описывает один эталонный метод микрорастворения в питательной среде для 
определения МIC. МIC отражает деятельность препарата при описанных испытательных условиях, и 
может интерпретироваться в клинических управляющих целях с учетом других факторов таких как 
фармакология препарата или бактериальные механизмы сопротивления. Это позволяет 
классифицировать бактерии на "чувствительные" (susceptible, S), "нейтральные" (intermediate, I), или 
"стойкие" (resistant, R). Кроме того, распределения МIC могут использоваться для определения 
некультивированного или культивированного типов популяций бактерий. Хотя клиническая 
интерпретация ценности МIC находится вне области рассмотрения данной части ISO 20776, требуются 
модификации основного метода для определенной комбинации антимикробный агент – бактерия для 
облегчения клинической интерпретации. Эти модификации включены в отдельную таблицу. 
Желательно сравнить другие испытания на чувствительность (например, обычные методы или 
диагностические испытательные устройства) с данным эталонным методом для подтверждения 
сопоставимости и надежности результатов. 

2 Термины и определения 

В рамках данного документа приняты следующие термины и определения. 

2.1 
антимикробный агент 
antimicrobial agent 
вещество биологического, полусинтетического или синтетического происхождения, которое ингибирует 
рост или убивает бактерии, и которое за счет этого потенциально может использоваться при лечении 
инфекций 
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ПРИМЕЧАНИЕ Дезинфицирующие средства, антисептики и консерванты не включены в данное определение. 

2.2 Свойства антимикробных агентов 

2.2.1 
потенциал  
potency 
антимикробно активная фракция испытуемого вещества, определенная в биопробе по отношению к 
эталонному порошку того же самого вещества 

ПРИМЕЧАНИЕ Потенциал выражается как массовая доля фракции в миллиграммах на грамм (мг/г), или как 
доля активности в Международных Единицах (IU) на грамм, или как объемная или массовая доля в процентах, или 
как концентрация количества вещества (массовая доля) в молях на литрах компонентов в испытательном 
веществе. 

2.2.2 
концентрация 
concentration 
количество антимикробного агента в определенном объеме жидкости 

ПРИМЕЧАНИЕ 1 Концентрация выражается в мг/л. 

ПРИМЕЧАНИЕ 2 мг/л = мкг/мл, но использовать единицу мкг/мл не рекомендуется. 

2.3 
исходный раствор 
stock solution 
начальный раствор, используемый для дальнейших растворений 

2.4 
минимальная запрещающая концентрация 
minimum inhibitory concentration 
MIC 
самая низкая концентрация, которая при определенных условиях in vitro предотвращает видимый рост 
бактерий в пределах определенного промежутка времени 

ПРИМЕЧАНИЕ МIC выражается в мг/л. 

2.5 
контрольная точка 
breakpoint 
BP 
определенные значения параметров, таких как МIC, на основе которых бактерии могут быть разделены 
на клинические категории: "чувствительные", "нейтральные" и "стойкие" 

ПРИМЕЧАНИЕ Для текущих интерпретирующих контрольных точек, можно отсылаться к последним 
публикациям организаций, использующих данный эталонный метод (например, CLSI и EUCAST). 

2.5.1 
чувствительный 
susceptible 
S 
бактериальный штамм, ингибируемый in vitro концентрацией антимикробного агента, связанной с 
высокой вероятностью успешного терапевтического воздействия 

ПРИМЕЧАНИЕ 1 Бактериальный штамм определяется как чувствительный с использованием соответствующих 
контрольных точек в определенной фенотипичной испытательной системе. 

ПРИМЕЧАНИЕ 2 Эти контрольных точки могут быть изменены при изменении условий (например, изменения в 
обычно используемых дозировках препарата, появление новых механизмов сопротивления). 
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2.5.2  
нейтральный 
intermediate 
I 
бактериальный штамм, ингибируемый in vitro концентрацией антимикробного агента, связанной с 
неопределенным терапевтическим эффектом 

ПРИМЕЧАНИЕ 1 Бактериальный штамм определяется как нейтральный с использованием соответствующих 
контрольных точек в определенной фенотипичной испытательной системе. 

ПРИМЕЧАНИЕ 2 Данный класс чувствительности подразумевает, что инфекцию вследствие изолированности 
можно соответствующим образом рассматривать в местах локализации на теле, где лекарственные средства 
физиологически сконцентрированы или когда может быть использована высокая концентрация препарата. 

ПРИМЕЧАНИЕ 3 Данный класс также определяет "буферную зону", которая предотвращает появление 
серьезных несоответствий в интерпретациях, вызываемых незначительными, неконтролируемыми, техническими 
факторами. 

ПРИМЕЧАНИЕ 4 Эти контрольных точки могут быть изменены при изменении условий (например, изменения в 
обычно используемых дозировках препарата, появление новых механизмов сопротивления). 

2.5.3 
стойкий 
resistant 
R 
бактериальный штамм, ингибируемый in vitro концентрацией антимикробного агента, связанной с 
высокой вероятностью неудачного терапевтического воздействия 

ПРИМЕЧАНИЕ 1 Бактериальный штамм определяется как стойкий с использованием соответствующих 
контрольных точек в определенной фенотипичной испытательной системе. 

ПРИМЕЧАНИЕ 2 Эти контрольных точки могут быть изменены при изменении условий (например, изменения в 
обычно используемых дозировках препарата, появление новых механизмов сопротивления). 

2.6 
некультивированный тип 
wild type 
отсутствие приобретенных механизмов сопротивления антимикробному агенту для данного штамма 

2.7 
контрольный штамм 
reference strain 
каталогизируемые, характеризованные бактерии с устойчивыми, определенными фенотипами и/или 
генотипами антимикробной чувствительности 

ПРИМЕЧАНИЕ Контрольные штаммы сохраняются как исходные штаммы, из которых были получены рабочие 
культуры. Они доступны в собрании штаммов и используются для контроля качества. 

2.8 Методика испытаний на чувствительность 

2.8.1 
растворение в питательной среде 
broth dilution 
техника, при которой контейнеры заполняются соответствующими объемами раствора антимикробного 
агента с использованием увеличивающихся концентрации (обычно с двойным приращением) 
антимикробного агента и соответствующих объемов питательной среды с определенным материалом 
затравки 

ПРИМЕЧАНИЕ Целью данного метода является определение МIC. 
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2.8.2  
микрорастворение 
microdilution 
растворение в питательной среде в подносах микрорастворения с вместимостью u 200 мкл на ячейку 

2.9  
питательная среда 
broth 
жидкая среда, используемая для in vitro роста бактерий 

2.10 
материал затравки 
inoculum 
число бактерий в суспензии, вычисленное относительно конечного объема 

ПРИМЕЧАНИЕ Материал затравки выражается в колониеобразующих единицах (colony-forming units) на 
миллилитр (CFU/ml). 

2.11 
эффект материала затравки 
inoculum effect 
изменения в МIC, связанные с изменениями в затравке 

3 Процедуры испытаний 

3.1 Общие положения 

Испытания выполняются в подносах микрорастворения. Метод основан на подготовке рабочих 
растворов антимикробного агента, либо в объемах 50 мкл на ячейку (с дополнением материала 
затравки также в объеме 50 мкл), либо в объеме 100 мкл на ячейку (с дополнением максимум 5 мкл 
материала затравки). 

3.2 Среда 

Должна использоваться питательная среда Mueller-Hinton (см. Приложение A для уточнения деталей). 

3.3 Антимикробные агенты 

3.3.1 Общие положения 

Антимикробные агенты должны быть получены непосредственно от изготовителя или из надежных 
коммерческих источников; не приемлемы фармацевтические препараты для клинического 
использования. Антимикробные агенты должны снабжаться номером партии, потенциалом, сроком 
годности и описанием рекомендованных условий хранения. Вещества должны хранится в хорошо 
закрытых контейнерах в темноте, при температуре от 4 °C до 8 °C, с влагопоглотителем, если иное не 
рекомендовано изготовителем. Влагопоглощающие агенты должны быть разделены в равных 
количествах, одно из которых будет использоваться в соответствующей процедуре испытаний. 

Перед открытием позвольте контейнерам согреться до комнатной температуры для предотвращения 
конденсации. 

3.3.2 Подготовка растворов хранения 

Для взвешивания антимикробных агентов необходимо использовать калиброванные лабораторные 
весы. Для расчета количества вещества антимикробного агента или объема разжижителя, 
необходимого для стандартного раствора, необходимо учитывать уровень потенциала порошка при 
помощи следующей формулы: 
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P
Vm ρ×

=
                    (1) 

ρ
PmV ×

=
                   (2) 

где 

ρ   концентрация раствора хранения, в мг/л; 

m  масса антимикробного агента (порошка), в г; 

P  потенциал антимикробного агента (порошка), в мг/г; 

V  объемом растворителя, в л. 

Концентрации растворов хранения должны быть 1 000 мг/л или больше, хотя ограничивающим 
фактором является растворимость некоторых агентов. Фактические концентрации растворов хранения 
зависят от метода подготовки рабочих растворов (последовательные растворения). Агенты должны 
быть растворены и разведены в стерильной дистиллированной воде, если иное не предусмотрено 
изготовителем. Некоторые агенты требуют альтернативных растворителей (см. Таблицу 1). 
Стерилизация растворов не всегда необходима. Если такая необходимость существует, стерилизация 
должна быть проведена мембранной фильтрацией, и образцы до и после стерилизации должны 
пройти испытание и сравнение последующих результатов для гарантии отсутствия адсорбции. 

Если информация о стабильности растворов хранения при указанных условиях хранения не доступна, 
они должны готовиться свежие растворы к каждой группе испытаний. 
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Таблица 1 — Примеры растворителей и разжижителей для растворов хранения выбранных 
антимикробных агентов 

Антимикробный агент Растворитель Разжижитель 

Амикацин (аmikacin) Вода  

Амоксициллин (аmoxicillin) Фосфатный буфер 0,1 моль/л, pH 6,0 Фосфатный буфер 0,1 моль/л, pH 6,0 

Ампициллин (ampicillin) Фосфатный буфер 0,1 моль/л, pH 8,0 Фосфатный буфер 0,1 моль/л, pH 6,0 

Ацитромицин (аzithromycin) Этанол с объемной долей 95 % или 
безводная уксусная кислотаa 

Вода 

Ацлоциллин (аzlocillin) Вода  

Ацтреонам (аztreonam) Насыщенный раствор бикарбоната 
натрия 

Вода 

Карбенициллин (сarbenicillin) Вода  

Цефаклор (сefaclor) Вода  

Цефамандоль (сefamandole) Вода  

Цефазолин (сefazolin) Фосфатный буфер 0,1 моль/л, pH 6,0 Фосфатный буфер 0,1 моль/л, pH 6,0 

Цефдинир (сefdinir) Фосфатный буфер 0,1 моль/л, pH 6,0 Вода 

Цефдиторен (сefditoren) Фосфатный буфер 0,1 моль/л, pH 6,0 Вода 

Цефепим (сefepime) Фосфатный буфер 0,1 моль/л, pH 6,0 Фосфатный буфер 0,1 моль/л, pH 6,0 

Цефетамет (сefetamet) Фосфатный буфер 0,1 моль/л, pH 6,0 Вода 

Цефиксимин (сefixime) Фосфатный буфер 0,1 моль/л, pH 7,0 Фосфатный буфер 0,1 моль/л, pH 7,0 

Цефметазол (сefmetazole) Вода  

Цефоництд (сefonicid) Вода  

Цефоперазон (сefoperazone) Вода  

Цефотаксим (сefotaxime) Вода  

Цефотетан (сefotetan) Сульфоксид этана Вода 

Цефокситин (сefoxitin) Вода  

Цефподоксимин 
(сefpodoxime) 

Раствор бикарбоната натрия с массовой 
концентрацией 0,1 % 

Вода 

Цефпрозил (сefprozil) Вода  

Цефтазидим (сeftazidime) Насыщенный раствор бикарбоната 
натрия 

Вода 

Цефтибутен (сeftibuten) Объем 1/10 сульфоксида этана Вода 

Цефтизоксим (сeftizoxime) Вода  

Цефтобипрол (сeftobiprole) Сульфоксид этана плюс безводная
уксусная кислотаb 

Вода, вихрь энергично 

Цефтриаксон (сeftriaxone) Вода  

Цефуроксим (сefuroxime) Фосфатный буфер 0,1 моль/л, pH 6,0 Фосфатный буфер 0,1 моль/л, pH 6,0 

Цефалотин (сephalothin) Фосфатный буфер 0,1 моль/л, pH 6,0 Вода 

Хлорамфеникол 
(Chloramphenicol) 

Объемная доля этанола 95 % Вода 

Циноксацин (сinoxacin) Половина объема воды, минимальный 
объем 1 моль/л NaOH для растворения, 
затем добавить воды до полного объема

Вода 
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