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РЕЗЮМЕ

Введение. Антибиотики – наиболее широко применяемая группа лекарственных средств (ЛС). Поэтому стандартизация и 

последующий контроль качества ЛС группы антибиотиков приобретают особую актуальность. 

Цель исследования – разработка турбидиметрического метода количественного определения неомицина сульфата в лекар-

ственных препаратах, применяемых на территории Российской Федерации.

Материал и методы. Растворы с концентрацией неомицина сульфата в диапазоне от 1,5 до 3,66 МЕ/мл оценивали, исполь-

зуя экспериментальную питательную среду, инокулированную Staphylococcus aureus ATCC 6538Р в количестве 2% после 4,5 ч 

инкубации.

Результаты. Проведена валидация турбидиметрической методика определения биологической активности аминоглико-

зидного антибиотика неомицина сульфат по показателям: линейность, прецизионность, правильность, устойчивость, специфич-

ность.

Заключение. Результаты валидационных испытаний методики количественного определения неомицина сульфата доказы-

вают возможность применения метода турбидиметрии при определении биологической активности аминогликозидных анти-

биотиков в научно-исследовательских, контрольно-аналитических лабораториях и на предприятиях. Разработанная методика 

позволяет значительно сократить время проведения анализа.

Ключевые слова: аминогликозидный антибиотик, количественное определение, турбидиметрический метод, стандартиза-

ция, оценка качества.
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Введение

Антибиотики – одна из наиболее широ-
ко востребованных групп лекарственных 

средств (ЛС). В большинстве развитых стран они 
занимают ведущее место по объему потребления. 
Сегмент рынка ЛС антибиотиков в разных стра-
нах составляет 6–21% от всего фармацевтического 
рынка. В настоящее время производство антибио-
тиков – мощная, хорошо развитая отрасль фарма-
цевтической промышленности. По данным Госу-
дарственного реестра лекарственных средств, на 
начало 2018 г. в Российской Федерации (РФ) заре-
гистрировано более 1000 лекарственных препара-
тов (ЛП), относящихся к группе антибиотиков [1, 2].

Современное промышленное получение ан-
тибиотиков – сложный многоступенчатый био-
технологический процесс, состоящий из таких 
последовательных этапов, как получение высоко-
продуктивных штаммов-продуцентов, разработ-
ка наиболее благоприятных условий культивиро-
вания продуцента антибиотика с максимальным 
биосинтезом этого вещества, выделение и очист-
ка антибиотика, создание готовых ЛП, а также 
подбор и внедрение в практику современных ме-
тодов контроля их качества [2]. 

К антибактериальным ЛП, используемым в ме-
дицинской практике, в соответствии с Государ-
ственной фармакопеей РФ предъявляются очень 
строгие требования. ЛП на основе антибиотиков 
подвергаются тщательному биологическому и фар-
макологическому контролю [3]. Согласно данным 
отечественных и зарубежных изданий, получение 
ненадежных значений такого показателя качества 
антибиотиков, как количественное содержание 
активного компонента в препарате, определяю-

щего его терапевтическую эффективность, может 
привести к хронизации заболеваний, росту инва-
лидизации и смертности, к формированию вы-
сокорезистентных штаммов микроорганизмов, а 
также к серьезным финансовым потерям фарма-
цевтической промышленности. Методы, использу-
емые для количественного анализа, их специфич-
ность, чувствительность, воспроизводимость и т.д. 
постоянно совершенствуются и модифицируются, 
так как от их правильного выбора зависит в даль-
нейшем и качество ЛС [1, 4].

Аминогликозидные антибиотики относятся к 
числу наиболее эффективных и часто назначае-
мых ЛП для лечения инфекционных болезней из-
за широкого спектра их действия. В этой группе 
антибиотиков наиболее востребован неомицин, 
вследствие сохранения чувствительности к нему 
большинства грамположительных и грамотрица-
тельных микроорганизмов. На сегодняшний день 
в РФ зарегистрировано более 40 ЛП отечествен-
ного и зарубежного производства на основе не-
омицина сульфата в различных лекарственных 
формах (крем, мазь, порошок, капли глазные и 
ушные, капсулы, таблетки и суппозитории ваги-
нальные, спрей и аэрозоль для наружного приме-
нения). Неомицин высокоэффективен при мест-
ном лечении раневой инфекции, вызываемой 
стафилококками, кишечной палочкой, а также ас-
социациями этих микроорганизмов. Его комбина-
ции с другими препаратами успешно применяют 
в отоларингологии, офтальмологии, гинекологи-
ческой практике, при лечении бронхо-легочных 
заболеваний и инфекций желудочно-кишечного 
тракта. Его существенным преимуществом явля-
ется активность в отношении особо опасных ин-
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SUMMARY

Introduction. Antibiotics are the most widely used group of drugs. Therefore, the standardization and subsequent quality control of 

drugs in the antibiotic group are of particular relevance.

Objective: to develop a turbidimetric method to quantify neomycin sulfate in the medicines used in the Russian Federation.

Material and methods. Solutions of neomycin sulfate concentration in the range of 1.5 to 3.66 IU/ml were assessed using the 

experimental nutrient medium inoculated with Staphylococcus aureus ATCC 6538P in an amount of 2% after 4.5-hour incubation.

Results. The turbidimetric procedure for determining the biological activity of the aminoglycoside antibiotic neomycin sulfate was 

validated according to the following parameters: linearity, precision, accuracy, stability, and specificity.

Conclusion. The results of validation tests of the procedure for the quantification of neomycin sulfate provide evidence that the 

turbidimetric method can determine the biological activity of aminoglycoside antibiotics in research and analytical laboratories and at 

enterprises. The developed procedure can significantly reduce the time of analysis.

Key words: aminoglycoside antibiotic, quantitative determination, turbidimetric method, standardization, quality assessment.
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фекций, таких как сибирская язва, холера и др. [5]. 
Анализ отечественных и зарубежных моно-

графий, регламентирующих качество ЛС анти-
биотиков, показал, что в настоящее время для 
оценки содержания действующего вещества в ЛС 
на основе антибиотиков группы аминогликози-
дов предпочтение отдается микробиологическо-
му анализу. Широкое использование микробио-
логических методов обусловлено в том числе и 
особенностями химического строения аминогли-
козидных антибиотиков, которые не обладают 
флюоресценцией и не поглощают в ультрафиоле-
товой области, что в свою очередь затрудняет раз-
витие физико-химических методов анализа.

Микробиологический метод определения ак-
тивности антибиотиков на производстве исполь-
зуют: при проверке качества посевного материа-
ла продуцента антибиотика (т.е. устанавливают 
его способность образовывать антибиотик в до-
статочном количестве); при расчете уровня нако-
пления антибиотика в культуральной жидкости 
и количества антибиотика в нативном растворе 
на различных стадиях выделения и очистки; при 
определении биологической активности анти-
биотика в готовой лекарственной форме [3]. 

На сегодняшний день ведущими мировыми 
фармакопеями для определения антимикробной 
активности антибиотиков группы аминогликози-
дов рекомендуются такие методы биологического 
тестирования, как метод диффузии в агар и тур-
бидиметрический метод. В отечественной фарма-
копейной практике применяется только метод 
диффузии в агар [1, 6]. Он основан на способности 
молекул антибиотиков диффундировать в агаро-
вых средах и образовывать зоны угнетения, в ко-
торых не развиваются тест-микроорганизмы, чув-
ствительные к испытуемому антибиотику. Метод 
диффузии в агар прост, не нуждается в сложном 
оборудовании, обеспечивает удовлетворитель-
ную чувствительность и селективность, однако 
он имеет и ряд недостатков: длительность прове-
дения анализа; зависимость аналитического сиг-
нала от свойств антибиотика (его растворимости, 
молекулярной массы и т.п.), не связанных с его 
активностью; чувствительность тест-культур к ка-
честву используемого агара; сложность автомати-
зации и др. [7, 8]. Метод турбидиметрии, наряду с 
другими положительными сторонами, отличает-
ся оперативностью и экономичностью.

Цель работы – разработка турбидиметриче-
ской методики количественного определения не-
омицина сульфата в ЛП, применяемых на терри-
тории Российской Федерации. 

Материал и методы
Исследования были выполнены на препара-

те «Анауран, капли ушные» (Италия). Использо-
вали стандартный образец (СО) неомицина суль-
фат – NS EPCRS (активность – 19200 IU/vial, batch 
5, действительный на момент исследования). Для 
приготовления основных растворов стандартно-
го и испытуемого образцов применяли воду очи-
щенную, полученную на установке «Millipore», 
рабочие растворы готовили с буфером № 4 
(ОФС.1.2.4.0010.15 «Определение антимикробной 
активности антибиотиков методом диффузии в 
агар») [6]. Для разработки методики использова-
ли химические реактивы отечественного и им-
портного производства c квалификацией не ниже 
«х.ч.».

В работе применяли следующие штаммы ми-
кроорганизмов: Staphylococcus aureus ATCC 6538Р, 
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (для турбиди-
метрического анализа); Bacillus cereus, var. Mycoides 
537 (для метода диффузии в агар), полученные 
из Государственной коллекции патогенных ми-
кроорганизмов НЦЭСМП. При проведении тур-
бидиметрического анализа применяли среду 
для антибиотиков № 3, производства HiMedia 
Laboratories Pvt. Limited (Индия), а также экспери-
ментальную питательную среду (ЭПС), содержа-
щую компоненты отечественного производства: 
панкреатический гидролизат казеина (ПГК) (ТУ 
9229-240-78095326-2016); гидролизат мяса фермен-
тативный (ГМФ) (ФСП 42-0487-4245-03); экстракт 
кормовых дрожжей (ТУ 9385-090-14237183-08) и 
D-глюкоза (ГОСТ 6038-79) [9]. pH используемых 
сред составлял 7,2±0,2. Биологическую актив-
ность методом диффузии в агар определяли по 
ОФС.1.2.4.0010.15 «Определение антимикробной 
активности антибиотиков методом диффузии в 
агар» [6]. 

Для определения антимикробной активно-
сти турбидиметрическим методом штаммы тест-
микроорганизмов инкубировали в ЭПС при тем-
пературе 37±1°С в течение 24 ч. В день испытания 
бульонную культуру разбавляли для достижения 
мутности суспензии 25±2% (коэффициент про-
пускания) с помощью спектрофотометра Agilent 
8453 (США) при длине волны 580 нм. Получен-
ная суспензия служила посевным материалом. 
Для турбидиметрического анализа была выбра-
на трехдозная модель параллельных линий (3×3 
дизайн; 3 дозы стандарта и 3 дозы образца). Пер-
воначально соответствующий объем ЭПС ино-
кулировали в количестве 2,0%. Затем 9 мл ино-
кулированной среды и 1 мл испытуемого или 
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стандартного раствора (при концентрации 1,5; 
2,34 и 3,66 МЕ/мл) вносили в пробирку объемом 20 
мл. После этого анализируемые смеси инкубиро-
вали при температуре 37±1°С в течение 4,5 ч. Од-
новременно инкубировали отрицательный кон-
троль (9 мл стерильной ЭПС и 1 мл буфера № 4) 
и положительный контроль (9 мл инокулирован-
ной ЭПС и 1 мл буфера № 4). По завершении про-
цесса инкубации размножение микроорганизмов 
останавливали, добавляя 0,5 мл 12% раствора фор-
мальдегида в каждую пробирку, в том числе для 
положительного и отрицательного контроля. Оп-
тическую плотность бактериальной популяции в 
пробирках с испытуемым и стандартным образ-
цами, а также в контрольных пробирках опреде-
ляли при длине волны 530 нм. 

Расчет биологической активности антибиоти-
ков, математическую и статистическую обработ-
ку результатов осуществляли в соответствии с су-
ществующими рекомендациями [6] с помощью 
программных обеспечений Microsoft Office Excel 
и CombiStats, version 5.0. После установления оп-
тимальных условий проведения турбидиметри-
ческого анализа проводили валидацию методики 
путем определения таких параметров, как линей-
ность, правильность, прецизионность, устойчи-
вость и специфичность [6, 10]. 

Результаты и обсуждение
Определение антимикробной активности ан-

тибиотиков основано на их способности угнетать 
рост микроорганизмов. Принцип турбидиметри-
ческого метода заключается в логарифмической 
зависимости степени угнетения роста бактери-
альной популяции в жидкой питательной среде 
от концентрации антибиотика. О задержке ро-
ста микроорганизмов судят по величине мутно-
сти среды, которая может быть фотометрически 
измерена после инкубации. Поэтому для турбиди-
метрического биотестирования особенно важен 
выбор тест-микроорганизма, восприимчивого к 
используемому антибиотику, обеспечивая также 
достаточно интенсивный и равномерный рост в 
жидкой питательной среде. Из изученных тест-
микроорганизмов выбрали штамм Staphylococcus 
aureus ATCC 6538Р, который характеризовался 
чувствительностью к неомицину, сравнительно 
невысокими ростовыми потребностями, а также 
в ходе проведенных многофакторных исследова-
ний давал более быстрый рост в отличие от штам-
ма Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. Последнее 
может быть связано с более длительной лаг-фазой 
St. epidermidis ATCC 12228, так как он метаболиче-

ски менее активен и, по всей видимости, имеет 
небольшой арсенал адаптационных механизмов 
к изменяющимся условиям среды по сравнению 
с St. aureus ATCC 6538Р [11]. 

Кроме того, время, затраченное на проведе-
ние турбидиметрического анализа, напрямую 
связано с временем, необходимым для визуа-
лизации микробного роста. При таком подходе 
оптимизация времени инкубации может быть 
достигнута благодаря использованию богатой пи-
тательной среды, которая обеспечивает быстрый 
микробный рост. Учитывая это условие, на сле-
дующем этапе исследований тщательно выбира-
ли питательную среду. В качестве сред сравнения 
использовали ЭПС [9], содержащую компоненты 
отечественного производства, и среду для анти-
биотиков № 3 производства HiMedia Laboratories 
Pvt. Limited. Пропись данной среды полностью со-
ответствует таковой среды № 3, рекомендован-
ной для турбидиметрического анализа USP и Ind. 
Ph. [12, 13]. 

Как показали проведенные эксперименты, 
обе исследуемые среды сопоставимы по резуль-
татам тестирования с St. aureus ATCC 6538Р. Пита-
тельные среды обеспечивали стабильность основ-
ных биологических свойств тест-микроорганизма 
(рост в виде равномерного помутнения бульона 
без образования пленки и осадка на дне при посе-
ве из разведения 10-7) [9]. Так как ЭПС содержит 
в своем составе только отечественные компонен-
ты и более доступна, для дальнейших испытаний 
была выбрана именно ЭПС.

Взаимодействие между тест-микроорганиз-
мом и антибиотиком при определении антими-
кробной активности антибактериальных препа-
ратов выражается в логарифмической зависи-
мости степени угнетения роста бактериальной 
популяции от концентрации антибиотика, кото-
рая должна быть линейной. Линейный отклик 
обычно происходит в ограниченном диапазоне 
концентраций антибиотика и определенной фазе 
роста тест-микроорганизма (фаза логарифмиче-
ского роста). Именно в логарифмической фазе 
роста микроорганизмы проявляют наибольшую 
чувствительность к внешним факторам окружаю-
щей среды, в том числе и к действию антибиоти-
ков, следовательно, в этот период развития бакте-
риальной популяции можно получить наилучшие 
результаты (с точки зрения чувствительности и 
линейности) при определении биологической ак-
тивности антибиотиков. Это было подтверждено 
в ходе наших исследований, оптимальный пери-
од инкубации тест-штамма составил 4 ч 30 мин.
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Таким образом, в ходе проведения предвари-
тельных испытаний и стандартизации параме-
тров для количественного определения неомици-
на сульфата турбидиметрическим методом были 
выбраны оптимальные условия проведения ана-
лиза (табл.1).

Выбранная нами трехдозная модель параллель-
ных линий предполагает, что взаимосвязь между 
логарифмом доз и оптической плотностью бакте-
риальной популяции должна быть представлена 
в виде прямой линии во всем диапазоне исследо-
ванных концентраций; прямая линия испытуемо-
го образца должна быть параллельна соответству-
ющей прямой линии стандартного образца [6, 14]. 
Результаты анализов свидетельствуют, что при уве-
личении концентрации антибиотика (в пределах 
выбранного диапазона концентраций) ингибиру-
ющее действие его на микробную популяцию воз-
растает, и, следовательно, уменьшается оптическая 
плотность бактериальной популяции, что приво-
дит к линейному отклику в зависимости от лога-
рифма исследуемых концентраций (см. рисунок).

Проведенный дисперсионный анализ под-
твердил правильность полученных данных: 
значительную регрессию (р<0,01), характери-
зующую статистическую значимость дозозависи-
мости, параллельность 2 линий регрессии («Па-
раллельность»), линейность дозозависимости 
(«Линейность», «Квадратичность» и «Разность ква-
дратичностей») в соответствии с требованиями 
ОФС.1.1.0014.15 «Статистическая обработка ре-
зультатов определения специфической фармако-
логической активности лекарственных средств 
биологическими методами» [6] (см. табл. 2). 

Для подтверждения того, что разработанная 
методика обеспечивает получение достоверных 
результатов, была проведена оценка ее основных 
валидационных характеристик – линейности, 
прецизионности, правильности, устойчивости и 
специфичности.

Линейность была продемонстрирована в диа-
пазоне концентраций неомицина сульфата от 1,5 
до 3,66 МЕ/мл. Зависимость оптической плотности 
бактериальной популяции от количества опреде-
ляемого неомицина сульфата в пробе отражается в 
уравнениях линейной регрессии, полученных при 
регрессионном анализе данных методом наимень-
ших квадратов (см. рисунок). Для характеристики 
прогностической силы анализируемой регресси-
онной модели используют коэффициент детерми-
нации R2, называемый также квадратом коэффи-
циента множественной корреляции. Полученные 
значения R2 для стандартного образца и испытуемо-
го образца составили 0,9993 и 0,9996 соответствен-
но, и свидетельствовали о тесной линейной связи 
между зависимой и объясняющей переменными. 

Прецизионность методики была оценена на 
2 уровнях: повторяемость и промежуточная пре-
цизионность. Сходимость измерялась как относи-

Таблица 1

Оптимальныe условия количественного 
определения неомицина 

турбидиметрическим методом

Table 1

Optimal conditions for quantifying neomycin 
by turbidimetric method

Параметр
Проанализиро-
ванные условия

Выбранные 
условия

Тест-
микроорганизм

St. aureus 
ATCC 6538Р;
St. epidermidis 
ATCC 12228

St. aureus 
ATCC 6538Р

Питательная среда
Среда для антибиоти-
ков №3 HiMedia; ЭПС

ЭПС

Диапазон 
концентраций 
антибиотика, МЕ/мл

0,5; 1; 2
1,5; 2,34; 3,66

1; 2; 4

1,5; 2,34; 
3,66

Время инкубации, ч 3,5; 4,5; 5,5 4,5

Рис. 1. Зависимость оптической плотности бактери-

альной популяции от концентрации неомицина. 

Примечание: *уравнения линейной регрессии 

и значения коэффициентов детерминации: 

y=-1,3075x+1,061; R2=0,9993 для стандартного 

образца; y=-1,2339x+0,9857; R2=0,9996 

для испытуемого образца

Fig. 1. Relationship of the optical density of the 

bacterial population to the concentration of neomycin. 

Note: *linear regression equations and coefficients 

of determination: y=-1.3075x + 1.061; R2=0.9993

 for the standard sample; y=-1.2339x+0.9857; 

R2=0.9996 for the test sample

О
п

ти
че

ск
ая

 п
ло

тн
ос

ть
, A

U 0,900 
0,800 
0,700 
0,600 
0,500 
0,400 
0,300 
0,200 
0,100 
0,000

0,000 0,200 0,400 0,600
Log концентрация, МЕ/мл

Стандартный образец
Испытуемый образец



Фармакология:  эксперимент и клиника

 2019, т. 68, №5 49ФармацияФармация

тельное стандартное отклонение (RSD) 6 анализи-
руемых образцов в тот же день, в тех же условиях 
и составляла 1,35%. Промежуточная прецизион-
ность была оценена с помощью анализа в течение 
3 дней и составила 1,91%.

Правильность оценива-
ли по результатам анализа 
модельных растворов с из-
вестными концентрация-
ми антибиотика, приготов-
ленными методом добавок. 
Средний процент восстанов-
ления составил 100,58% при 
RSD 1,79%, что подтверждает 
способность методики точно 
определять биологическую 
активность неомицина суль-
фата в пределах 80–120%. 

Устойчивость методики 
определяли путем анализа 
образца в различных услови-
ях (табл. 3). Установлено, что 
небольшие изменения таких 
параметров, как время инку-
бации и длина волны, не вли-
яли на устойчивость методи-
ки. Вместе с тем уменьшение 
концентрации инокулята до 
1% приводило к увеличению 
периода инкубации, тогда 
как увеличение концентра-
ции инокулята до 3% снижа-
ло чувствительность анали-
за. Полученные результаты 
свидетельствуют о важности 
данного параметра и необхо-
димости его контроля.

Специфичность методи-
ки была подтверждена ста-
тистической обработкой 
полученных результатов с 
помощью валидируемой тур-
бидиметрической методики 
и фармакопейного метода 
диффузии в агар (табл. 4). На 
основании данных анализа 
можно сделать вывод о том, 
что с вероятностью 95% не су-
ществует статистически зна-
чимых различий между ре-
зультатами, полученными с 
использованием обеих мето-
дик (tрасч.=0,7< tкрит.=2,78).

Заключение
Таким образом, в ходе проведенных исследо-

ваний разработана методика определения нео-
мицина сульфата турбидиметрическим методом, 
позволяющая получать важную информацию об 

Таблица 2

Результаты дисперсионного анализа определения биологической 
активности неомицина турбидиметрическим методом

Table 2

Results of variance analysis of determination of the biological activity 
of neomycin by turbidimetric method

Источник 
дисперсии 
(показатель)

Число 
степеней 
свободы

Сумма 
квадратов

Средний 
квадрат

Fнабл. Fкритич.

Регрессия 1 1,45386 1,45386 436,203 >8,1 p=99%

Параллельность 1 0,00121837 0,001218 0,366 <4,35 p=95%

Линейность 2 0,00080903 0,000405 0,121 <4,35 p=95%

Стандарт 1 0,00058403 0,000584 0,175 – –

Испытуемый 1 0,000225 0,000225 0,068 – –

Квадратичность 1 0,00004201 0,00004201 0,013 <4,35 p=95%

Разность 
квадратичностей

1 0,00076701 0,000767 0,23 <4,35 p=95%

Таблица 3

Результаты проверки устойчивости количественного определения 
неомицина турбидиметрическим методом

Table 3

Results of testing the stability of neomycin quantification 
by turbidimetric method

Параметр
Модифицированные 

условия
Нормальные 

условия
Устойчивость 

методики

Время инкубации, 
мин

265
275

270 Устойчива 

Длина волны, нм
525
535

530 Устойчива 

Концентрация 
инокулята, %

1
3

2 Неустойчива

Таблица 4

Сравнительная оценка биологических методов 
количественного определения неомицина

Table 4

Comparative assessment of biological assays of neomycin

Метод анализа
Чувствительность, 

МЕ/мл

Время 
выполнения 

анализа 
(инкубации), ч

Среднее 
содержание 
неомицина, 

%

RSD, 
%

Турбидиметрическая 
методика

1,5 4,5 105,2 1,9

Диффузия в агар 2 18-20 106,1 0,9
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антимикробной активности ЛП. Подобраны тест-
микроорганизм, питательная среда, время инку-
бации и диапазон концентраций антибиотика, 
оптимальные для проведения анализа. Статисти-
ческий анализ показал, что метод диффузии в 
агар и турбидиметрический анализ могут считать-
ся взаимозаменяемыми. Вместе с тем турбидиме-
трический метод количественного определения 
неомицина сульфата обладает преимуществами в 
отношении чувствительности, времени, затрачен-
ного на проведение анализа, и экономичности, 
ввиду уменьшения затрат на термостатирование. 
Результаты валидации методики подтверждают ее 
адекватность, что позволяет рекомендовать дан-
ную методику для использования в контрольно-
аналитических лабораториях и на предприятиях, 
выпускающих ЛП на основе неомицина сульфата.
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