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Резюме 
Введение. Мониторинг устойчивости микроорганизмов к используемым дезинфицирующим средствам в меди-

цинских организациях, позволяет предотвратить или снизить риски распространения возбудителей инфекционных 
заболеваний в окружающей среде. Вместе с тем, микробиологические лаборатории сталкиваются с трудностями в 
связи с отсутствием готовой формы нейтрализатора, который применяется в ходе исследований объектов внешней 
среды для исключения действия на микробные клетки остаточных количеств дезинфицирующих средств.

Цель исследования: усовершенствовать метод оценки чувствительности микроорганизмов к дезинфицирующим 
средствам с применением агара с нейтрализующими компонентами.

Материалы и методы. В качестве агара с нейтрализующим компонентом использован нейтрализующий агар 
Ди-Ингли, содержащий декстрозу 1,0 %, казеиновый пептон 0,5 %, дрожжевой экстракт 0,25 %, лецитин 0,7 %, 
тиосульфат натрия 0,6 %, твин-80 0,5 %. Эффективность нейтрализации четвертичных аммониевых соединений, 
альдегидов, хлорактивных и кислородвактивных соединений оценивали в отношении санитарно-показательных 
микроорганизмов S. aureus ATCC 6538P и E. coli ATCC 10536. В качестве тест-объектов использовали пластиковую 
поверхность (дно 12-луночных планшетов). Всего проведено 122 исследований с различными растворами дезин-
фицирующих средств в рекомендованных концентрациях, согласно инструкциям по применению. Статистическую 
обработку результатов проводили при помощи компьютерных программ Microsoft Office Excel 2016.

Результаты. Эффективность нейтрализации остаточных количеств дезинфицирующих средств на основе чет-
вертичных аммониевых соединений с использованием нейтрализующего агара Ди-Ингли составила 95,18 ± 3,2 %; 
альдегидов – 98,1 ± 2,1 %; хлорактивных соединений – (93,6 ± 2,4) %; кислородактивных соединений – 71,4 ± 5,5 %. 
При валидации применяемой методики отклонений полученных результатов от установленных критериев прием-
лемости относительно утвержденной методики оценки чувствительности микроорганизмов к дезинфицирующим 
средствам не выявлено.

Заключение. Результаты исследования свидетельствуют о возможности использования нейтрализующего агара Ди-
Ингли в методике по определению чувствительности микроорганизмов к дезинфицирующим средствам. Преимуществами 
предложенного способа являются стандартизация процесса, снижение материальных и временных затрат.
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Summary 
Introduction: Monitoring the resistance of microorganisms to disinfectants used in healthcare facilities helps prevent or 

mitigate risks of the spread of infectious agents in the indoor environment. At the same time, microbiological laboratories 
face difficulties related to the lack of a ready form of a neutralizer to be used during testing of environmental objects to 
eliminate the effect of residual amounts of disinfectants on microbial cells.

Objective: To improve the method of assessing resistance of microorganisms to disinfectants using agar with 
neutralizing components.

Materials and Methods: We used the Dey-Engley neutralizing agar with 1.0 % dextrose, 0.5 % casein peptone, 0.25 % 
yeast extract, 0.7 % lecithin, 0.6 % sodium thiosulfate, and 0.5 % twin-80 as an agar with neutralizing components. 
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Введение. Резистентность микроорганизмов 
к антибиотикам и биоцидам, в том числе к дезин-
фицирующим средствам (ДС) является глобальной 
проблемой современности [1–5], и определена как 
одна из основных биологических угроз нацио
нальной безопасности Российской Федерации1. 
Особую актуальность проблема приобрела  
в медицинских организациях, имея тесную связь  
с инфекциями, связанными с оказанием медицинской 
помощи (ИСМП) [6–10]. В этой связи мониторинг 
устойчивости микроорганизмов, циркулирующих 
в медицинских организациях (МО), направленный 
на сдерживание их селекции и снижение риска 
формирования госпитальных штаммов является 
важным профилактическим мероприятием в си-
стеме эпидемиологического надзора за ИСМП  
[11–16]. 

Для оценки чувствительности микроорганизмов 
к ДС существует несколько методов: 

– ускоренный способ определения2, основанный 
на применении цветной питательной среды, изме-
няющей цвет под влиянием жизнедеятельности 
размножающихся бактерий, характеризуется отно-
сительно низкой степенью достоверности поскольку 
не предполагает применение нейтрализатора. При 
исследовании биоцидного действия ДС необходимо 
исключить его бактериостатическое действие на 
микроорганизмы [17–21];

– способ определения, основанный на нанесении 
тестируемого штамма на поверхность тест-объекта 
с последующей обработкой ДС и нейтрализато-
ром3. При этом полученную смесь с поверхности 
тест-объекта для дальнейшего исследования сни-
мают сухим стерильным тампоном и осуществляют 
посев на поверхность плотной питательной среды. 
Существенными недостатками данного способа 
являются необходимость приготовления раство-

ров нейтрализаторов в лабораторных условиях 
из закупленных химических веществ и остаточное 
содержание тестируемой культуры на поверхности 
тест-объекта, что искажает результат;

– метод оценки предполагающий использование 
тест-объектов и нейтрализатора, описанный в МУ 
3.5.1.3439–174, где аналогично предыдущему способу 
предлагается готовить нейтрализатор в лаборатор-
ных условиях. Дополнительным недостатком метода 
также является изготовление тест-объектов из 
различных видов материала (металла, линолеума, 
пластика, кафеля и др). 

Ключевым фактором, негативно влияющим 
на практическое выполнение трех описанных 
выше методов, является отсутствие или трудность  
в изготовлении нейтрализатора из отдельных 
компонентов.

В тоже время рынок современных питательных 
сред располагает готовыми коммерческими пред-
ложениями с нейтрализующими составами (в виде 
агара и бульона), разрешенными для применения  
в МО. Ранее нами была доказана возможность ис-
пользования нейтрализующего бульона Ди-Ингли для 
нейтрализации катионных поверхностно-активных 
веществ (ПАВ), кислородактивных и хлорактивных 
соединений, альдегидов и композиционных веществ 
в отношении микобактерий туберкулеза [22]. 

Цель исследования: усовершенствовать метод 
оценки чувствительности микроорганизмов к де-
зинфицирующим средствам с применением агара 
с нейтрализующими компонентами.

Материалы и методы. 
В качестве нейтрализаторов использовали: 
– нейтрализующий агар Ди-Ингли, содержащий 

декстрозу 1,0 %, казеиновый пептон 0,5 %, дрож-
жевой экстракт 0,25 %, лецитин 0,7 %, тиосульфат 
натрия 0, 6%, твин-80 0,5 %; 

1 Указ Президента Российской Федерации от 11.03.2019 № 97 «Об основах государственной политики Российской Федерации в 
области обеспечения химической и биологической безопасности на период до 2025 года и дальнейшую перспективу».
2 МР 1100/27-0-117 «Методические рекомендации по ускоренному определению устойчивости бактерий к дезинфекционным 
средствам», утверждены руководителем департамента Госсанэпиднадзора Минздрава РФ, 2000 г.
3 Федеральные клинические рекомендации «Способ определения чувствительности бактерий к дезинфицирующим средствам при 
мониторинге устойчивости к антимикробным препаратам в медицинских организациях». М., 2015. 27 с.
4 МУ 3.5.1.3439—17 «Оценка чувствительности к дезинфицирующим средствам микроорганизмов, циркулирующих в медицинских 
организациях», утверждены Руководителем Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей, Главным госу-
дарственным санитарным врачом Российской Федерации А. Ю. Поповой 13 марта 2017 г.

The effectiveness of neutralization of quaternary ammonium compounds, aldehydes, active chlorine and oxygen-based 
compounds was evaluated in relation to S. aureus ATCC 6538P and E. coli ATCC 10536. Plastic surfaces (bottoms of 12-
well plates) were used as test objects. A total of 122 tests were conducted with various solutions of disinfectants in the 
concentrations recommended by the instructions for use. Test results were then analyzed using Microsoft Office Excel 2016.

Results: The effectiveness of neutralizing residual amounts of disinfectants based on quaternary ammonium compounds 
using the Dey-Engley neutralizing agar was 95.18 ± 3.2 %; aldehydes – 98.1 ± 2.1 %; active chlorine-based compounds –  
93.6 ± 2.4 %, and active oxygen-based compounds – 71.4 ± 5.5 %. When validating the applied technique, we observed no 
deviations of test results from the established acceptance criteria relative to the approved methodology for assessing 
sensitivity of microorganisms to disinfectants.

Conclusions: The study results indicate that it is possible to use the Dey-Engley neutralizing agar in a technique for 
determining resistance of microorganisms to disinfectants. The advantages of the proposed method include standardization 
of the process and reduction of material and time costs.

Keywords: health facilities, disinfectants, determination of sensitivity, microorganisms, environmental objects, 
Dey-Engley neutralizing agar.
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– нейтрализатор универсальный, содержащий 
твин-80 3 %, гипосульфат натрия 1,0 %, сапонин 
0,3 %, гистидин 0,1 %, цистеин 0,1 %, лецитин 0,1 %.

Нейтрализующую эффективность используемых 
нейтрализаторов оценивали в отношении основных 
химических действующих веществ (ДВ), входящих 
в состав ДС:

– из группы четвертичных аммониевых сое-
динений – алкилдиметилбензиламмония хлорид 
(АДБАХ) в концентрации 0,02 %; 

– из группы альдегидов – глутаровый альдегид 
(ГА) в концентрации 0,05 %;

– из группы хлорактивных соединений – натрие
вая соль дихлоризоциануровой кислоты (ДХЦК)  
в концентрации 0,03 %; 

– из группы кислородактивных соединений –  
перекись водорода (ПВ) в концентрации 3,0 %. 

Рабочие растворы ДВ готовили непосредственно 
перед проведением исследований на стерильной 
дистиллированной воде комнатной температуры 
(20,0 ± 2,0) °С.

Культуры тест-микроорганизмов представлены 
Staphylococcus aureus ATCC 6538-P и Escherichia 
coli ATCC 10536. 

Для оценки нейтрализующей способности ага-
ра Ди-Ингли 1 см3 каждого ДВ смешивали с 1 см3 

суспензии микроорганизма в концентрации 1 х 103 

микробных клеток в 1 см3, затем по 1 см3 вносили  
в две стерильные чашки Петри, после заливали 
10 см3 растопленного и остуженного до 45 оС агара 
Ди-Инглии. Для оценки нейтрализующей способно-
сти универсального нейтрализатора 1 см3 каждого 
ДВ смешивали с 1 см3 суспензии микроорганизма 
в концентрации 1 х 103 микробных клеток в 1 см3, 
затем добавляли нейтрализатор в объеме 5 см3 

и выдерживали 10 мин, далее проводили посевы 
на питательную среду (ГРМ-агар). Посевы инку-
бировали при (37 ± 1) °С, в течение (24 ± 1) ч. Учет 
результатов проводили путем подсчета количества 
выросших колоний.

Для оценки бактериостатического действия 
нейтрализаторов 1 см3 суспензии микроорганизма  
в концентрации 1 х 103 микробных клеток добавля-
ли в 9 см3 нейтрализатора и выдерживали 10 мин, 
далее проводили посевы на питательную среду. 
Сравнение проводили с контролем, которым яв-
лялся посев микроорганизма в питательную среду 
без добавления нейтрализатора. 

На следующем этапе проводили валидацию 
усовершенствованной методики с использованием 
в качестве тест-объектов вместо чашек Петри пла-
стиковую поверхность (дно стерильных 12-луночных 
плоскодонных планшетов). С помощью стериль-
ной пипетки во внутреннюю поверхность лунок 
планшета вносили по 0,1 см3 суспензии суточной 
культуры микроорганизма в концентрации 1 х 109 
клеток в 1 см3. Далее подсушивали в течение 45–60 
минут при комнатной температуре (22,0 ± 2,0) °С 
и влажности воздуха в помещении 40–60 % в ус-
ловиях бокса микробиологической безопасности 
II класса защиты. После чего в лунки первых трех 
рядов № 1–3 (опытные лунки) стерильной пипеткой 

вносили по 0,5 см3 рабочего раствора исследуемого 
ДС, выдерживали время экспозиции согласно ис-
пытываемому режиму. Таким образом, оценивали 
три режима одновременно: в каждом ряду лунок –  
отдельный режим дезинфекции. Поскольку один ряд 
12-луночного планшета содержит 3 лунки, каждый 
режим испытан трижды. По истечении времени 
экспозиции во все лунки планшета, включая ряд 
№ 4 (контрольные лунки), стерильной пипеткой 
вносили по 4,5 мл растопленного и остуженного 
до 45 °С агара Ди-Ингли. Затем 12-луночный 
планшет с посевами помещали в термостат и ин-
кубировали при температуре (37 ± 1) °С в течение 
24–48 ч. Результаты оценивали по визуальному 
изменению цвета агара из пурпурного в желтый. 
Сравнение проводили с контролем, которым явля-
ются посевы микроорганизмов в лунках ряда № 4 
без обработки ДС.

Валидацию усовершенствованного метода про-
водили путем вычисления валидационных параме-
тров: «прецизионность», «правильность», «предел 
количественного определения», «устойчивость», 
используя данные сравнительных исследований. 
Для определения валидационного параметра 
«прецизионность» исследования проводили в пяти 
повторностях, в разные дни, разными исполните-
лями, и рассчитывали коэффициент вариации. Для 
оценки соответствия результатов установленным 
значениям использовали критерий приемлемости 
«процент восстановления жизнеспособных клеток 
микроорганизмов». «Предел количественного 
определения» устанавливали с помощью суспензий 
тест-микроорганизмов, которыми инокулировали 
тест-объект. Контролем культуры являлось фак-
тическое количество клеток в рабочей суспензии 
тест-микроорганизмов, рассчитывали значения 
коэффициента вариации в экспериментах, выпол-
ненных различными исполнителями. 

Для анализа, полученных результатов, исполь-
зовали методы описательной статистики с помощью 
программы Microsoft Office Excel 2016 (Microsoft 
Corp., США). Сравнения проводили по t-критерию 
Стьюдента, значение p < 0,05 считалось статистически 
значимым. Для оценки статистической значимости 
различий между группами использовали критерий 
Манна – Уитни.

Результаты.
При определении полноты нейтрализации 

остаточных количеств ДВ с использованием нейтра-
лизующего агара Ди-Ингли в отношении тест-ми-
кроорганизмов (S. aureus ATCC 6538P и E. coli ATCC 
10536) установлено, что эффективность нейтра-
лизации остаточных действий АДБАХ составляет 
95,18 ± 3,2 %; ГА – 98,1 ± 2,1 %; ДХЦК – 93,6 ± 2,4 %; 
ПВ – 71,4 ± 5,5 %. Результаты сравнительной оцен-
ки эффективности нейтрализации представлены  
в таблице 1.

Эффективность нейтрализации АДБАХ и ПВ ней-
трализующим агаром Ди-Ингли и нейтрализатором 
универсальным значительно (р = 0,013) не отличались. 
Так после нейтрализации нейтрализующим агаром 
Ди-Ингли АДБАХ количество жизнеспособных клеток 

https://doi.org/10.35627/2219-5238/2025-33-9-78-86
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S. aureus ATCC 6538P составило 99,1 ± 2,3 КОЕ/см3,  
E. coli ATCC 10536 – 98,1 ± 2,2 КОЕ/см3, нейтра-
лизатором универсальным 98,0 ± 3,4 КОЕ/см3  
и 92,0 ± 3,6 КОЕ/см3 соответственно. При нейтрализа-
ции нейтрализующим агара Ди-Ингли ПВ количество 
клеток S. aureus ATCC 6538P – 99,4 ± 1,2 КОЕ/см3,  
E. coli ATCC 10536 – 78,4 ± 1,2 КОЕ/см3, нейтра-
лизатором универсальным 99,6 ± 0,98 КОЕ/см3  
и 59,6 ± 1,9 КОЕ/см3.

Нейтрализация ГА и ДХЦК нейтрализующим 
агаром Ди-Ингли относительно универсального 
нейтрализатора была достоверно выше (р = 0,459), 
количество клеток S. aureus ATCC 6538P – 86,3 ± 1,2 
и 40,1 ± 1,1 КОЕ/см3, E. coli ATCC 10536 – 91,5 ± 6,4 
и 45,9 ± 5,8 КОЕ/см3 соответственно.

Контроли бактериостатического действия ней-
трализующих компонентов при двух используемых 
методах отличий относительно положительных кон-
тролей (р = 0,022) не выявили, что свидетельствует 
об отсутствии бактериостатического действия на 
микробные клетки обоих нейтрализаторов. 

В контроле бактерицидного действия ДС, во 
всех случаях не наблюдали роста микроорганизмов 
после воздействия ДС, что привело к значительным 
различиям по сравнению с контролем на жизнеспо-
собность микроорганизмов (p = 7,5), и подтверждает 
антимикробную активность действующих веществ 
ДС в отношении тестируемых микроорганизмов. 

Результаты валидации усовершенствованной 
методики представлены в табл. 2 и свидетельствуют 
об отсутствии отклонений от установленных кри-
териев приемлемости.

При оценке прецизионности (повторяемости) 
значение коэффициента вариации (CV) составило 
от 3,1 до 15,6 %, что соответствовало требованиям 
методики. 

Процент восстановления жизнеспособных клеток 
микроорганизмов при использовании нейтрализую-
щего агара Ди-Ингли для различных ДВ – в диапа-
зоне от 75 до 99 %, значения внутри доверительных 
интервалов соответствовали средним значениям 
результатов исследований, что подтверждало 
правильность выбранной методики. 

При оценке предела количественного определе-
ния значение коэффициента вариации (CV) состав-
ляло от 4,4 % до 12,5 %. Пределы количественного 
определения исследуемой усовершенствованной 
методики оказались не выше пределов количе-
ственного определения стандартной методики5. 

Подтверждена устойчивость методики к кон-
тролируемым изменениям: при использовании 
действующих веществ ДС из разных химических 
групп критерий Фишера составил 1,0–9,6 %, что 
соответствовало предельно допустимым значениям 
(Fвыч ≤ 19,0).

Таким образом, полученные данные в рамках 
валидации усовершенствованной методики опре-
деления чувствительности к ДС с использованием 
нейтрализующего агара Ди-Ингли доказывают 

возможность его использования в качестве ней-
трализатора при определении чувствительности 
микроорганизмов к дезинфицирующим средствам.

Обсуждение. 
Применение эффективного нейтрализатора при 

проведении микробиологических исследований 
по оценке чувствительности микроорганизмов, 
выделенных из внешней среды медицинских орга-
низаций к ДС в ходе производственного контроля  
и микробиологического мониторинга, имеет важное 
эпидемиологическое значение, поскольку остатки 
ДС могут искажать результаты анализа, препятствуя 
восстановлению тестируемых микроорганизмов.  
В исследованиях, проведенных ранее [23–28] было 
установлено, что при осуществлении отбора проб 
без эффективной нейтрализации, содержащиеся  
в них дезинфицирующие средства в виде, нелетучих 
действующих веществ могут снижать количество 
жизнеспособных микроорганизмов. 

Преимуществами предложенного способа 
являются: 

– сокращение продолжительности процедуры 
на 1,5-2 часа за счет объединения этапов нейтра-
лизации и посева, исключение процесса приго-
товления навесок реагентов для нейтрализатора 
в лаборатории;

– сокращение объема питательной среды в 4,4 
раза (с 20 мл – при использовании чашек Петри до 
4,5 мл – при использовании 12-луночного планшета); 

– пригодность нейтрализующего агара по 
Ди-Ингли для дезинфицирующих средств любых 
химических групп дезинфицирующих средств за 
счет входящих в состав рецептуры веществ: бисуль-
фит натрия нейтрализует альдегиды, тиогликолят 
натрия – соединения ртути, тиосульфат натрия – 
соединения йода и хлора, лецитин– четвертичные 
соединения аммония, полисорбат 80 – неионные 
поверхностно-активные соединения и замещенные 
фенолы;

– упрощение процесса интерпретации результа-
тов, благодаря простой визуализации (изменению 
окраски нейтрализующего агара при появлении 
роста колоний микроорганизмов, благодаря вклю-
чению в состав среды бромокрезолового красного 
в качестве индикатора ферментации декстрозы);

– высокая производительность и снижение трудо-
затрат, что обусловлено возможностью проведения 
одновременного испытания в одном 12-луночном 
планшете трех режимов в трех повторностях на 
одной культуре микроорганизма.

Заключение. 
Результаты исследований по определению 

эффективности нейтрализации ДС нейтрализую-
щим агаром Ди-Ингли и результаты, полученные  
в рамках валидации усовершенствованного метода 
оценки чувствительности микроорганизмов к ДС  
с использованием нейтрализующего агара Ди-Ингли 
подтверждают пригодность этой агаризованной 
питательной среды для оценки чувствительности 

5 МУ 3.5.1.3439–17 «Оценка чувствительности к дезинфицирующим средствам микроорганизмов, циркулирующих в медицинских 
организациях», утверждены Руководителем Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребителей, Главным госу-
дарственным санитарным врачом Российской Федерации А. Ю. Поповой 13 марта 2017 г.
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Таблица 2. Оценка результатов испытаний по критериям приемлемости
Table 2. Evaluation of test results against acceptance criteria

Валидационные параметры / 
Validation parameters

Критерий приемлемости /  
Acceptance criteria

Допустимые значения критерия / 
Acceptable values of the criterion

Полученные результаты /  
Results

Прецизионность / Precision Коэффициент вариации (CV) /  
Coefficient of variation

≤ 35 % 3,1–15,6 %

Правильность / Accuracy Процент восстановления  
жизнеспособных форм  

микроорганизмов /  
Percentage of recovered viable 

microorganisms

> 70 % 75–99 %

Предел количественного  
определения / 

Limit of quantitation

Коэффициент вариации (CV) / 
Coefficient of variation

≤ 35 % 4,4–12,5 %

Устойчивость / Robustness Критерий Фишера (Fвыч) /  
Fisher’s test (Fcal)

≤ 19,0 1,0–9,6

микроорганизмов к ДС на основе четвертично-ам-
мониевых соединений, альдегидов, хлорактивных 
и кислородактивных соединений. 

Преимущества усовершенствованного метода 
заключаются в отсутствии необходимости поиска 
зарегистрированных химических веществ и их закупа 
для приготовления нейтрализатора, а упрощение 
процедуры оценки чувствительности микроорга-
низмов к ДС позволит повысить эффективность 
оценки качества дезинфекционных мероприятий 
в медицинских организациях. 
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