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1 ВВЕДЕНИЕ
Использование антибиотиков в животноводстве, значительно влияющих на формирование микробной резистентности, стало важной проблемой в ветеринарии. Широкое применение антимикробных препаратов в животноводстве и ветеринарии стало причиной существенного влияния растущей устойчивости бактерий к антибиотикам на эффективность лечения инфекционных заболеваний у человека и медицину в целом. Это в итоге привело к необходимости разработки в 2015 году Всемирной организацией здравоохранения (ВОЗ) Глобальной стратегии решения данной проблемы на мировом политическом уровне. ВОЗ и Всемирная организация здравоохранения животных (ВОЗЖ) или Международное эпизоотическое бюро (МЭБ) создали список чрезвычайно важных антибиотиков, используемых, соответственно, в медицине и ветеринарии. Рациональный подход к использованию антибиотиков у животных крайне необходим для сохранения активности и эффективности этих препаратов в ветеринарной практике. Сохранение здоровья животных очень важно для производства безопасных продуктов питания людей, чтобы соответствовать потребностям населения в большем количестве доступных белков животного происхождения в рационе [1,2,3,4,5].   
Любые способы применения антибиотиков у людей, животных или на растениях могут приводить к формированию и распространению устойчивости микроорганизмов к антибиотикам. Антибиотики применяются в животноводстве, мясомолочной и пищевой промышленности не только для лечения болезней животных, а также в целях профилактики и для стимулирования роста. Во многих странах антибиотики применяются у животных даже в больших масштабах, чем у людей. На сегодня известно, что огромное количество кормовых антибиотиков, на которые наложен запрет в Европе, поступает на рынок СНГ, потому что там разрешено их использование. По данным американского агентства Associated Press, в 2008 году в США было использовано около 15 млн килограммов антибиотиков. Из них 70% - в животноводстве. Всего в мире на животноводство приходится 50% всех произведенных антибиотиков. В Китае антибиотики используются наиболее активно, что позволяет реализовать политику партии по обеспечению внутреннего рынка собственным мясом и молоком. В Австралии стимуляторы роста применяются достаточно широко, в Бразилии разрешено большинство кормовых антибиотиков - тетрациклин, пенициллин, хлорамфеникол. В Канаде кормовые антибиотики используют 90 процентов свиноводческих хозяйств. 
Чрезмерное применение антибиотиков у сельскохозяйственных животных имеет серьезные последствия для общественного здравоохранения, так как способствует появлению устойчивых к антибиотикам бактерий и генов резистентности, которые могут быть переданы людям. Обычно это происходит при употреблении пищевых продуктов и воды, но может иметь место и при непосредственном контакте с животными или через объекты окружающей среды. Торговля как самими животными, используемыми для получения пищевых продуктов, так и пищевыми продуктами животного происхождения осуществляется в глобальных масштабах, это может привести к появлению устойчивости к антибиотикам в странах, которые находятся далеко от тех стран, где возникла данная проблема [6,7].
Распространение антимикробной резистентности является одной из самых острых проблем современности, несущей биологические и экономические угрозы для всех стран. Антимикробная резистентность снижает эффективность мероприятий по профилактике и лечению инфекционных заболеваний животных и птицы, что способствует гибели животных. Проблема антимикробной резистентности приобрела особую актуальность за последние 20 лет в странах с развитым ведением интенсивного сельского хозяйства. Основными причинами появления и распространения резистентности к антимикробным препаратам являются: нерациональное и (или) бесконтрольное применение противомикробных препаратов, химических и биологических средств, используемых в сельском хозяйстве в качестве дезинфектантов, консервантов, антисептиков, в том числе животноводстве. Недостаточная доступность средств диагностики устойчивости микроорганизмов к лекарственным препаратам в практической ветеринарии и нарушение качественного и количественного состава нормальной микрофлоры у животных способствует возникновению антибиотикорезистентных популяций бактерий. Длительный период бесконтрольного применения противомикробных препаратов в ветеринарии и сельском хозяйстве привел к распространению форм микроорганизмов, в том числе возбудителей инфекционных заболеваний с генетическими особенностями, определяющими устойчивость к противомикробным препаратам, включая антибиотики, также дезинфекционные средства, включая стерилизующие, дезинфицирующие, антисептические, инсектицидные и акарицидные средства. Возникает необходимость четкой регламентации применения антибиотиков в животноводстве и ветеринарии. Разработка новых противомикробных препаратов по-прежнему является одной из важных задач в борьбе с инфекционными болезнями, но не может считаться главным направлением в преодолении устойчивости к ним микроорганизмов. Средства специфической профилактики и лечения инфекционных заболеваний животных играют особую роль в борьбе с устойчивостью микроорганизмов к химиопрепаратам. Вакцинопрофилактика инфекционных болезней обеспечивает формирование специфического иммунитета у животных, что приводит к снижению потребности в применении противомикробных препаратов.  
Недостаточное внимание к решению проблемы антибиотикорезистентности может привести к значительному снижению эффективности затрат на проведение ветеринарных мероприятий. Инфекции, вызванные устойчивыми к противомикробным препаратам возбудителями, не поддаются лечению. Устойчивость микроорганизмов к противомикробным препаратам приводит к гибели и потере здоровья животных и людей.
Для борьбы с антибиотикорезистентностью необходимо совершенствовать меры по предупреждению, ограничению распространения и циркуляции возбудителей инфекционных болезней сельскохозяйственных животных с антимикробной резистентностью. Необходимо проводить мониторинг распространения микробной резистентности и изучать механизмы возникновения резистентности к противомикробным препаратам. 
В настоящее время оценка безопасности использования антибиотиков включена в анализ рисков возникновения антибиотикорезистентности. Этот процесс включает в себя оценку риска, учитываемого при воздействии самого препарата, управление рисками при помощи соблюдения инструкций по использованию препарата и информирование о рисках для обеспечения рационального использования препарата. Обеспечение контроля использования антибиотиков снижает использование незарегистрированных, слабоэффективных препаратов. Контроль за использованием антибиотиков способствует обеспечению безопасности продуктов питания, сохраняет при этом эффективность антибиотиков при применении их в ветеринарии и животноводстве.
Основное применение антибиотики получили в ветеринарной практике и сельском хозяйстве, особенно, животноводстве. В промышленном производстве большое количество животных содержат на относительно малых площадях, что предопределяет распространение различных инфекций на территории хозяйства, фермы. Выращивание и содержание животных и птицы предусматривает медикаментозную обработку. Широкомасштабная профилактика антибиотиками также необходима и при транспортировке животных для снятия стресса. В течение ряда лет противомикробные средства используются также как стимуляторы роста, особенно, в свиноводстве и птицеводстве. С целью повышения эффективности откорма практикуют введение в корма антибиотиков в относительно малых дозах на протяжении длительного периода времени. Применяемые в кормлении животных антибиотики оказывают стимулирующее действие на их рост, продуктивность и воспроизводство, что приводит в среднем к 4-5% увеличению прироста живой массы животных по сравнению с контрольными группами, затраты корма на единицу прироста снижаются на 5-8%, активизируется резистентность организма, сокращается период откорма животных. Антибиотики повышают биологическую полноценность белков и способны снижать потребность в белках животного происхождения. В значительной степени на этом основано использование заменителей цельного молока при выращивании молодняка животных. Препараты антибиотиков, введённые в рацион птицы, оказывают стимулирующее действие на её рост, яйценоскость, инкубационные качества яиц, эффективное использование корма, снижение расхода протеина.
Кормовая добавка – общее обозначение веществ различного происхождения для улучшения жизнеспособности и продуктивности скота и птицы. В составе большинства кормовых добавок используют антибиотики. У жвачных животных их эффект основан на избирательном подавлении определённых вредных видов бактерий, которые в процессе своей жизнедеятельности расходуют энергию кормов, получаемых животными. Использование антибиотиков выгодно производителям молока, которые могут сократить стоимость кормления ремонтного молодняка за счёт его ускоренного роста и снижения кормовых затрат. Однако в этом случае у молочных животных возникает излишний вес, что может перерасти в серьёзную экономическую проблему при длительном (более 23 мес.) скармливании антибиотиков. Часто встречается образование и накопление устойчивых форм сальмонелл и кишечной палочки в составе кишечной микрофлоры при подкормке животных антибиотиками.
В связи с многолетним массовым и нерегулируемым применением антибиотиков для стимуляции роста животных и в качестве терапевтических препаратов возникла необходимость повышения осведомлённости в секторе сельского хозяйства о рисках, связанных с устойчивостью к противомикробным препаратам, вовлеченности производителей на всех стадиях производства животноводческой продукции, регулирующих органов для наблюдения и контроля за этим процессом, разработки национальных планов и стратегий по сдерживанию роста устойчивости к противомикробным препаратам во всем мире.

2 Классификация антибиотиков 
Огромное разнообразие антибиотиков и видов их воздействия на организм животных явилось причиной классифицирования и разделения противомикробных препаратов на группы. 
По характеру воздействия на бактериальную клетку антибиотики можно разделить на две группы:
- бактериостатические - угнетающие жизнедеятельность, рост и размножение бактерий (бактерии остаются живы, но не в состоянии размножаться),
- бактерицидные - полностью уничтожающие возбудителя, в следствие необратимого связывания с клеточной мишенью (бактерии погибают, а затем выводятся из организма).
Классификация по химической структуре, которую широко используют в медицинской среде, состоит из следующих групп:
Бета-лактамные антибиотики (β-лактамные антибиотики, β-лактамы) - группа антибиотиков, которые объединяет наличие в структуре β-лактамного кольца. К бета-лактамам относятся подгруппы пенициллинов, цефалоспоринов, карбапенемов и монобактамов. Сходство химической структуры предопределяет одинаковый механизм действия всех β-лактамов (нарушение синтеза клеточной стенки бактерий). Они влияют на завершающий этап синтеза биополимеров, образующих клеточную стенку. В следствие блокировки синтеза пептидогликанов, за счёт действия на пенициллиносвязывающие ферменты, они вызывают гибель паталогической микробной клетки. Механизмы бактериальной устойчивости к этим препаратам преодолены созданием защищенных средств, усиленных клавулановой кислотой, сульбактамом и т.д. Эти вещества подавляют действие бактериальных ферментов и защищают лекарственное средство от разрушения.
Пенициллины-антимикробные препараты, относящиеся к классу β-лактамных антибиотиков. Родоначальником пенициллинов является бензилпенициллин (пенициллин G, или просто пенициллин), применяющийся в клинической практике с начала 1940-х годов.
Цефалоспорины - класс β-лактамных антибиотиков, в основе химической структуры которых лежит 7-аминоцефалоспорановая кислота (7-АЦК). Основными особенностями цефалоспоринов по сравнению с пенициллинами являются их большая резистентность по отношению к β-лактамазам-ферментам, вырабатываемым микроорганизмами. Будучи резистентными в отношении плазмидных лактамаз, они разрушаются хромосомными лактамазами, которые вырабатываются грамотрицательными бактериями. Для повышения устойчивости цефалоспоринов, расширения спектра антимикробного действия, улучшения фармакокинетических параметров были синтезированы их многочисленные полусинтетические производные. Единственный защищенный сульбактамом цефалоспорин - цефоперазона/сульбактам. Имеет расширенный спектр воздействия на флору, за счёт высокой устойчивости к влиянию бета-лактамаз.
Карбапенемы – класс β-лактамных антибиотиков с широким спектром действий, имеющих структуру, которая обусловливает их высокую устойчивость к бета-лактамазам (Дорипенем (Дорипрекс), Имипенем (Тиенам), Меропенем (Меронем), Эртапенем (Инванз). Не устойчивы против нового вида бета-лактамаз NDM1. Являются препаратами резерва и применяются для лечения тяжёлых нозокомиальных инфекций. При жизнеугрожающих инфекционных процессах, являются первоочередными средствами.
Монобактамы - препарат имеет ограниченный спектр применения и назначается для устранения воспалительно-инфекционных процессов, ассоциированных с грамотрицательными бактериями (Азтреонам). Эффективен в терапии инфекционных процессов мочевыводящих путей, воспалительных заболеваний органов малого таза, кожи, септических состояниях.
Амииногликозиды - группа антибиотиков, общим в химическом строении которых является наличие в молекуле аминосахара, соединённого гликозидной связью с аминоциклическим кольцом (канамицин, неомицин, стрептомицин, гентамицин, тобрамицин). По химическому строению к аминогликозидам близок также спектиномицин, аминоциклитоловый антибиотик. Основное клиническое значение аминогликозидов заключается в их активности в отношении аэробных грамотрицательных бактерий, нарушают процессы синтеза белков на рибосомах бактерий.
Макролиды - группа лекарственных средств, большей частью антибиотиков, основой химической структуры которых является макроциклическое 14-16-членное лактонное кольцо, к которому присоединены один или несколько углеводных остатков. Действие макролидов обусловлено нарушением синтеза белка на рибосомах микроорганизмов. Макролиды относятся к классу поликетидов, соединениям естественного происхождения. Макролиды относятся к числу наименее токсичных антибиотиков (кларитромицин, эритромицин, азитромицин). 
Также к макролидам относят: 
азалиды, представляющие собой 15-членную макроциклическую структуру, получаемую путём включения атома азота в 14-членное лактонное кольцо между 9 и 10 атомами углерода;
кетолиды-14-членные макролиды, у которых к лактонному кольцу при 3 атоме углерода присоединена кетогруппа.
Тетрациклины - группа антибиотиков, относящихся к классу поликетидов, близких по химическому строению и биологическим свойствам. Представители данного семейства характеризуются общим спектром и механизмом антимикробного действия, полной перекрёстной устойчивостью, близкими фармакологическими характеристиками. Действующие вещества группы: метациклин, миноциклин, тигециклин, тетрациклин, доксициклин, окситетрациклин
Линкозамиды - группа антибиотиков, в которую входят природный антибиотик линкомицин и его полусинтетический аналог клиндамицин. Обладают бактериостатическими или бактерицидными свойствами в зависимости от концентрации в организме и чувствительности микроорганизмов. Действие обусловлено подавлением в бактериальных клетках синтеза белка путём связывания 30S-субъединицы РНК мембраны рибосом. Линкозамиды устойчивы к действию соляной кислоты желудочного сока. После приёма внутрь быстро всасываются. Используется при инфекциях, вызванных грамположительными кокками (преимущественно в качестве препаратов второго ряда) и неспорообразующей анаэробной флорой. Их обычно сочетают с антибиотиками, влияющими на грамотрицательную флору (например, аминогликозидами).
Хлорамфеникол - антибиотик широкого спектра действия (левомицетин), производные диоксиаминофенилпропана. Бесцветные кристаллы очень горького вкуса. Применяют для лечения сальмонеллезов, колибактериоза и других заболеваний. Токсичен. 
Полипептидные антибиотики – включают полимиксины и гликопептидные антибиотики, относятся к резервным (бацитрацин).
Полимиксины - группа бактерицидных антибиотиков, обладающих узким спектром активности против грамотрицательной флоры. Основное клиническое значение имеет активность полимиксинов в отношении Pseudomonas aeruginosa. По химической природе это полиеновые соединения, включающие остатки полипептидов. В обычных дозах препараты этой группы действуют бактериостатически, в высоких концентрациях оказывают бактерицидное действие. Из препаратов в основном применяются полимиксин B и полимиксин М.
Гликопептидные антибиотики - класс антибиотиков, состоит из гликозилированных циклических или полициклических нерибосомных пептидов (ванкомицин, капреомицин и другие). Этот класс антибиотиков ингибирует синтез клеточных стенок у чувствительных микроорганизмов, ингибируя синтез пептидогликанов.
Хинолоны - группа антибактериальных препаратов, также включающая фторхинолоны. За счет ингибирования ДНК-гидразы имеют бактерицидный эффект, являются концентрационнозависимыми средствами. Первые препараты этой группы, прежде всего налидиксовая кислота, в течение многих лет применялись только при инфекциях мочевыводящих путей. К первому поколению относятся нефторированные хинолоны (налидиксовая, оксолиновая и пипемидиновые кислоты, пефлоксацин, офлоксацин, ципрофлоксацин, ломефлоксацин, норфлоксацин). Второе поколение представлено Грам- средствами (ципрофлоксацин, левофлоксацин и т.д.). Третье – это, так называемые, респираторные средства (лево- и спарфлоксацин). Четвёртое — препараты с антианаэробной активностью (моксифлоксацин).
После получения фторхинолонов стало очевидно, что они могут иметь большое значение и при лечении системных бактериальных инфекций. В последние годы это наиболее динамично развивающаяся группа антибиотиков.
Фторхинолоны - группа лекарственных веществ, обладающих выраженной противомикробной активностью, широко применяющихся в медицине в качестве антибиотиков широкого спектра действия. По широте спектра противомикробного действия, активности и показаниям к применению они действительно близки к антибиотикам, но отличаются от них по химической структуре и происхождению. (Антибиотики являются продуктами природного происхождения либо близкими синтетическими аналогами таковых, в то время как фторхинолоны не имеют природного аналога). Из препаратов группы фторхинолонов ломефлоксацин, офлоксацин, ципрофлоксацин, левофлоксацин, спарфлоксацин и моксифлоксацин входят в Перечень жизненно необходимых и важнейших лекарственных препаратов для человека.
Противогрибковые антибиотики представляют собой достаточно обширный класс разнообразных химических соединений, как природного происхождения, так и полученных путем химического синтеза, которые обладают специфической активностью в отношении патогенных грибов. В зависимости от химической структуры они разделяются на несколько групп, отличающихся по особенностям спектра активности, фармакокинетике и клиническому применению при различных грибковых инфекциях (микозах) – полиены (нистатин, леворин, амфотерицин В), азолы (флуконазол, клотримазол и др.), аллиламины (тербинафин, нафтифин).
Нистатин - противогрибковый препарат полиенового ряда используется в терапии кандидозов. Впервые выделен из Streptomyces noursei в 1950 году.
Амфотерицин B - лекарственное средство, противогрибковый препарат. Полиеновый макроциклический антибиотик с противогрибковой активностью. Продуцируется Streptomyces nodosus. Оказывает фунгицидное или фунгистатическое действие в зависимости от концентрации в биологических жидкостях и чувствительности возбудителя. Связывается со стеролами (эргостеролами), находящимися в клеточной мембране гриба, и встраивается в мембрану, формируя низкоселективный ионный канал с очень высокой проводимостью. В результате происходит выход внутриклеточных компонентов во внеклеточное пространство и лизис гриба. Активен в отношении Candida spp., Cryptococcus spp., Aspergillus spp. и других грибов. Не действует на бактерии, риккетсии, вирусы.
К разным антибиотикам относятся бацитрацин, ристомицин, фузафунжин, фузидиевая кислота, циклосерин и другие.
Антибактериальные препараты
Сульфаниламиды - группа химических веществ, производных пара-аминобензолсульфамида - амидасульфаниловой кислоты (парааминобензо- сульфокислоты) (сульфаниламид, сульфадиазин, сульфадимезин, сульфадиметоксин, сульфален, сульф 480). Угнетают процессы роста и размножения болезнетворных микроорганизмов, за счет структурного сходства с парааминобензойной кислотой, участвующей в жизнедеятельности бактерий. Имеют высокий показатель резистентности к своему действию у многих представителей Грам-, Грам+. Применяются в составе комплексной терапии ревматоидных артритов, сохраняют хорошую противомалярийную активность, эффективны против токсоплазмы.
Аминобензолсульфаниламиды - простейшее соединение класса также называется белым стрептоцидом и применяется в медицине. Несколько более сложный по структуре сульфаниламид пронтозил (красный стрептоцид) был первым препаратом этой группы и вообще первым в мире синтетическим антибактериальным препаратом.
Нитрофураны - к антибактериальным средствам относятся также нитрофураны, производные 5-нитрофурана (фурациллин, фурагин, фурадонин, фуразолидон и фуразолин). К нитрофуранам чувствительны грамположительные и грамотрицательные бактерии, а также хламидии и некоторые простейшие. Обычно нитрофураны действуют на микроорганизмы бактериостатически, однако, в высоких дозах они могут оказывать бактерицидное действие. К нитрофуранам редко развивается устойчивость микрофлоры. Отдельно выделяют противотуберкулёзные препараты - препараты активные по отношению к  (Mycobactеrium tuberculоsis) согласно международной анатомо-терапевтической химической классификации («АТХ», англ. ATC). По активности противотуберкулезные препараты подразделяют на три группы: наиболее эффективные (изониазид, рифампицин), умеренно эффективные (стрептомицин, канамицин, амикацин, этамбутол, пиразинамид, офлоксацин, ципрофлоксацин, этионамид, протионамид, капреомицин, циклосерин) и низкоэффективные (ПАСК, тиоацетазон).
Антибиотики подразделяются по механизму действия на микроорганизмы:
1 Антибиотики, подавляющие синтез клеточной стенки бактерий – гликопептиды, β-лактамы;
2 Антибиотики, нарушающие функции мембран - циклические полипептиды (полимиксин В, колистин);
3 Антибиотики, подавляющие синтез белка бактерий (аминогликозиды, макролиды, линкозамины, хлорамфеникол, тетрациклины);
4 Антибиотики, подавляющие синтез нуклеиновых кислот (хинолоны, рифампицин, метранидазол, нитрофурантоин);
5 Антибиотики-метаболиты – противоопухолевые препараты.

3 Правила взятия проб патологического и биологического материала от животных, их консервирование, упаковка и транспортировка
Отбор проб проводят в соответствии с Правилами отбора проб, перемещаемых (перевозимых) объектов и биологического материала в соответствии с Постановлением Правительства РК от 07.08.2012 № 1030.
Правила взятия проб, их консервирование, упаковка и пересылка
Патологический материал отбирают не позднее 2 часов после гибели, убоя животного или аборта и направляют в лабораторию в герметичной упаковке. При невозможности скорой доставки патматериал хранят в холодильнике при 4-6 °С не более 6 часов или консервируют стерильным водным 50% раствором глицерина. Трупы мелких животных направляют целыми в непроницаемой таре (целлофане, полиэтиленовой пленке, пластиковой ёмкости).
Фекалии, гной, носовую слизь, экссудат, молоко, желчь, кровь направляют в стерильных пробирках, флаконах, хорошо закрытых стерильными резиновыми пробками, в объёме не менее 5,0 см3. Весь материал доставляется в лабораторию в термочемодане с хладагентами.
Очень часто неправильность взятия и несвоевременность доставки материала в лабораторию обусловливают низкую высеваемость из него микроба – возбудителя заболевания.
Патологический материал рекомендуется брать у больного животного до начала специфического лечения, так как под влиянием сульфаниламидов, антибиотиков, иммунной сыворотки и других лечебных средств патогенные микробы изменяют свои свойства и утрачивают способность к росту на питательных средах. Патологический материал должен быть взят после смерти животного как можно раньше, особенно в теплое время года, так как начавшееся разложение трупа может сделать его непригодным для исследования. Если невозможно доставить в лабораторию патологический материал в течение суток, то его отправляют в консервированном виде. Для бактериологического исследования патологический материал (органы или их части) консервируют 30%-ным водным раствором химически чистого глицерина. Воду предварительно стерилизуют кипячением или автоклавированием в течение 30 минут. Материал можно консервировать также в стерильном вазелиновом масле, 10%-ном растворе поваренной соли. Материал заливают жидкостью, превышающей в 4-5 раз его объем. Небольшие трупы павших поросят, ягнят, телят и других мелких животных лучше посылать целыми в непроницаемой таре. Трубчатые кости посылают на исследование целыми, с неповрежденными концами и тщательно очищенными от мышц и сухожилий. Кости завертывают в марлю или полотно, смоченные дезинфицирующей жидкостью. Кости можно также посыпать поваренной солью и завернуть в полотно или марлю. Кишечник перед посылкой освобождают от фекальных масс, а концы перевязывают. На исследование посылают части кишечника с наиболее характерными патологическими изменениями. Фекалии для исследования отправляют в стерильных стаканах, пробирках, банках, которые закрывают пергаментной бумагой, пробками. От трупов животных кал можно послать в отрезке невскрытого кишечника, завязанного с обоих концов. Кал в лабораторию должен быть доставлен не позднее 24 ч после его взятия. 
Для вирусологического исследования участков кожи берут наиболее пораженные кусочки ее размером 10х10 см и посылают в стерильной, герметически закупоренной посуде. Кровь, гной, слизь, экссудат, мочу, желчь и жидкий патологический материал для бактериологического и вирусологического исследований посылают в запаянных пастеровских пипетках, стерильных пробирках или во флаконах, закрытых стерильными резиновыми пробками. При взятии содержимого пиром (бурс) в области поражения выстригают шерсть, кожный покров дезинфицируют 70° спиртом и смазывают настойкой йода. Затем стерильным шприцем с иглой большого диаметра делают пункцию, отсасывают содержимое гигромы и переносят его в стерильную пробирку с резиновой пробкой. Мокроту собирают (вызывают у рогатого скота кашель), обмотав куском полотна нос и рот и сжимая носовые отверстия. После кашля слизь остается на стенке глотки, а в некоторых случаях - между языком и коренными зубами. Оттуда ее достают тампоном или стерильной марлевой салфеткой, которые и направляют в стерильной посуде в лабораторию. Слизь можно брать из трахеи путем введения в нее стерильного тампона на проволоке через трахеотубус. Перед взятием проб молока у коров вымя обмывают теплой водой, соски обрабатывают 70° спиртом. Из каждой доли вымени берут последние порции молока по 10-15 мл в отдельные стерильные пробирки с резиновыми пробками. У овец и коз пробы молока берут путем пункции цистерны вымени. Пробы слизи из половых органов животных берут стерильным марлевым тампоном при помощи специальных инструментов конструкции Павловского, Жабоедова, Казеева, а также применяемых при искусственном осеменении коров шприца-катетера или полистироловой пипетки, соединенной со шприцем. Кровь, гной, выделения из различных полостей, естественных отверстий и др. можно посылать для микроскопического исследования в виде мазков. Кровь у животных берут из вены ушной раковины или края верхушки уха, у птиц — с поверхности гребня или подкрыльцовой вены. Шерсть на месте взятия крови выстригают или выбривают, кожу тщательно протирают ватными тампонами, смоченными сначала спиртом, а затем эфиром. Инструменты (иглы, скальпель) должны быть стерильными. Первую каплю удаляют стерильной ватой, (исключение делают при исследовании крови на гемоспоридиозы), а следующую свободно выступившую каплю крови берут быстрым и легким прикосновением к ней поверхностью предметного стекла. Затем стекло быстро поворачивают вверх каплей и удерживают между пальцами левой руки в горизонтальном положении. К левому краю капли прикасаются под углом 45° шлифованным краем другого предметного (или покровного) стекла. Как только капля равномерно распределится по ребру этого стекла, им быстро проводят по поверхности предметного стекла слева направо, не доводя до края на 0,5-1,0 см. Ширина мазков должна быть уже предметного стекла. Для каждого нового мазка берут, свежую каплю крови. Готовые мазки крови высушивают на воздухе. Не рекомендуется подсушивать их над пламенем или на солнце. Правильно приготовленные мазки крови должны быть тонкими, равномерными и достаточной длины. На высушенных мазках и отпечатках острым предметом надписывают номер или кличку животного и дату приготовления. Мазки из тканей, гноя, органов и различных выделений готовят путем размазывания материала на предметном стекле стерильной палочкой или ребром другого предметного стекла до тонкого слоя. Частицы органов плотной консистенции, твердые узелки, а также вязкий материал целесообразно заключить между двумя предметными стеклами. После растирания их разъединяют в противоположные стороны помещенного между ними материала стекла в горизонтальном направлении, в результате чего получают два довольно тонких мазка. Иногда получают так называемые препараты-отпечатки. Для этого вырезанный острым скальпелем кусочек органа захватывают пинцетом и свободной поверхностью кусочка делают на стекле несколько тонких отпечатков.
Трупы мелких животных, части трупов животных и отдельные органы в свежем (нефиксированном) виде отправляют для исследования в лабораторию только с нарочным. Посылаемый материал, особенно от животных, подозрительных по заболеванию инфекционной болезнью, должен быть тщательно упакован в плотный деревянный или металлический ящик, чтобы предупредить возможность рассеивания инфекции в пути. Перед упаковкой материал необходимо завернуть в ткань или мешковину, смоченную дезинфицирующим раствором, и плотно уложить в ящик, чтобы не болтался. При пересылке стеклянной посуды, в которой заключен посылочный материал с подозрением на наличие опасных болезней (сап, сибирская язва, эмфизематозный карбункул, бруцеллез, туляремия, перипневмония крупного рогатого скота, чума крупного рогатого скота, чума свиней, псевдочума птиц, ящур, бешенство), обязательно упаковывают в металлическую коробку, которую запаивают, пломбируют или опечатывают, а затем упаковывают в деревянный ящик. На лицевой стороне посылки вверху должна быть надпись - «Осторожно - стекло» и «Верх». Если такой материал доставляют с нарочным, можно отправлять его в стеклянной, герметически закупоренной посуде, без металлической коробки, но в ящике. На взятый патологический материал составляют сопроводительный документ. Если при вскрытии посылки в лаборатории будут установлены несоответствия сопроводительному документу или порча патологического материала, то обязательно составляют акт, копию которого отправляют ветеринарному врачу, направившему материал в лабораторию. Для получения достоверного результата анализ должен проводиться не менее чем через 2 недели после последнего приема антибиотиков и (или) антибактериальных препаратов. Заморозка материала не допускается. Материал доставляется в лабораторию в течение первых 3-4 часов после забора.

4 Отбор и пересылка проб биологического материала
Отбор материала для прижизненной диагностики. В зависимости от вида инфекции у клинически больных животных берут соответствующий, специфический для данной болезни материал, соблюдая меры личной безопасности.
Отбор крови. Пробы крови отбираются общепринятым методом стерильным одноразовым шприцом с соблюдением правил асептики и антисептики. В пробу крови добавляют антикоагулянты (гепарин, цитрат натрия и др.). Кровь для серологических исследований берут в разгар заболевания, а в некоторых случаях повторно через 10-20 дней по 10 мл от двух-трех больных животных в разные пробирки. У лошадей, крупного рогатого окота, верблюдов, оленей, овец и коз кровь берут из яремной вены в верхней трети шеи. Иглы перед взятием крови обязательно стерилизуют кипячением или используют стерильные вакуумные вакутейнеры-пробирки для забора крови. Шерсть на месте взятия крови тщательно выстригают, а кожу дезинфицируют спиртом. Нужно следить, чтобы кровь стекала в пробирку струей, а не каплями. Кровь, взятая каплями и вспененная, скорее гемолизируется и часто дает неправильные результаты при исследовании. Не следует допускать, чтобы кровь попадала на землю. Для этого надо пользоваться баночкой с дезинфицирующей жидкостью, куда опускают первую порцию крови. У свиней кровь берут из уха (иглой со шприцем), из кончика хвоста, из передней полой вены (лучше в спинном положении) или из глазной вены. Хвост предварительно обмывают водой с мылом и дезинфицируют спиртом. Затем кончик отрезают ножницами. Консервирование сывороток проводят:
-добавлением 0,05 мл (1 капля) 5%-ного раствора фенола на 1 мл сыворотки при постоянном перемешивании;
-сухой борной кислотой (2—4% к объему сыворотки) до получения насыщенного раствора и образования на дне пробирки небольшого осадка кристаллов;
-путем однократного замораживания, лиофильным высушиванием.
Отбор фекалий. Для исследования отбирается 10 г свежих фекалий. Отобранные пробы помещают в контейнер и присылают в охлаждённом состоянии и не позднее 24 часов с момента отбора. Также фекалии могут быть собраны с помощью тампонов, которые должны вмещать в себя необходимое количество материала.
Отбор проб мокроты Мокроту собирают (вызывают у рогатого скота кашель), обмотав куском полотна нос и рот и сжимая носовые отверстия. После кашля находят на полотне небольшое количество мокроты. Если заставить животное кашлять и при этом держать у него язык вытянутым изо рта, нагибая голову вниз, можно собрать на тарелку большие массы мокроты. После кашля слизь остается на стенке глотки, а в некоторых случаях - между языком и коренными зубами. Оттуда ее достают тампоном или стерильной марлевой салфеткой, которые и направляют в стерильной посуде в лабораторию. 
Отбор проб молока Перед взятием проб молока у коров вымя обмывают теплой водой, соски обрабатывают 70° спиртом. Из каждой доли вымени берут последние порции молока по 10-15 мл в отдельные стерильные пробирки с резиновыми пробками. У овец и коз пробы молока берут путем пункции цистерны вымени. Для этого животное фиксируют в боковом положении, вымя у основания соска протирают 70° спиртом и смазывают настойкой йода. Стерильным шприцем с иглой делают пункцию у основания соска, и после попадания иглы в цистерну (о чем судят по свободному движению конца иглы) набирают в шприц молоко и переносят его в стерильную пробирку с резиновой пробкой.
Отбор проб с половых путей Пробы отбирают путём смывов с вагины или препуция, а также с помощью специальных тампонов. Пробы мазков из шейки матки и уретры отбирают тампоном.
Отбор проб с конъюнктивы Для отбора проб с конъюнктивы веко оттягивают в сторону и осторожно, с помощью тампона, берут мазок с её поверхности.
Истечения из глаз Гнойные истечения предварительно удаляют ватным тампоном, смоченным в стерильном физиологическом растворе. Забор материала производят вращательным движением стерильного аппликатора с ватным наконечником и помещают в стерильную пробирку с транспортной средой или в стерильную пробирку, взятую в лаборатории.
Отбор проб носового секрета Крылья носа и переднюю часть носовых ходов обмывают водой, после чего выделения собирают стерильными тампонами из глубоких частей носа. Тампоны помещают в стерильные пробирки, содержащие по 0,5 мл стерильного физиологического раствора. Образцы секрета из носа отбирают с пробирку и отправляют в лабораторию без задержки при температуре транспортировки (4±0,5) °С. Гнойные истечения и (или) корочки предварительно удаляют ватным тампоном, смоченным в стерильном физиологическом растворе по направлению изнутри наружу. Забор материала производят вращательным движением стерильного аппликатора с ватным наконечником и помещают в стерильную пробирку с транспортной средой или в стерильную пробирку, взятую в лаборатории.
Отбор проб из абсцесса и отделяемого раны Содержимое синовиальных бурс и абсцессов берут следующим образом. Шерсть выстригают, кожный покров обрабатывают 70о спиртом и смазывают настойкой йода. Затем стерильным шприцем с иглой большого диаметра делают пункцию и переносят пунктат в стерильную пробирку с резиновой пробкой. Гнойные истечения и корочки следует удалить ватным тампоном, смоченным в стерильном физиологическом растворе, по направлению от центра к периферии. Забор материала производят вращательным движением стерильного аппликатора с ватным наконечником и помещают в стерильную пробирку с транспортной средой или в стерильную пробирку, взятую в лаборатории. Поверхность невскрывшегося абсцесса дезинфицируют, делают прокол кожи, набирая содержимое в шприц. Таким же образом отбирают содержимое пустул и везикул. Гной из вскрывшихся абсцессов, гнойников, фурункулов и отделяемое ран берут стерильным тампоном из глубины. Материал из язв и ран получают методом соскоба на границе пораженной и здоровой тканей.
Отбор проб с пораженных участков кожи Материал отбирают с периферии очагов поражения, не подвергавшихся медикаментозному лечению. Корочки с остатками шерсти, а также некоторое количество шерсти выдергивают пинцетом из зараженных участков (по возможности менее загрязненных). Волосы и участки кожи исследуют при кожных заболеваниях
Волосы выщипывают, а соскобы с кожи делают скальпелем на границе пораженной и здоровой тканей. В лабораторию отправляют соскобы эпидермиса из очага поражения и корки с периферии очага, а также отделяемое содержимое при его наличии. При множественности очагов отбор следует проводить отдельно из очагов, расположенных на разных участках тела. Материал помещают в пробирки с ватными пробками или бумажные пакетики.
Образцы снабжают этикеткой с указанием области, района, хозяйства и степени поражения животного, даты взятия материала.

5 Отбор и пересылка проб мясной продукции 
Отбор проб мяса проводят в соответствии с ГОСТ Р 51447-99 «Мясо и мясные продукты. Методы отбора проб». Образцы мяса кур отбирают согласно ГОСТ Р 50396.0-2013 «Мясо птицы, субпродукты и полуфабрикаты из мяса птицы. Методы отбора проб и подготовка к микробиологическим исследованиям». 
Отбор проб в общем случае проводят следующими способами:
При отборе проб мяса сначала визуально и органолептически определяют свежесть мяса. Проводят отбор проб только от свежих туш, не залежавшихся и без запаха. От туши отрезают кусочки мышечной ткани без жира, сухожилий, фасций, пленки. Отбор проб мяса проводят стерильными ножницами, скальпелями и пинцетами. Взятые пробы мяса помещают в стерильные одноразовые полиэтиленовые пакеты. Точечные пробы мяса (без жира, фасций, пленки, сухожилий) от туши или полутуши отбирают кусочками стерильно на месте разреза не менее 100 граммов. Точечные пробы от замороженных и охлажденных блоков мяса отбирают также целыми кусочками не менее 100 граммов. Формируют среднюю пробу мяса для проведения бактериологических исследований. Отобранные пробы мяса в одноразовых полиэтиленовых пакетах помещают в термочемодан с хладагентами и доставляют в лабораторию бактериологии для исследования в день отбора.
Единичные пробы с поверхности (например, для обнаружения бактерий группы кишечной палочки или бактерий рода Salmonella отбирают путем обтирания всей поверхности продукта (или выбранных участков) большими влажными тампонами или (для проведения количественных микробиологических исследований) путем разметки с помощью шаблона (трафарета) участков, от которых затем проба вырезается или, в случае замороженного мяса, соскабливается с поверхности.
От первичной пробы массой от 500 до 1000 г, отобранной для химического или микробиологического исследований, вторичная проба отбирается со стороны поверхности свежего среза с нанесением минимальных повреждений ткани.
Пробу мышц для микробиологического исследования (например, для определения причин порчи мяса у кости - "загара мяса") отбирают от пораженной части туши с помощью инструмента из нержавеющей стали для рассечения мышцы, из замороженного мяса - с помощью терки. Если отдельные единичные пробы находятся в герметичной таре, никакой дополнительной упаковки не требуется. Каждую единичную пробу упаковывают в пакет из подходящего полимерного материала, осторожно закрывают, изолируют и этикетируют. Если имеется возможность упаковывать различные единичные пробы вместе в один или несколько контейнеров, то нет необходимости в изоляции и этикетировании каждой единичной пробы при выполнении требований к изоляции и этикетировании этих контейнеров.

6 Методы определения чувствительности к антибиотикам микроорганизмов, выделенных от животных и из образцов мясной продукции 
Чувствительность микроорганизмов к антибиотикам определяют в соответствии с европейским стандартом EUCAST, версия 8.0, действующим с 01. 01. 2018 г. 
	 Существует несколько стандартных тестов, определяющих чувствительность бактерий к антибиотикам:
	- диско-диффузный метод;
	- метод последовательных микроразведений в бульоне;
- метод серийных разведений в агаре;
	- Е-тест.
Наиболее простым и доступным методом, используемым в ветеринарной лабораторной практике, является диско-диффузный метод. 
Диско-диффузный метод признан стандартным тестом [8]. 
Для диско-диффузного метода необходимы:
	- питательная среда;
	-суспензия исследуемого микроорганизма заданной концентрации;
	-интервал времени между инокуляцией микроорганизма и нанесения на поверхность среды дисков;
	- соблюдение температурного и временного режима инкубации.
Приготовление питательной среды Мюллера- Хинтона
Агаровая питательная среда Мюллера-Хинтона представляет собой стандартную питательную среду, соответствующую нормам ВОЗ [9].  
В 100 см3 дистиллированной воды содержится:
-лиофилизат настоя, приготовленного из 300 г говяжьего мяса;
-гидролизат казеина - 17,5 г;
- кукурузный крахмал - 1,5 г;
-агар-агар - 10 г.
- рН 7,3±0,1 после автоклавирования. Расплавленную питательную среду разливают в стерильные чашки Петри в объеме 25 см3 (высота среды в чашке не менее 4 мм). Среду Мюллера- Хинтона проверяют на стерильность и ростовые свойства. Контроль качества питательной среды с использованием референтного штамма Pseudomonas aeroginosa АТСС 27853. Среду считают удовлетворительной по качеству, если диаметр зоны ингибиции вокруг диска, содержащего 10 мкг гентамицина находится в пределах 16-21 мм. Гентамицин используют для контроля в связи с тем, что он относится к аминогликозидам, наиболее чувствительным к концентрации двухвалентных катионов.
Диски с антибиотиками выпускаются фирмами-производителями в стандартной упаковке. Диаметр дисков составляет 6,35 мм (в соответствии с рекомендацией ВОЗ). 
Приготовление материала для инокуляции и посев
Для приготовления инокулята используют 18-20 часовую агаровую культуру или 5-6–ти часовую бульонную культуру исследуемого микроорганизма. Суспензию из агаровой культуры или бульонную культуру доводят до мутности 0,5 по стандарту McFarland и разводят еще в 10 раз изотоническим раствором NaCl (конечная концентрация 1-2х107 КОЕ/см3). Инокулят в количестве 1-2 см3 наносят на поверхность чашки Петри с питательной средой, равномерно покачивая, избыток жидкости удаляют пипеткой. Приоткрытые чашки Петри подсушивают при комнатной температуре 15 мин. Для инокуляции микроорганизмов используют коммерческие стерильные ватные тампоны.
Аппликация дисков
Диски с антибиотиками размещают на поверхности агара на расстоянии 15 мм от края чашки и не более 30 мм между дисками. Для обеспечения хорошей постоянной диффузии в агар антибиотика необходимо плотно прижать каждый диск к поверхности агара. Оптимизировать стадию аппликации можно с помощью диспенсеров (разделителей дисков) [8,11].
Оценка результатов
После окончания инкубации чашку Петри помещают кверху дном на темную матовую поверхность. Диаметр зон задержки роста измеряют с точностью до 1 мм. Не следует обращать внимания на очень мелкие колонии, выявляемые в пределах зоны задержки роста. Крупные колонии, выявляемые в пределах четкой зоны ингибиции роста, свидетельствуют о наличии посторонней микрофлоры или о гетерорезистентности популяции микроорганизмов. В этом случае необходима повторная идентификация и повторение исследования на антибиотикорезистентность.
При учете исследуемую культуру микроорганизмов относят к одной из категории «чувствительный», «промежуточный», «резистентный».   
1 При отнесении штамма к категории «чувствительный» предполагается, что лечение инфекционной болезни животных, вызванной данным микроорганизмом, соответствующим антибиотиком в терапевтических дозах будет успешным. 
2 При отнесении штамма к категории «промежуточный» предполагается, что лечение инфекционной болезни животных, вызванной данным микроорганизмом, соответствующим антибиотиком будет успешным при использовании повышенных доз препарата.
3 При отнесении штамма к категории «резистентный» предполагается, что лечение инфекционной болезни животных, вызванной данным микроорганизмом, соответствующим антибиотиком в терапевтических дозах будет неудачным. 
Для различных микроорганизмов критерии чувствительности к одним и тем же антибиотикам могут различаться.
Метод последовательных микроразведений в бульоне, регламентированный международным стандартом ISO 20776-1:2006 («Clinical laboratory testing and in vitro diagnostic test systems - Susceptibility testing of infectious agents and evaluation of performance of antimicrobial susceptibility test devices - Part 1: Reference method for testing the in vitro activity of antimicrobial agents against rapidly growing aerobic bacteria involved in infectious diseases»).
Лабораторные исследования чувствительности проводят на микроорганизмах, вызывающих болезни, особенно если организм предположительно относится к виду резистентному (устойчивому) по отношению к часто используемым антибактериальным агентам. Данные тесты также важны для надзора за резистентностью, для эпидемиологических исследований восприимчивости и при сравнении новых и существующих антибактериальных средств. Процедуры разведения используются для определения минимальной подавляющей концентрации (МПК) антимикробных препаратов и служат референтным методом испытания чувствительности (восприимчивости) микроорганизмов к антимикробным средствам [12].  Методы определения МПК используются: для надзора за резистентностью; при сравнительных испытаниях новых агентов; чтобы установить восприимчивость организмов, дающих сомнительные результаты в рутинных исследованиях; для испытаний на организмах, где рутинные тесты могут быть ненадежными и когда количественный результат требуется для принятия решений о проведении лечения. В тестах с последовательным разведением микроорганизмы проверяют на их способность производить видимый рост на ряде агаровых пластин (разведение в агаре) или в бульоне (разведение в бульоне), содержащих последовательные разведения антибактериального агента. Наиболее низкая концентрация антибактериального агента (в мг/л), которая при определенных условиях in vitro предотвращает появление видимого роста микроорганизма в пределах определенного промежутка времени, известна как минимальная подавляющая концентрация (МПК). 	
Разведение бульона - техника, согласно которой контейнеры, содержащие идентичные объемы растворов бульона с антибактериальным агентом в возрастающих (обычно в геометрической прогрессии) концентрациях, инокулируют известным числом микроорганизмов. Микроразведение бульона - выполнение теста разведения бульона в емкостях для микроразведения. 
Референтный метод микроразведений в бульоне для определения МПК. МПК отражает активность препарата в описанных условиях проведения теста и может быть использована для целей менеджмента лечения, принимая в расчет другие факторы, такие как фармакология препарата или механизмы резистентности бактерий. Это позволяет осуществить классификацию бактерий как "чувствительную" (S), "промежуточную" (I) или "резистентную" (R) формы. Кроме того, распределения МПК могут использоваться для определения дикого или недикого типов бактериальной популяции. 
Испытания выполняют в планшетах для микроразведения. Метод основан на подготовке рабочих растворов антибактериального агента объемом 50 мкл на лунку (с добавлением прививочного материала также в объеме 50 мкл) или в объеме 100 мкл на лунку (с добавлением максимально 5 мкл объемов прививочного материала). Следует использовать бульон Mюллера-Хинтона. 
Общие положения
Антибактериальные агенты должны быть получены непосредственно от изготовителя или из надежных коммерческих источников; фармацевтические препараты для клинического применения неприемлемы. Антибактериальные агенты должны быть снабжены номером партии, показателем активности, указанием срока действия и деталями рекомендованных условий хранения. Вещества следует хранить в плотно закрытых контейнерах в темноте при температуре 4 °С - 8 °С, с осушителем, если иначе не рекомендовано изготовителем. Гигроскопические агенты должны быть распределены в определенных аликвотах, одна из которых используется в каждом случае испытания. Чтобы избежать конденсации, следует согреть контейнеры до комнатной температуры перед открытием. 
Подготовка основных растворов 
Для взвешивания антибиотиков используют калиброванные аналитические весы. Расчет потенции порошка для получения количества вещества антибактериального агента или объема разбавителя, необходимого для стандартного раствора, вычисляют по формулам:
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      где p - концентрация основного раствора, мг/л;
   m - масса антибактериального агента (порошок), г; 
       P - потенция антибактериального агента (порошок), мг/г;
       V - объем разбавителя,
Подготовка рабочих растворов
Диапазон концентраций, отобранных для испытания, зависит от микроорганизмов и антибиотиков. Выбранный диапазон должен давать полное определение конечной точки МПК для соответствующих референтных штаммов. Двойные серийные разведения, основанные на 1 мг/л, готовят в бульоне Mюллера-Хинтона. Разведения должны быть приготовлены не последовательным разведением, а согласно процедуре, представленной в таблице 1. Рабочие растворы используются в день их приготовления.

Таблица 1 - Подготовка рабочих растворов антибиотиков для использования при испытаниях чувствительности с применением разведений в бульоне
	
	
	
	

	Концентрация антибактериального агента в базовом растворе, мг/л
	Объем базового раствора, мл
	Объем бульона, мл
	Полученная концентрация антимикробного агента, мг/л

	5120
	1
	9
	512

	512
	1
	1
	256

	512
	1
	3
	128

	512
	1
	7
	64

	64
	1
	1
	32

	64
	1
	3
	16

	64
	1
	7
	8

	8
	1
	1
	4

	8
	1
	3
	2

	8
	1
	7
	1

	1
	1
	1
	0,5

	1
	1
	3
	0,25

	1
	1
	7
	0,125

	Примечание Бульон, использованный для разведения, затем используют для теста чувствительности. Добавку вводят перед введением антибиотика, чтобы сохранить требуемую концентрацию.



Подготовка планшетов для микроразведения
Рабочие растворы распределяют в планшеты для микроразведения по 50 мкл на лунку с удвоенной желательной окончательной концентрацией антибактериального агента, или по 100 мкл в лунку с желательной окончательной концентрацией. Одна лунка, содержащая 50 мкл или 100 мкл антибактериальной среды без антибиотика, должна быть использована как контроль роста для каждого проверяемого штамма. Аналогично, лунка, содержащая 100 мкл среды без антибактериального агента, должна быть использована как неинокулированная лунка отрицательного контроля для каждого проверяемого штамма.
Хранение планшетов для микроразведения
Заполненные планшеты могут использоваться немедленно или могут быть сохранены в течение трех месяцев. Для хранения заполненные планшеты должны быть запечатаны в полиэтиленовые пакеты и немедленно помещены в морозильник при температуре ниже минус 60 °С, если нет информации относительно устойчивости антибактериального агента при более высоких температурах. Хотя антибиотики  в замороженных планшетах обычно остаются устойчивыми в течение нескольких месяцев, определенные агенты (например, clavulanic acid и imipenem) более лабильны, чем другие, и должны храниться при температуре ниже минус 60 °С. Подносы не следует хранить в морозильнике с функцией саморазмораживания и допускать их растаивание, антибактериальные растворы нельзя повторно замораживать, так как повторные циклы таяния-замораживания ускоряют деградацию некоторых антибактериальных агентов, особенно-лактамов.
Подготовка инокулюма (прививочного материала)
Стандартизация инокулюма существенна для точного и воспроизводимого испытания чувствительности методом разведения в бульоне. Поэтому проверки чистоты и подсчет жизнеспособных колоний должны быть выполнены на каждом изоляте, проверенном с применением данной референтной методики. Инокулюм может быть приготовлен путем разведения бульонной культуры или суспензии колоний, взятых из ночной культуры на неселективной агаровой среде, в бульоне или солевом растворе. Для любого метода берут четыре или пять колоний, выросших на чистой неселективной питательной агаровой среде, чтобы избежать случайного выбора нетипичного варианта микроорганизма. Окончательный состав инокулюма должен содержать 5х10 КОЕ/мл (диапазон от 2х10 КОЕ/мл до 8х10 КОЕ/мл).
Метод бульонной культуры
Три-пять колоний берут петлей с неселективной питательной агаровой среды и перемещают в бульон типа триптиказо-соевого или бульона из сердечно-мозговой вытяжки. Используемый бульон не должен быть антагонистом по отношению к проверяемому антибактериальному агенту. Бульон инкубируют при 34°С - 37°С, пока рост не достигнет мутности, равной или превышающей 0,5 стандарта МакФарланда [12]. Если нужно, культура может быть отрегулирована с помощью солевого раствора или бульона до мутности, эквивалентной 0,5 стандарта МакФарланда. Это может быть сделано с помощью фотометрического устройства (используют длину волны 625 нм и кювету с длиной светового пути 1 см, абсорбция составит 0,08-0,13) или соответственно откалиброванного нефелометра. Такой же результат может быть достигнут путем визуального сравнения появляющихся в инокулюме черных линий и суспензии 0,5 стандарта МакФарланда (инокулюм и стандарт МакФарланда должны находиться в пробирках одного и того же размера) или любым другим методом, который дает воспроизводимую концентрацию КОЕ/мл. Примечание - 0,5 стандарта МакФарланда можно получить, добавляя аликвоту 0,5 мл 0,048 моль/л BaCI (11,72 г/л BaCI2х2Н2О) к 99,5 мл из 0,18 моль/л H2SO4 при постоянном встряхивании для сохранения суспензии.
Метод суспензий колоний
Три-пять колоний из неселективной питательной агаровой среды (инкубированной при 34°С - 37°С в течение 18-24 ч, если более длинная инкубация не требуется) берут петлей и перемещают в стерильный бульон или соляной раствор. Суспензию регулируют для получения мутности, эквивалентной 0,5 стандарта МакФарланда. Для всех организмов точная концентрация жизнеспособных клеток в окончательном инокулюме зависит от состояния культуры. Этот эффект наиболее выражен у прихотливых организмов, типа Streptococcus pneumoniae, использование старых культур которых может значительно сократить число жизнеспособных клеток в суспензии. Точно отрегулированная суспензия, подготовленная любым методом, содержит приблизительно 1х10 КОЕ/мл для обычных бактерий. Отрегулированный инокулюм, приготовленный, как указано выше, разводят в бульоне, чтобы получить окончательную концентрацию числа клеток 5х10 КОЕ/мл (в диапазоне от 2х10 КОЕ/мл до 8х10 КОЕ/мл. Требуемое разведение зависит от проверяемого организма и метода, используемого для подготовки инокулюма. Перемещение 0,1 мл суспензии стандартизированного организма в пробирку, содержащую 9,9 мл (разведение 1:100) бульона дает суспензию с концентрацией клеток 1х10 КОЕ/мл, при добавлении 50 мл которой к равному объему (50 мл) раствора антибактериального агента получают окончательный состав инокулюма 5х10 КОЕ/мл для многих грамотрицательных бактерий (например, Escherichia coli). Если лунки уже содержат по 100 мкл антибактериального агента в бульоне, соответствующее разведение, чтобы получить необходимый окончательный инокулюм, должно быть приготовлено путем добавления по 5 мкл разведенной суспензии в каждую лунку. Для грамположительных организмов может быть достаточным меньшее разведение суспензии до 0,5 по МакФарланду, как определено подсчетом колоний в предварительных испытаниях.  
Инокулирование планшетов для микроразведения
Планшеты должны инокулироваться в пределах 30 мин стандартизации суспензии инокулюма, чтобы сохранить концентрацию числа жизнеспособных клеток. К каждой лунке, содержащей 50 мкл антибактериального агента, разведенного в бульоне, добавляют 50 мкл бактериальной суспензии в лунки планшета, которые содержат по 100 мкл антибактериального агента, разведенного в бульоне, должно быть добавлено по 5 мкл разведенной суспензии инокулюма. Подсчет жизнеспособных клеток должен быть выполнен на испытуемой суспензии, чтобы гарантировать, что тестовые лунки содержат приблизительно 5х10 КОЕ/мл. Для этого берут 10 мкл из лунки контроля роста немедленно после инокулирования и разводят эту аликвоту в 10 мл бульона или солевого раствора. 100 мкл этого разведения распределяют по поверхности подходящей агаровой пластины, которую затем инкубируют в течение ночи. Ожидается появление от 20 до 80 колоний от приемлемой испытуемой суспензии. Если этого не удается получить, результаты для этого штамма не могут быть использованы.
Инкубация планшетов для микроразведения
Планшеты для микроразведения должны быть запечатаны в пакеты из полиэтилена или прижаты плотной крышкой или клейкой пленкой перед инкубацией, чтобы предотвратить высушивание. Чтобы избежать неравного нагревания, планшеты для микроразведения должны быть сложены в стопки не больше чем по пять штук. Планшеты для микроразведения инкубируют при 34 °С - 37 °С в термостате в течение (18±2) ч для большинства комбинаций антибактериальных агентов и бактерий. Не должна использоваться атмосфера, обогащенная СO2.
Учет результатов
Результаты учитывают только при наличии достаточного роста испытуемого организма (то есть при явном пятне или определенном помутнении в положительном контроле роста), когда нет никакого роста в неинокулированном или отрицательном контроле роста (если присутствует) и когда были установлены чистота и соответствующая концентрация числа клеток инокулюма. Размер роста в каждой лунке сравнивают с размером роста в положительном контроле роста и наиболее низкую концентрацию агента, которая полностью тормозит видимый рост, регистрируют как МПК.
Контроль качества
Качество результатов испытаний должно быть отслежено с помощью сопутствующего использования контрольных штаммов. Контрольные штаммы хранят в лиофилизированном или замороженном виде (при температуре минус 60 °С или ниже). Рабочие культуры готовят с помощью субкультур из контрольных штаммов на неселективной питательной агаровой среде (МПА). Дальнейшие субкультуры могут быть приготовлены из первой рабочей культуры только в течение одной недели. Когда это возможно, два соответствующих контрольных штамма должны быть проверены каждый день, когда проводят испытание. Испытуемые колонии контрольных культур обрабатывают таким же образом, как и обычные культуры. МПК антибактериальных агентов для контрольных микроорганизмов должны быть в пределах диапазонов, приведенных в таблице 2.

Таблица 2 - Диапазоны МПК (мг/л) для контрольных штаммов
	
	
	
	
	
	
	

	Антибактериаль-ный агент
	Staphylococcus aureus ATCC 29213 NCTC12973 CIP 103429DSM 2569
	Enterococcus faecalis ATCC 29212 NCTC 12697 IP 10321 DSM 2570
	Escherichia coli ATCC 25922
CTC 12241
CIP 7624 DSM 1103
	Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853
CTC 12973 CIP 76110 DSM 1117
	Escherichia coli ATCC 35218 DSM 5564
	Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 NCTC 12977

	Amikacin
	1-4
	64-256
	0,5-4
	1-4
	-
	-

	Amoxicillinclavulanic acid (fixed 2:1 ratio)
	0,12/0,06-0,50/0,25
	0,25/0,12-1,0/0,5
	2/1-8/4
	-
	4/2-16/8
	0,030/0,015-0,12/0,06

	Amoxicillin
	0,25-1,00
	-
	4-16
	-
	-
	0,03-0,12

	Ampicillin
	0,5-2,0
	0,5-2,0
	2-8
	-
	-
	0,06-0,25

	Ampicillin-sulbactam (fixed 2:1 ratio)
	-
	-
	2/1-8/4
	-
	8/4-32/16
	-

	Azithromycin
	0,5-2,0
	-
	-
	-
	-
	0,06-0,25

	Azlocillin
	2-8
	1-4
	8-32
	2-8
	-
	-

	Aztreonam
	-
	-
	0,06-0,25
	2-8
	-
	-

	Carbenicillin
	2-8
	16-64
	4-16
	16-64
	-
	-

	Cefaclor
	1-4
	-
	1-4
	-
	-
	1-4

	Cefamandole
	0,25-1,00
	-
	0,25-1,00
	-
	-
	-

	Cefazolin
	0,25-1,00
	-
	1-4
	-
	-
	-

	Cefdinir
	0,12-0,50
	-
	0,12-0,50
	-
	-
	0,03-0,25

	Cefditoren
	0,25-2,00
	-
	0,12-1,00
	-
	-
	0,015-0,120

	Cefepime
	1-4
	-
	0,015-0,120
	1-8
	-
	0,03-0,25

	Cefetamet
	-
	-
	0,25-1,00
	-
	-
	0,5-2,0

	Cefixime
	8-32
	-
	0,25-1,00
	-
	-
	-

	Cefmetazole
	0,5-2,0
	-
	0,25-1,00
	>32
	-
	-

	Cefonicid
	1-4
	-
	0,25-1,00
	-
	-
	-

	Cefoperazone
	1-4
	-
	0,12-0,50
	2-8
	-
	-

	Cefotaxime
	1-4
	-
	0,03-0,12
	8-32
	-
	0,03-0,12

	Cefotetan
	4-16
	-
	0,06-0,25
	-
	-
	-

	Cefoxitin
	1-4
	-
	2-8
	-
	-
	-

	Cefpodoxime
	1-8
	-
	0,25-1,00
	-
	-
	0,03-0,12

	Cefprozil
	0,25-1,00
	-
	1-4
	-
	-
	0,25-1,00

	Ceftazidime
	4-16
	-
	0,06-0,50
	1-4
	-
	-

	Ceftibuten
	-
	-
	0,12-0,50
	-
	-
	-

	Ceftizoxime
	2-8
	-
	0,03-0,12
	16-64
	-
	0,12-0,50

	Ceftobiprole
	0,25-1,00
	0,06-0,50
	0,03-0,12
	1-4
	-
	0,004-0,003

	Ceftriaxone
	1-8
	-
	0,03-0,12
	8-64
	-
	0,03-0,12

	Cefuroxime
	0,5-2,00
	-
	2-8
	-
	-
	0,25-1,00

	Cephalexin
	-
	-
	4-16
	-
	-
	-

	Cephalothin
	0,12-0,50
	-
	4-16
	-
	-
	0,5-2,0

	Chloramphenicol
	2-16
	4-16
	2-8
	-
	-
	2-8

	Cinoxacin
	-
	-
	2-8
	-
	-
	-

	Ciprofloxacin
	0,12-0,50
	0,25-2,00
	0,004-0,015
	0,25-1,00
	-
	-

	Clarithromycin
	0,12-0,50
	-
	-
	-
	-
	0,03-0,12

	Clinafloxacin
	0,008-0,060
	0,03-0,25
	0,002-0,015
	0,06-0,50
	-
	0,03-0,12

	Clindamycin
	0,06-0,25
	4-16
	-
	-
	-
	0,03-0,12

	Colistin
	-
	-
	0,25-1
	0,25-2,00
	-
	-

	Dalbavancin
	0,03-0,12
	0,03-0,12
	-
	-
	-
	0,008-0,030

	Daptomycin
	0,25-1,00
	1-4
	-
	-
	-
	0,06-0,50

	Dirithromycin
	1-4
	-
	-
	-
	-
	0,06-0,25

	Doripenem
	0,015-0,060
	1-4
	0,015-0,060
	0,12-0,50
	-
	0,03-0,12

	Doxycycline
	0,12-0,50
	2-8
	0,5-2
	-
	-
	0,015-0,120

	Enoxacin
	0,5-2,0
	2-16
	0,06-0,25
	2-8
	-
	-

	Ertapenem
	0,06-0,25
	4-16
	0,004-0,015
	2-8
	-
	0,03-0,25

	Erythromycin
	0,25-1,00
	1-4
	-
	-
	-
	0,03-0,12

	Faropenem
	0,03-0,12
	
	0,25-1,00
	-
	-
	0,03-0,25

	Fleroxacin
	0,25-1,00
	2-8
	0,03-0,12
	1-4
	-
	-

	Fusidic acid
	0,06-0,25
	1-4
	-
	-
	-
	-

	Garenoxacin
	0,004-0,030
	0,03-0,25
	0,004-0,030
	0,5-2,0
	-
	0,015-0,060

	Gatifloxacin
	0,03-0,12
	0,12-1,00
	0,008-0,030
	0,5-2,0
	-
	0,12-0,50

	Gemifloxacin
	0,008-0,030
	0,015-0,120
	0,004-0,015
	0,25-1,00
	-
	0,008-0,030

	Gentamicin
	0,12-1,00
	4-16
	0,25-1,00
	0,5-2,0
	-
	-

	Grepafloxacin
	0,03-0,12
	0,12-0,50
	0,004-0,030
	0,25-2,00
	-
	0,06-0,50

	Imipenem
	0,015-0,060
	0,5-2,0
	0,06-0,25
	1-4
	-
	0,03-0,12

	Kanamycin
	1-4
	16-64
	1-4
	-
	-
	-

	Levofloxacin
	0,06-0,50
	0,25-2,00
	0,008-0,060
	0,5-4,0
	-
	0,5-2,0

	Linezolid
	1-4
	1-4
	-
	-
	-
	0,5-2,0

	Lomefloxacin
	0,25-2,00
	2-8
	0,03-0,12
	1-4
	-
	-

	Loracarbef
	0,5-2,0
	-
	0,5-2,0
	>8
	-
	2-8

	Mecillinam
	-
	-
	0,03-0,25
	-
	-
	-

	Meropenem
	0,03-0,12
	2-8
	0,008-0,060
	0,25-1,00
	-
	0,06-0,25

	Methicillin
	0,5-2,0
	>16
	-
	-
	-
	-

	Mezlocillin
	1-4
	1-4
	2-8
	8-32
	-
	-

	Minocycline
	0,06-0,50
	1-4
	0,25-1,00
	-
	-
	-

	Moxalactam
	4-16
	-
	0,12-0,50
	8-32
	-
	-

	Moxifloxacin
	0,015-0,120
	0,06-0,50
	0,008-0,060
	1-8
	-
	0,06-0,25

	Mupirocin
	0,06-0,25
	-
	-
	-
	-
	-

	Nafcillin
	0,12-0,50
	2-8
	-
	-
	-
	-

	Nalidixic acid
	-
	-
	1-4
	-
	-
	-

	Netilmicin
	0,25
	4-16
	0,5-1,0
	0,5-8,0
	-
	-

	Nitrofurantoin
	8-32
	4-16
	4-16
	-
	-
	4-16

	Norfloxacin
	0,5-2,0
	2-8
	0,03-0,12
	1-4
	-
	2-8

	Ofloxacin
	0,12-1,00
	1-4
	0,015-0,120
	1-8
	-
	1-4

	Oritavancin
	0,5-2,0
	0,12-1,00
	-
	-
	-
	0,008-0,060

	Oxacillin
	0,12-0,50
	8-32
	-
	-
	-
	-

	Penicillin
	0,25-2,00
	1-4
	-
	-
	-
	0,25-1,00

	Piperacillin
	1-4
	1-4
	1-4
	1-8
	-
	-

	Piperacillintazobactam (fixed inhibitor concentration 4 mg/l)
	0,25/4-2,00/4
	1/4-4/4
	1/4-4/4
	1/4-8/4
	0,5/4-2,0/4
	-

	Pipemidic acid
	-
	-
	0,5-2,0
	-
	-
	-

	Polymyxin В
	-
	-
	0,25-2,00
	0,25-2,00
	-
	-

	Quinupristindalfopristin
	0,25-1,00
	2-8
	-
	-
	-
	0,25-1,00

	Rifampin
	0,004-0,015
	0,5-4,0
	4-16
	16-64
	-
	0,015-0,060

	Sparfloxacin
	0,03-0,12
	0,12-0,50
	0,004-0,015
	0,5-2,0
	-
	0,12-0,50

	Streptomycin
	-
	-
	4-16
	-
	-
	-

	Sulfisoxazole
	32-128
	32-128
	8-32
	-
	-
	-

	Teicoplanin
	0,25-1,00
	0,06-0,25
	-
	-
	-
	-

	Telavancin
	0,12-1,00
	0,12-0,50
	-
	-
	-
	0,002-0,015

	Telithromycin
	0,06-0,25
	0,015-0,120
	-
	-
	-
	0,004-0,030

	Tetracycline
	0,12-1,00
	8-32
	0,5-2,0
	8-32
	-
	0,12-0,5

	Ticarcillin
	2-8
	16-64
	4-16
	8-32
	-
	-

	Ticarcillin-clavulanic
acid (fixed inhibitor concentration 2 mg/
	0,5/2-2,0/2
	16/2-64/2
	4/2-16/2
	8/2-32/2
	8/2-32/2
	-

	Tigecycline
	0,03-0,25
	0,03-0,12
	0,03-0,25
	-
	-
	0,015-0,120

	Tobramycin
	0,12-1,00
	8-32
	0,25-1,00
	0,25-1,00
	-
	-

	Trimethoprim
	1-4
	1
	0,5-2,0
	>64
	-
	-

	Trimethoprimsulfameth oxazole (fixed 1:19 ratio)
	0,5/9,5
	0,5/9,5
	0,5/9,5
	8/152-32/608
	
	0,12/2,4-
1,00/19,0

	Trospectomycin
	2-16
	2-8
	8-32
	
	-
	1-4

	Trovafloxacin
	0,008-0,030
	0,06-0,25
	0,004-0,015
	0,25-2,00
	-
	0,06-0,25

	Vancomycin
	0,5-2,0
	1-4
	-
	-
	-
	0,12-0,50

	Примечание ATCC, American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD 20852, USA. NCTC, National Collection of Type Cultures, Health Protection Agency Center for Infections, 61 Colindate Avenue, London NW9 5HT, UK. CIP, Collection de Institute Pasteur, 25-28 Rue du Docteur Roux, 75724 Paris Cedex 15 France.DSMZ, Deutsche Stammsammlung Mikroorganismen und Zellkulturen, Mascheroder Weg 16, D-38124 Braunschweig, Germany. Диапазон МПК выведен из целевых МПК, предоставленных EUCAST (Clin Microbiol Infec. 9:1-7, 2003). На веб-сайте EUCAST http://www.eucast.org можно проверить публикуемые EUCAST целевые контрольные значения. Диапазоны контроля качества Daptomycin отражают МПК, полученные при добавлении в бульон Mueller-Hinton кальция до конечной концентрации 50 мг/л.
Примечание - Кроме тех случаев, где это отмечено, диапазоны МПК были заимствованы (с разрешения) из документа CLSI М100-S16 (стандарты эксплуатационных характеристик тестов антибактериальной чувствительности; Шестнадцатое информационное приложение). Диапазоны контроля - для отрегулированного катионами бульона Mueller-Hinton для всех контрольных организмов, кроме S. pneumoniae АТСС 49619, который проверен, используя отрегулированный катионами бульон Mueller-Hinton с добавленной 2,5-5,0%-ной лизированной лошадиной кровью. Диапазоны периодически обновляются. Последнюю версию М100 с обновленными диапазонами можно проверить в CLSI (прежде NCCLS) по адресу: CLSI, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne, Пенсильвания 19087, США.



Требования к бульону Mюллера-Хинтона
Стандартной средой для испытания неприхотливых микроорганизмов является бульон Mюллера-Хинтона. Оригинальная формула его приготовления следующая: обезвоженная вытяжка из 300 г мяса; кислотный отвар казеина 17,5 г; крахмал 1,5 г; QSP дистиллированная вода 1000 мл; рН 7,2-7,4.
Бульон содержит достаточную концентрацию катионов для обеспечения адекватного роста, и чтобы позволить определить значение МПК для контроля качества штаммов. Для добавления ионов кальция и магния готовят растворы 10 мг/л хлорида кальция (3,68 г CaCI2·2H2O в 100 мл деионизированной воды) и хлорида магния (8,36 г MgCl2·H2O в 100 мл деионизированной воды). Стерилизуют с помощью мембранного фильтра и хранят при температуре от 2 °С до 8 °С. Каждые 0,1 мл раствора катионов 10 мг/л, добавленные к 1 л бульона, повышают содержание катионов на 1 мг/л. Добавляют при помешивании при температуре от 2°С до 8°С. Для большинства комбинаций антибактериальный агент-бактерия добавление кальция и магния до окончательной концентрации от 20 до 25 мг/л соответственно позволяет получить правильные результаты контроля качества. Для даптомицина требуется окончательная концентрация ионов кальция в среде 50 мг/л. Для антибиотиков карбапенем - имипенем и меропенем - окончательная концентрация цинка должна быть меньше 3 мг/л.  
Метод серийных разведений в агаре
Метод серийных разведений в агаре позволяет одновременно определить МПК партии штаммов (от 15 до 30 клинических штаммов и контрольные штаммы, в зависимости от используемой модели инокулятора).
Процедура
Принцип метода заключается в посеве тестируемых микроорганизмов на чашки Петри с агаром, содержащим последовательные двойные разведения антибиотиков. Одновременно проводится тестирование партии клинических штаммов и соответствующих контрольных штаммов, а также контроль роста микроорганизмов на чашках без антибактериального препарата (АБП) и контроль чистоты культуры путем высева образцов инокулюма на неселективные питательные среды [10].
Приготовление серийных разведений АБП
Из основного раствора, исследуемого АБП готовят рабочий раствор в концентрации в 10 раз превосходящей максимальную из используемых в конкретном исследовании. Затем готовят серию двукратных разведений рабочего раствора. Таким образом, концентрация в АБП в каждом последующем разведении должна быть в 2 раза меньшей чем в предыдущем. Для приготовления серии разведений используют любые стерильные химически инертные лабораторные ёмкости с завинчивающимися крышками объёмом не менее 10 мл (для удобства размешивания).
Питательная среда
Сухую агаризированую питательную среду растворяют и автоклавируют в соответствии с инструкцией изготовителя. После автоклавирования колбы с питательной средой помещаю на водяную баню при 48 - 50 °С, где выдерживают до достижения указанной температуры, после чего в них асептически вносят рабочие растворы антибиотиков (1 часть рабочего раствора АБП на 9 частей расплавленного агара) и, при необходимости, термолабильные питательные добавки. Затем среду тщательно перемешивают и разливают по чашкам Петри, толщина слоя питательной среды должна быть 3 - 4 мм. 
Вторым способом приготовления чашек Петри с агаром, содержащим разведения АБП, является смешивание питательной среды и раствора АБП непосредственно в чашке Петри. Для приготовления стандартных пластиковых чашек диаметром 90 мм необходимо к 2 мл раствора АБП добавить 18 мл разогретого до 50 °С жидкого агара. Чашки предварительно маркируют с указанием препарата и его концентрации. Очень важно тщательно перемешивать агар до того, как он начнёт застывать для равномерного распределения АБП по всей толще питательной среды. Перемешивание производят на горизонтальной поверхности последовательно плавными разнонаправленными круговыми движениями чашки. После приготовления чашек агар должен затвердеть в горизонтальном положении. Нельзя резко передвигать, переносить чашки до полного застывания агара. Параллельно с чашками Петри, содержащими растворы антибиотиков, для контроля роста готовят чашки Петри без антибиотиков. Чашки оставляют при комнатной температуре для застывания и подсушивания на 10 - 12 ч. Приготовленные указанным образом чашки Петри рекомендуется использовать немедленно, однако допускается хранение в запаянных полиэтиленовых пакетах при плюс 4°С - плюс 8°С в течение 5 суток. Необходимо учитывать, что некоторые бета-лактамные антибиотики (прежде всего, ампициллин, цефаклор, имипенем), особенно при низких концентрациях не выдерживают даже указанный срок хранения. Стабильность антибиотиков в приготовленных в лаборатории чашках Петри устанавливают экспериментально с использованием референтных штаммов [10].
Приготовление инокулюма и инокуляция
Конечная посевная доза исследуемого микроорганизма на поверхности питательной среды должна составлять 104 КОЕ. Поскольку коммерческие инокуляторы или стандартная бактериологическая петля диаметром 3,0 мм переносят 1 - 2 мкл жидкости, концентрация микроорганизмов в исходной суспензии должна быть 107 КОЕ/мл. Такую концентрацию можно получить при разведении стандартной микробной суспензии, соответствующей стандарту 0,5 по МакФарланду, в 10 раз. Полученную суспензию необходимо инокулировать на поверхность агара в течение 15 минут после приготовления, при этом образуется пятно диаметром 5 - 8 мм.
Для контроля качества приготовления суспензий периодически рекомендуется проводить подсчет реальных колониеобразующих единиц путем высева образца приготовленного инокулюма на неселективные питательные среды.
Инкубация
После инокуляции чашки оставляют при комнатной температуре для подсыхания, далее переворачивают и инкубируют при температуре 35 °С в течение 18 - 24 ч (в зависимости от вида тестируемого микроорганизма).
Учет результатов
Учет результатов проводят, поместив чашку на темную не отражающую свет поверхность. За МПК принимают концентрацию, вызвавшую полную ингибицию (подавление) видимого роста. Для дифференцировки нежного роста от налета, оставшегося после инокулята, в ряде случаев целесообразно использовать увеличение. Появление единственной колонии на чашке с концентрацией на 1 разведение выше, чем явная МПК, можно не учитывать. Результат оценки антибиотикочувствительности учитывают только при подтверждении чистоты культуры.
Контроль качества
При постановке методов серийных разведений в агаре необходимо проводить контроль роста культуры на чашке Петри с питательной средой, не содержащей АБП. Важнейшим требованием контроля качества является высев, использованной для инокуляции суспензии на плотную неселективную среду для подтверждения чистоты культуры. Каждая партия тестируемых штаммов сопровождается внутренним контролем качества исследования с использованием соответствующих контрольных (референтных) штаммов.
Общие замечания по методам серийных разведений
Методы серийных разведений являются наиболее точными и информативными, их постановка в практических лабораториях сопряжена со значительными методическими трудностями. Речь идет о необходимости использования антибиотиков с известным уровнем активности, строгого соблюдения режимов хранения,  выполнения контроля качества питательных сред, трудоемкости приготовления рабочих растворов антибиотиков. Использование коммерческих тест-систем на основе метода микроразведений позволяет избегать трудоемких процедур по стандартизации подготовительных этапов, но при этом обеспечивает получение достоверных количественных результатов по уровню антибиотикорезистентности.  
Е-тесты - определение чувствительности к АМП
E-тест - это пластиковая полоска со стабильным градиентом из 15 концентраций антимикробного препарата, нанесенным с использованием инновационной технологии сухой химии. E-тест применяется для определения минимальной ингибирующей концентрации (МИК) антибиотиков, противогрибковых и противотуберкулезных препаратов. В настоящее время доступен спектр более чем 100 антимикробных препаратов для тестирования как аэробных бактерий, так и прихотливых микроорганизмов, грибов и микобактерий [10].
E-тест применяют для определения МИК для прихотливых, медленно растущих или требующих сложных условий культивирования микроорганизмов и назначения лечения в случаях с особо тяжелыми или специфическими инфекциями:
-определение/подтверждение специфической устойчивости фенотипов, таких как b-лактамазы расширенного спектра действия (БЛРС), метало-b-лактамазы (МБЛ), AmpC и GISA\hGISA;
-определение низкого уровень резистентности;
-тестирование активности применяемых в ежедневной практике или новых, недавно выпущенных, антимикробных препаратов;
-подтверждение сомнительных результатов, полученных при определении чувствительности к антибиотикам.
E-тест обеспечивает высокую клиническую значимость для:
-подтверждения эффективности и коррекции антимикробной терапии;
-рационального использования антимикробных препаратов в хозяйстве;
-принятия решения в выборе препарата и его дозировки (фармакокинетика/фармакодинамика) для животных с ослабленным иммунитетом.
Принцип применения E-теста заключается в следующем:
-на специальную пластиковую полоску последовательно наносятся разные дозировки антибиотика (от маленькой к большой), что позволяет достоверно установить их противомикробную активность; 
-процедура выполняется поэтапно;
-градуированные полоски с нанесенным в разной концентрации антибиотиков  укладываются на инокулированную чашку вручную или, используя специальные приспособления (на питательную среду, где заранее засеян исследуемый штамм);
-после инкубационного периода создается овальный участок, где происходит подавление роста бактерий;
-в зоне, где эллипс задержки роста микроорганизма пересекает шкалу значений, считываются результаты значений минимально ингибирующих концентраций (МИК), которые могут использованы для определения оптимальной схемы лечения пациента.
Используют Е-тесты, чтобы достоверно оценить антибиотикорезистентность микроорганизмов. Все мировые лаборатории успешно применяют такой способ. Метод нашел широкое использование для изучения резистентности в различных диагностических и испытательных учреждениях. Е-тестирование – это количественное определение минимальных ингибирующих концентраций препаратов, необходимых для лечения, имеющих противогрибковую, антибактериальную направленность для блокирования инфекций и вирусов, что особо необходимо для животных, у которых заболевание протекает с осложнениями. Разработаны и применяются более сотни разнообразных медикаментов, которые можно протестировать в отношении многих аэробных бактерий и патогенных микроорганизмов.
Посредством E-теста можно установить наиболее рациональное применение препаратов антибиотического ряда, чтобы получать эффективные результаты для лечения.
В существующем каталоге Биомерье (2013 года) указан полный список E-тестов по ста наименованиям, которые являются:
-противобактериальными;
-антигрибковыми;
-противотуберкулезными;
-устанавливающие полирезистентность.
Рекомендации по подбору антибиотиков для включения в исследование различных микроорганизмов
Антибиотики разделены на 2 группы: подлежащие изучению в первую очередь (группа А) и дополнительные (группа В). Основу для выбора антибиотиков, подлежащих включению в исследование, составляют данные о природной устойчивости или чувствительности отдельных микроорганизмов или их групп, о распространении среди них приобретенной резистентности, а также о терапевтической эффективности антибиотиков. В исследование нужно включать антибиотики, которые обладают природной активностью в отношении выделенных микроорганизмов и терапевтически подтвержденной эффективностью при соответствующих инфекциях. Для значительной части клинически значимых микроорганизмов рациональный выбор препаратов, подлежащих включению в исследование, можно осуществлять на основании предварительной групповой идентификации до уровня семейства или рода. 
Учитывая значительное количество клинически доступных антибиотиков, используемых в ветеринарной практике, особенности этиологической структуры конкретных нозологических форм инфекционных болезней сельскохозяйственных животных и распространение резистентности у микроорганизмов, рекомендовать универсальные наборы антибиотиков не представляется возможным. Формирование стандартных наборов антибиотиков, используемых для изучения антибиотикочувствительности микроорганизмов, актуальная задача ветеринарных микробиологов.  
Кроме спектра антибактериальной активности антибиотиков необходимо учитывать особенности эпизоотической ситуации, тактики терапии в конкретном хозяйстве, на ферме, а также локализацию и тяжесть инфекции. Например, при тяжелых и крайне тяжелых генерализованных инфекциях у животных нецелесообразно изучать устойчивость к пероральным антибактериальным препаратам и бактериостатикам.
Оценка антибиотикочувствительности бактерий семейства Enterobacteriaceae
Представителей семейства Enterobacteriaceae рассматривают в качестве ведущих этиологических агентов инфекционных болезней молодняка [11].    Представители семейства являются возбудителями колибактериоза и сальмонеллезов молодняка, наносящих огромный экономический ущерб животноводству. Бактерии группы протея, относящегося к семейству Enterobacteriaceae, осложняют бактериальные и вирусные инфекции у животных. Для энтеробактерий характерно разнообразие механизмов резистентности к антибиотикам. Целесообразность формирования набора дисков с антибиотиками для изучения чувствительности энтеробактерий определяется их природной чувствительностью к препаратам. Набор дисков для энтеробактерий следует формировать на основании определения их родовой и видовой принадлежности. Для определения чувствительности необходимо выделить чистую культуру возбудителя из патологического или биологического материала от животных, провести его идентификацию на основании изучения биологических свойств и биопробы на лабораторных животных [13,14,15]. Оптимальным методом определения антибиотикочувствительности энтеробактерий является диско-диффузный метод, рекомендованный EUCAST.
Для проведения контроля качества используется штамм Escherichia coli АТСС 25922. Контроль качества препаратов, не имеющих контрольных диапазонов для данного штамма, контроль ингибирующего компонента дисков с комбинациями бета–лактамов и ингибиторов бета-лактамаз проводится в соответствии с таблицами контроля качества EUCAST [8].
Для определения чувствительности к антибиотикам энтеробактерий, в том числе сальмонелл и эшерихий, рекомендуется использовать диски с антибиотиками 1-го ряда и дополнительные препараты.  
Препараты 1-го ряда.
Ампициллин - представитель группы аминопенициллинов. Получаемые результаты можно полностью экстраполировать на амоксициллин.
Ингибиторозащищенный аминопенициллин - амоксициллин/клавуланат и ампициллин/сульбактам сходны по своим антибактериальным свойствам. Клавуланат более эффективный ингибитор β-лактамаз. Возможны отдельные случаи сохранения чувствительности к амоксициллину/клавуланату при устойчивости к ампициллину/сульбактаму.
Цефотаксим, цефтриаксон. Оба цефалоспорина идентичны по своим антибактериальным свойствам. Результаты изучения чувствительности энтеробактерий к указанным антибиотикам необходимо оценивать, учитывая возможную продукцию микроорганизмами БЛРС. При подтверждении продукции БЛРС все цефалоспорины необходимо рассматривать как клинически недостаточно эффективные независимо от конкретных результатов тестирования.
Гентамицин. Результаты, получаемые при оценке чувствительности к гентамицину, нельзя экстраполировать на другие аминогликозиды. 
Фторхинолоны. Применительно к бактериям семейства Enterobacteriaceae существенных различий в уровне антибактериальной активности между ципрофлоксацином, офлоксацином, норфлоксацином и новыми фторхинолонами нет. Между указанными препаратами наблюдается полная перекрестная резистентность. Выбор конкретного фторхинолона для включения в исследование должен основываться на местных условиях.
Дополнительные препараты. Включение в набор для исследования дополнительных антибиотиков обусловлено тяжестью инфекции. В случае тяжелых инфекций у животных целесообразно включать следующие антибиотики:
Карбопены. Устойчивость бактерий семейства Enterobacteriaceae встречается очень редко и носит перекрестный характер между отдельными представителями семейства, в исследование достаточно включать лишь один антибиотик.
Цефипим - антибиотик обладает большей устойчивостью к хромосомным β-лактамазам. В сравнении с цефалоспоринами III поколения, может также сохранять активность к продуцентам БЛРС.
Цефоперазон/сульбактам, тикарциллин/клавуланат. Препараты могут сохранять активность в отношении части продуцентов БЛРС.
Амикацин. К амикацину чувствительны штаммы, устойчивые к гентамицину. Оценивать чувствительность Enterobacteriaceae к другим аминогликозидам нецелесообразно.
Цефалоспорины II поколения и оральные цефалоспорины II и III поколений. Выбор конкретных антибиотиков определяется локальными особенностями ветеринарной практики. 
Левомицетин (хлорамфеникол)
Тетрациклины
Оценка антибиотикочувствительности бактерий рода Staphylococcus
Препараты 1-го ряда β-лактамные антибиотики. Препаратами выбора для лечения стафилококковых инфекций являются β-лактамные антибиотики. Устойчивость стафилококков к β-лактамным антибиотикам связана с продукцией β-лактамаз или с наличием дополнительно пенициллиносвязывающего белка - ПСБ2а. Выявление и дифференциация механизмов резистентности позволяет надежно прогнозировать эффективность всех клинически доступных β-лактамов непосредственно, не оценивая чувствительность к ним. Необходимо учитывать закономерности: штаммы рода Staphylococcus, не обладающие резистентностью, чувствительны к β-лактамным антибиотикам. β-лактамазы стафилококков способны гидролизировать природные и полусинтетические пенициллины. Бензилпенициллин – показательный препарат для природных амино-, карбокси- и уреидопенициллинов. Штаммы стафилококков, обладающие ПСБ2а, клинически устойчивы ко всем β-лактамным антибиотикам. Маркером наличия ПСБ2а является устойчивость к оксациллину и метициллину. Оценка антибиотикочувствительности бактерий рода Staphylococcus к β-лактамным антибиотикам основывается на двух тестах: оценка чувствительности к бензилпенициллину (детекция продукции β-лактамаз); оценка чувствительности к оксациллину (детекция продукции ПСБ2а или кодирующего его гена mecA).
Оценка чувствительности к бензилпенициллину Оценка чувствительности бактерий рода Staphylococcus к бензилпенициллину проводится диско-диффузным методом. На границе зоны ингибиции роста вокруг диска с оксацилллином бактериологической петлей забирают незначительное количество культуры и наносят на предварительно увлажненный диск с нитроцефином. Диск выдерживают при комнатной температуре 1 час. Появление красного окрашивания свидетельствует о продукции исследуемым штаммом β-лактамазы. Штамм, продуцирующий β-лактамазу, принимают как устойчивый к природным и полусинтетическим пенициллинам (за исключением оксациллина), независимо от конкретных результатов тестирования к перечисленным антибиотикам. 
При постановке диско-диффузного метода необходимо использовать диски, содержащие 1 мкг оксациллина; при регистрации результатов учитывать даже единичные мелкие колонии стафилококков, обнаруженные в зонах ингибиции роста. 
При выдаче результатов изучения стафилококков и рекомендаций по лечению животных необходимо руководствоваться следующими правилами.
1. При отсутствии беталактомазообразования и чувствительности к оксациллину средства выбора лечения: природные антибиотики и аминопенициллины.
2.  При наличии беталактомазообразования и чувствительности к оксациллину средства выбора лечения: оксациллин, защищенные пенициллины, цефалоспорины I-II поколений. Эффективны также другие цефалоспорины и карбапенемы. 
3. При устойчивости к оксациллину: β-лактамные антибиотики противопоказаны; необходимо использовать препараты других групп, наиболее постоянной активностью характеризуются гликопептиды.   
Макролиды и линкозамиды. Макролиды и линкозамиды используют как альтернативные препараты для лечения стафилококковых инфекций. В исследование необходимо включать один из представителей 14- и 15-членных макролидов. 
Клиндамицин. Полная перекрестная резистентность между 16-членными маколидами и линкозамидами. Приведенный выбор препаратов определяется закономерностями перекрестной резистентности между антибиотиками указанных групп. 
Фторированные хинолоны. Появление фторхинолонов с повышенной активностью (левофлоксацин, спарфлоксацин и моксифлоксацин) в отношении грамположительных микроорганизмов существенно повысило роль этих препаратов в лечении стафилококковых инфекций.
Ванкомицин – один из препаратов выбора (наряду с оксазолидонами) для лечения животных, инфицированных оксациллинрезистентными штаммами. Данные об устойчивости стафилококков к гликопептидам требуют внимательного отношения к оценке результатов исследования.
Дополнительные результаты. Антистафилококковой активностью обладают следующие препараты: котримоксазол, аминогликозиды, хлорамфеникол, фузиевая кислота, тетрациклины, рифампицин. Эффективность этих препаратов в лечении стафилококковых инфекций, вызываемых метициллинчувствительными штаммами, невелика, так как они уступают β-лактамам. 
Оксазолидоны. Антибиотики этой группы - важное достижение в лечении инфекций, вызываемых оксациллинрезистентными штаммами, в том числе и устойчивыми к гликопептидам. 
На практике необходимо учитывать некоторые особенности при интерпретации результатов, полученных in vitro; так, при детекции устойчивости к гентамицину выделенный штамм следует рассматривать как устойчивый ко всем аминогликозидам. Рифампицин, котримоксазол и фузиевую кислоту нельзя рекомендовать как средство монотерапии из-за высокой частоты селекции резистентности в процессе лечения. 
Формировать конкретный выбор антибиотиков для оценки чувствительности к ним стафилококков наиболее целесообразно на основании данных о частоте распространения метициллрезистентности. При отсутствии или низкой частоте метициллинрезистентности достаточно ограничится оценкой чувствительности к оксациллину, макролидам и ещё к 1-2 препаратам, реально применяемым в хозяйстве для лечения стафилококковых инфекций у животных. В случае высокой частоты распространения метициллинрезистентности в исследование необходимо включать достаточно широкий круг антибиотиков.

7 Рекомендации по рациональному использованию антибиотиков в животноводстве
Открытие антибиотиков в 1940 году кардинально изменило медицину и ветеринарию, спасло миллионы жизней. Но в процессе естественного процесса адаптации микроорганизмы становятся устойчивыми к антимикробным препаратам. Микробная резистентность у животных оказывает существенное влияние на лечение инфекционных заболеваний у людей. Рациональный подход к использованию антибиотиков у животных важен для сохранения их активности в медицине человека. Чрезмерное или неправильное использование антимикробных препаратов значительно увеличивает скорость возникновения микробной устойчивости. При этом имеющиеся противомикробные препараты теряют свою эффективность, а новые препараты разрабатываются все в меньшем количестве и многие инфекции вновь становятся опасными для жизни людей.
Для сдерживания роста антибиотикорезистентности возбудителей инфекционных болезней сельскохозяйственных животных и птицы необходимо научно – обоснованно использовать антибиотики в ветеринарии и сельском хозяйстве, прекратить их бесконтрольное и массовое применение.
В настоящее время целесообразность применения антибиотиков в ветеринарии практическими ветеринарными специалистами в достаточной степени признана. Однако методы и формы применения антибиотиков до сих пор не регламентированы. Это приводит к использованию крайне разнообразных методов лечения антибиотиками при одних и тех же заболеваниях, что способствует лишним затратам и формированию антибиотикорезистентных популяций микроорганизмов [16].
Для сдерживания роста антибиотикорезистентности возбудителей болезней необходимо:
- проводить специфическую профилактику инфекционных заболеваний животных, основанную на поголовной ежегодной вакцинации животных;
- совершенствовать систему противоэпизоотических мероприятий и эпизоотологического надзора за инфекционными заболеваниями у животных;
- проводить эпизоотический мониторинг по инфекционным болезням сельскохозяйственных животных и птицы;
- совершенствовать практику применения противомикробных препаратов в ветеринарии, сельском хозяйстве и аграрном секторе.
Для предотвращения возникновения антибиотикорезистентности необходимо использовать для лечения животных антибиотик, к которому проявляет чувствительность возбудитель инфекционного заболевания. Не допускать бесконтрольного и необоснованного применения антибиотиков при лечении животных. Сначала нужно выделить и идентифицировать возбудителя заболевания. С этой целью из патологического или биологического материала от животных делают посевы на жидкие и плотные питательные среды, в случае необходимости – на дифференциально диагностические среды. Выделенные культуры микроорганизмов идентифицируют на основании изучения биологических свойств (культурально-морфологических, биохимических, антигенных, генетических), а также постановки биопробы на лабораторных животных. Идентифицированные культуры до рода и вида, не контаминированные посторонней микрофлорой, необходимо проверять на чувствительность к антибиотикам и на основании полученных результатов проводить лечебные мероприятия. Успех ветеринарных мероприятий зависит от результатов изучения и интерпретации антибиотикочувствительности микроорганизмов. Правильное применение антибиотиков в ветеринарии позволит в короткие сроки вылечить животных от инфекционного заболевания (достаточно нескольких инъекций правильно подобранного антибиотика), предотвратить переход заболевания в хроническую форму, не допустить формирования бактерионосительства у животных.
Обладая специфическим механизмом действия, антибиотики избирательно подавляют развитие тех или иных патогенных микроорганизмов. Подавляя развитие патогенных микроорганизмов и, стимулируя защитные силы животного организма, антибиотики показали высокую эффективность действия при лечении и профилактике многих инфекционных заболеваний сельскохозяйственных животных. 
В связи с многолетним массовым применением антибиотиков для стимуляции роста сельскохозяйственных животных выяснилось, что при длительном применении в хозяйстве одного и того же антибиотика эффект его действия постепенно снижается. Снижение ростового действия антибиотиков коррелирует с накоплением в желудочно-кишечном тракте животных антибиотикоустойчивых штаммов микроорганизмов. Например, обнаружено, что добавка антибиотиков в корм животных значительно повышает резистентность кишечной палочки к используемым препаратам, наряду с этим снижается их ростостимулирующее действие. Фактор устойчивости к антибиотикам передается другим чувствительным микроорганизмам, в том числе и патогенным. Устойчивость микроорганизмов к используемым антибиотикам повышается довольно быстро. Через 5 дней после начала применения стрептомицина его концентрация, угнетающая рост выделенных микроорганизмов, составляла 10 - 58,5 мкг/мл, через 15 дней она повысилась до 58,5 - 117 мкг/мл, а через 45 - 60 дней для подавления роста требовалось уже от 117 до 936 мкг/мл. Применение антибиотиков широко распространено, устойчивые к ним формы микроорганизмов встречаются очень часто. Устойчивость в той или иной степени у большинства бактерий наблюдается в отношении почти всех применяющихся антибиотиков. Способность микроорганизмов образовывать устойчивые формы значительно снижает эффективность применения антибиотиков в ветеринарии.
Основные правила использования антибиотиков:
1. Антибиотики высокоэффективны только при правильном (рациональном) применении. Главным при рациональном использовании антибиотиков является правильное определение показаний для их применения. Прежде всего выбор антибиотиков должен ориентироваться на эффективность его при данной болезни. Непосредственным требованием для рациональной и интенсивной терапии, особенно бактериальных инфекций, является определение микробиологическим путем чувствительности возбудителя к применяемым антибиотикам. 
Основные принципы рациональной антибиотикотерапии: постановка диагноза, выбор наиболее эффективного антибиотика или сочетаний антибиотиков, метода введения, а также определение терапевтической дозы, интервалов между введениями и продолжительности лечения. В каждом случае применение антибиотиков должно быть основано на знании течения инфекционного процесса, антибактериального спектра препаратов и чувствительности возбудителя заболевания к антибиотикам. Несоблюдение основных положений рациональной антибиотикотерапии может привести к резкому снижению или отсутствию лечебного эффекта, а в отдельных случаях необоснованное применение антибиотиков может оказаться вредным для животного.
2 В хозяйствах, неблагополучных по инфекционным болезням, в период вспышки заболевания, наряду с лечением больных животных, антибиотики применяют также подозрительным в заражении или условно здоровым группам животных и птицы для профилактики у них заболеваний. Одновременное применение антибиотиков с лечебной и лечебно-профилактической целями позволяет быстрее и с меньшими потерями ликвидировать энзоотическую вспышку болезни или сократить появление новых случаев заболевания.
3 Антибиотики дозируют на 1 кг веса животного в единицах действия (ЕД) или в весовом (мкг) выражении. Мелким животным и птице дозу назначают также из расчета на одно животное. Молодняку животных и птицы необходимо применять более высокие дозы из расчета на 1 кг веса, чем взрослым, в связи с тем, что у них антибиотики быстрее выделяются из организма. Антибиотики применяют в форме порошка, таблеток, раствора, суспензии, эмульсии, мази и других форм. 
4 Метод введения антибиотиков зависит от заболевания, характера его течения, состояния больного животного, его вида и возраста, а также от свойств препарата, его лекарственной формы. Продолжительность лечебного и профилактического применения антибиотиков зависит от эпизоотической ситуации, санитарного состояния ферм, используемого препарата и других условий. Средняя продолжительность непрерывного курса применения антибиотиков в лечебных целях 7 дней, в лечебно-профилактических - 10 дней.
5 Антибиотики могут быть применены перорально, парентерально (внутримышечно, подкожно, внутрикожно, внутривенно, внутриартериально), внутрь полостей (внутрибрюшинно, внутриматочно, внутривымянно, интраплеврально, интратрахеально, интраартикулярно) и наружно. При пероральном использовании в лечебных и профилактических целях антибиотики назначают индивидуально и группам животных с кормом, водой, молоком (молозивом). Лактирующим животным, от которых молоко используют для пищевых целей, антибиотики пролонгированного действия применять парентерально не рекомендуется.
6 Антибиотики добавляют к кормам после их обработки и подготовки к скармливанию (проваривание, запаривание, дрожжевание и т.п.). В целях равномерного распределения препарата в кормах его добавляют в виде раствора, водной взвеси или в порошке, предварительно смешав с небольшим объемом корма, после чего корма должны быть тщательно размешаны. При пониженном аппетите у животных (птицы) профилактическую дозу антибиотика дают животным с таким количеством корма, которое будет съедено за один прием.
7 При выборе антибиотика необходимо учитывать спектр его действия, способность всасываться, распределяться и выделяться из организма животного, а также проникать в пораженные патологическим процессом органы и ткани, в места локализации возбудителя заболевания. При пероральном введении антибиотики феноксиметилпенициллин, оксациллин, ампициллин, хлортетрациклин, окситетрациклин, тетрациклин и их производные, эритромицин, олеандомицин, левомицетин, новобиоцин, гризеофульвин и другие хорошо всасываются в кровь и проникают в органы и ткани. Другие производные бензилпенициллина (калиевая, натриевая, новокаиновая соли, бициллины) при приеме внутрь разрушаются в желудочно-кишечном тракте. Стрептомицины, неомицин, канамицин, мономицин, полимиксин, нистатин, леворин, трихомицин, амфотерицин В, фумагиллин при приеме внутрь практически не всасываются из желудочно-кишечного тракта, не поступают в органы, ткани и поэтому их не рекомендуют назначать при септических и общих заболеваниях.
8 Антибиотики используют как в отдельности, так и в сочетаниях. При сочетанном применении двух или более антибиотиков целесообразно подбирать препараты, обладающие синергидным действием. При соответствующих показаниях антибиотики применяют комбинированно с гипериммунными сыворотками, сульфаниламидными, нитрофурановыми и другими химиотерапевтическими препаратами, а также с витаминами, микроэлементами, аминокислотами, ферментами и др. В необходимых случаях назначают соответствующее симптоматическое лечение (сердечные, тонизирующие, стимулирующие и другие средства), применяют физиотерапевтические методы, а также устанавливают диетическое кормление. При продолжительном лечении животных антибиотиками необходимо применять витамины. После курса лечения антибиотиками при желудочно-кишечных болезнях следует применять пробиотические бактериальные препараты АБК, ПАБК, ацидофилин и др.
9 Больных животных и птиц подвергают лечению антибиотиками независимо от сроков вакцинации против инфекционных заболеваний. При применении антибиотиков в период иммунизации живыми бактериальными вакцинами леченых животных подвергают повторной вакцинации согласно наставлениям по применению соответствующих биопрепаратов.
10 При применении антибиотиков в борьбе с заболеваниями сельскохозяйственных животных следует полностью выполнять ветеринарно-санитарные, зоотехнические правила, а также все другие мероприятия, предусмотренные Ветеринарным Законодательством Республики Казахстан.
Таким образом, рациональное применение антибиотиков в животноводстве определяется выбором препарата с учетом диагноза, фармакологических свойств и спектра действия, определением чувствительности к нему микрофлоры, предупреждением развития повышенной устойчивости к антибиотику, строгим соблюдение периода выведения их из организма животных, установлением длительности их содержания в организме и влиянием на качество продукции животноводства и организм человека через продукты питания. 
Для сдерживания роста микробной резистентности к антибиотикам рекомендуется:
- ограничить использование антибиотиков, а при лечении животных, пораженных вирусными инфекциями и вовсе отказаться от них;
- применять прежде всего антибиотики с узким спектром действия для лечения животных при простых инфекциях, резервируя лекарства с широким спектром действия только для сложных инфекций;
- снизить использование антимикробных препаратов для стимуляции роста животных; 
- сократить использование у животных антимикробных препаратов, критически важных для медицины человека (колистин, фторхинолоны и цефалоспорины 3-го и 4-го поколения) [17]; 
- не применять антибиотики, на которые имеется ограничение или запрещенные вовсе к применению в ветеринарии и животноводстве [18];
- совершенствовать контроль за рецептурным отпуском антибиотиков и потреблением антибиотиков в сельском хозяйстве; 
- обеспечить наличие надлежащих систем сбора и утилизации неиспользованных лекарственных средств и отходов;
- фармацевтическим компаниям - расширить поиск новых противомикробных средств, которые после регистрации должны использоваться разумно во избежание появления устойчивых микробов;
- использовать информационные технологии и обзоры в каждом сообществе, что поможет профессионалам получать последние данные по устойчивости микроорганизмов в определённых экологических нишах. 
- Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ), Продовольственная и сельскохозяйственная организация ООН (ФАО), Международное эпизоотическое бюро (МЭБ) рекомендуют максимально снизить применение антибиотиков в животноводстве. В Евросоюзе многие страны отказались от использования кормовых антибиотиков для стимуляции роста животных. США, Китай и Россия продолжают активно скармливать их животным, а заодно и конечным потребителям. 
- Всемирная организация здравоохранения рекомендует использовать для подкормки животных антибиотики, не имеющие медицинской ценности.
В результате работ под руководством Красильникова Н. А. и. Леонова Н. И для использования в качестве стимуляторов роста животных был предложен ряд новых отечественных не применяющихся в медицине препаратов, таких, как витамицин, кормарин, кормогризин.
По классификации Управления по контролю за продуктами и лекарствами (FDA) США антибиотики, в зависимости от использования, могут быть разделены на три группы:
а) антибиотики для использования у людей и животных. Эта группа должна использоваться у животных только по терапевтическим показаниям и под присмотром ветеринара;
б) антибиотики для использования только у людей. Эти антибиотики не одобрены для использования у животных;
с) антибиотики для использования только у животных. Эти антибиотики были разработаны для лечения только животных и не используются у людей.
По рекомендациям МЭБ, ФАО и ВОЗ использование антибиотиков ветеринарного назначения должно строго контролироваться, их должны выписывать только ветврачи, чтобы снизить использование антибиотиков без создания угрозы для здоровья и продуктивности поголовья, предприятиям необходимо активно работать над оптимизацией биобезопасности и гарантировать высокие стандарты кормления и благополучия животных.
Антибиотики должны использоваться только в дополнение и никогда не вместо хорошей практики животноводства, гигиены, программы биобезопасности и вакцинации.

8 Правила оформления документов на отобранные пробы патологического и биологического материала от животных, а также проб мясной продукции
Любое предположение на инфекционную болезнь должно сопровождаться комплексом первичных противоэпизоотических мероприятий.
Все объединенные пробы должны быть зарегистрированы в журнале и пронумерованы. На каждую пробу должно быть заполнено сопроводительное письмо в соответствии с правилами. Способ идентификации образцов должен исключать возможность изменения данных о пробе. Этикетка может быть упакована вместе с пробой. Специалисты, осуществляющие отбор проб, составляют акт отбора проб в трех экземплярах. Первый экземпляр акта отбора проб предназначен для отправки в аккредитованную лабораторию. Второй экземпляр акта отбора проб хранится у специалиста организации, проводившего отбор проб, не менее двух лет. Третий экземпляр акта отбора проб остается у производителя (поставщика) продукции или его представителя. В Акте отбора проб обязательно делают отметку о месте хранения контрольных проб. Аккредитованная лаборатория, уполномоченная организация, владелец продукции или его представитель, осуществляющие хранение контрольной пробы, обеспечивают соблюдение условий и сроков ее хранения. В случае если контрольный образец не был выделен при отборе проб, специалист, проводивший отбор проб, обязан сделать в Акте отбора проб соответствующую отметку. В этом случае в аккредитованной лаборатории, проводящей исследование, обязаны из каждой представленной средней пробы выделить лабораторную и контрольную пробы. Контрольную пробу упаковывают в сейф-пакет и хранят с соблюдением условий и сроков хранения. При недостаточной для выделения контрольной пробы массе средней пробы, поступившей на исследование, составляют соответствующий акт, копию которого необходимо направить в адрес специалиста (организации), проводившего отбор проб, не позднее 12 часов с момента получения проб.
На взятый патологический материал ветеринарный врач составляет сопроводительный документ (форма 3). В документе необходимо указать также эпизоотическую ситуацию хозяйства, лечили животное или нет, если лечили, то какими препаратами, как законсервирован материал; число отправленных упаковок с пробами.
На отобранный патологический материал ветеринарный врач составляет сопроводительный документ (форма 3). В документе необходимо указать также эпизоотическую ситуацию хозяйства, лечили животное или нет, если лечили, то какими препаратами, как законсервирован материал; число отправленных упаковок с пробами. 
На каждую пробу, отправляемую для исследования в лаборатории, составляется сопроводительное письмо по установленной форме. Все пробы, поступившие в лабораторию для исследования, регистрируются в журнале приёма проб. При доставке проб в лабораторию на отобранные пробы заполняется акт отбора проб.
Применение антибиотиков в ветеринарии регламентируется инструкцией и наставлением по применению, где указаны:
-описание препарата;
-преимущества;
-состав;
-фармакологические свойства;
- показания и противопоказания к применению;
-дозировка и способ применения;
-ограничения (сроки убоя животных на мясо и сроки использования молока в пищевых целях, запрет на применение дойным, беременным животным, а также истощенным и ослабленным животным, одновременное применение с другими лекарственными средствами, совместимость с другими антибиотиками);
- срок годности препарата.


Образец
Сопроводительное письмо
(патологический материал)
№11 от «15» июня 2020 года

Направляется патологический материал в
В ТОО «КазНИВИ», г. Алматы, пр. Райымбека, 223 
______________________________________________________________________________________________________
(наименование ветеринарной лаборатории)
Направляется для исследования на:_________________________________ 
_______________________________________________________________
Патологический материал ________________________________________
(наименование патологического материала, вид животного)
_______________________________________________________________
Патологический материал принадлежит 
______________________________________________________________
(фамилия, имя, отчество (при наличии) физического лица, наименование юридического лица)
____________________________________________________________________________
Дата заболевания _______________  
_____________________________________________________________________________

Дата падежа ______________________________________________________  
_____________________________________________________________________________

Клиническая картина _______________________________________________
_______________________________________________________________
_______________________________________________________________
Данные патологоанатомического вскрытия _____________________  _______________________________________________________________ _______________________________________________________________

Направлен на исследование на какую инфекцию __________________ ______________________________________________________________

Дата отправки материала ______________
Должность ____________________ Подпись ______________

                                                                                                                  
                                                                                                                   Форма 3

В ______________________________ ветеринарную лабораторию
Адрес_____________________________________________
При этом направляется для ______________________________
Патологический материал (перечислить какой) _____________________
______________________,     принадлежащего____________________
(вид и возраст животного)                               (название хозяйства, фермы)
Дата заболевания животного _______________________________
Дата падежа ________'_________________________________
Клиническая картина ____________________________________
Данные патологоанатомического вскрытия _______________________
Предположительный диагноз _______________________________
Дата отправления материала ______________________________
Ф.И.О., должность ____________________Подпись ______________



Акт отбора образцов продукции № 


От «__» ___________2020 года
        Место отбора: ____________________________________________________________
       Акт составлен ____________________________________________________________
С участием _________________________________________________________
Вид биоматериала _________________________________________________________  
Вид исследования _________________________________________________________  
Наименование метода _________________________________________________________ 
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	Итого: 



Отбор проб проведен: 
____________________
____________________
                                                                                                        
(Ф.И.О., должность и подпись)                                                                                      
	
Пробу в лабораторию сдал: _______________
(Ф.И.О., должность)

	
Пробу в лабораторию принял: _____________________
(Ф.И.О., должность) 

«___» ___________2020 год
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