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Из-за постоянного использования антимикробных препаратов в последние десятилетия 
резко обострилась проблема появления мультирезистентных штаммов. Инфекции, вызванные 
Staphylococcus aureus, наиболее распространены у высокопродуктивных животных молочного 
направления. Целью нашей работы было оценить фенотипическую устойчивость штаммов Staphy-
lococcus aureus, выделенных из молока коров, к основным антибактериальным препаратам, ис-
пользуемым для лечения различных форм мастита на территории Российской Федерации, а так-
же определить их минимальные ингибирующие концентрации (MIC, MIC50 и MIC90). Пробы 
молока отбирали в хозяйствах Центрального региона России в период с января по декабрь 2018 
года от коров черно-пестрой голштинизированной породы. Всего было исследовано 314 образцов 
молока и выделено 447 потенциальных изолятов стафилококков. Все изоляты оценивали обще-
принятыми фенотипическими методами. Только 103 удовлетворяли всем критериям идентифика-
ции и использовались для последующего анализа. Тестирование чувствительности выделенных 
штаммов проводили диско-диффузным методом (ДДМ) к следующим антибиотикам: пеницилли-
ну (Pen, 10 ЕД), оксациллину (OX, 10 мкг), гентамицину (GN, 10 мкг), эритромицину (ER, 15 
мкг), линкомицину (LN, 15 мкг), рифампицину (RF, 5 мкг), ципрофлоксацину (CP, 5 мкг), ван-
комицину (VA, 30 мкг), фузидину (FZ, 10 мкг) (ЗАО «Научно-исследовательский центр фармако-
терапии», Россия) на среде Mueller Hinton Agar («HiMedia Laboratories Pvt. Ltd.», Индия). Ми-
нимальные ингибирующие концентрации (MIC, MIC50, MIC90) и LD50 определяли методом 2-
кратных (Log2) серийных разведений (от 64 до 0,125 мг/л) антибиотиков (пенициллин, эритро-
мицин, гентамицин, ципрофлоксацин) в среде TSB с инокулюмом 5½105 КОЕ/мл. Инкубирова-
ние осуществляли при 37 С в течение 20 ч на качалке (220 об/мин). Рост культур в среде TSB с 
антибиотиками оценивали при пересеве на среду Baird Parker Agar («HiMedia Laboratories Pvt. 
Ltd.», Индия). Результаты интерпретировали по рекомендации The European Committee on Antimi-
crobial Susceptibility Testing (EUCAST). Наивысшая степень устойчивости наблюдалась к эритро-
мицину (82,5 %) и фузидину (75,7 %). Из 103 штаммов 7 были чувствительны ко всем исследу-
емым антибиотикам, 96 изолятов оказались устойчивы по крайней мере к одному из них. При 
оценке множественной устойчивости (MAR) 65 (63,1 %) штаммов оказались резистентны к 
четырем и более антибиотикам. Преобладающими фенотипами для выделенных изолятов были 
ER  + LN + FZ и ER + CP (58,3 % и 47,6 % изолятов). Из 47 изолятов, устойчивых к пеницил-
лину по ДДМ, 31 штамм продемонстрировал рост при концентрациях пенициллина  64 мг/л, при 
этом в диапазоне  1,0 мг/л рост наблюдался у 33,0 % штаммов. Из 85 изолятов, устойчивых к 
эритромицину, 15 проявляли рост при MIC  64 мг/л, в диапазон MIC  0,5 мг/л попали только 
7 штаммов из 18 чувствительных по ДДМ. Из 103 исследуемых штаммов 29 (28,2 %) были 
устойчивы к гентамицину по ДДМ и 72 (60,2 %) проявляли рост при MIC  0,5 мг/л, а 5 штам-
мов — при MIC  64,0 мг/л. Из 49 устойчивых по результатам ДДМ штаммов только у двух 
наблюдался рост при MIC  64 мг/л. Важно отметить, что величина MIC50 не находилась в 
восприимчивом диапазоне ни для одного из исследуемых антибиотиков, а MIC90 показала воспри-
имчивый диапазон для пенициллинов, аминогликозидов и фторхинолонов — соответственно > 0,5; 
> 0,25 и > 0,25 мг/л. Высокая фенотипической устойчивости изолятов S. aureus из молока коров 
в нашем исследовании подчеркивают важность рутинного скрининга изолятов S. aureus на инду-
цибельную фенотипическую резистентность. 
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Формирование и распространение устойчивых бактерий — есте-
ственный и неизбежный процесс, однако его скорость напрямую зависит 
от селективного прессинга антибиотиков, выраженность которого, в свою 
очередь, определяется объемом применения этих препаратов как в меди-
цине, так и в сельском хозяйстве (животноводстве и ветеринарии) (1).  
Инфекции, вызванные Staphylococcus aureus, наиболее распространены у вы-
сокопродуктивных животных молочного направления. В связи с постоян-
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ным использованием антимикробных препаратов за последние десятиле-
тия резко обострилась проблема появления мультирезистентных штаммов, 
что делает актуальным вопрос антибиотикотерапии маститов. 

Группы макролидов, аминогликозидов и пенициллинов, включаю-
щие антибиотики бензилпенициллин, эриромицин, амоксициллин и ген-
тамицин, часто используются в лечении мастита коров на территории Рос-
сийской Федерации (2-4). Результаты исследований на чувствительность in 
vitro — важный инструмент при выборе наиболее эффективного антимик-
робного агента для терапевтического и профилактического вмешательства. 
Субингибирующие концентрации (суб-MIC) антибиотиков вызывают об-
ширные транскрипционные изменения в бактериальной клетке, влияют на 
адгезионную способность и развитие устойчивости к антибиотикам (5, 6). В 
этом случае антибиотики действуют как сигнальные молекулы и способны 
модулировать бактериальные фенотипы. Известно, что суб-MIC антибио-
тиков, основной механизм действия которых заключается в повреждении 
ДНК, усиливают мутации у бактерий. У S. aureus в присутствии макроли-
дов (эритромицин, кларитромицин и азитромицин) и -лактамных анти-
биотиков (пенициллин, оксациллин, цефалексин, цефалотин и ванкоми-
цин) индуцируется экспрессия генов, определяющих образование биопле-
нок (БП) (7-9). Цефалоспорины инициируют синтез белков, но не влияют 
на экспрессию генов системы Quorum Sensing (QS), модулирующей фор-
мирование БП (10, 11). Установленные биопленки устойчивы к распростра-
ненным противомикробным препаратам, что требует более эффективного 
подхода и развития стратегий по контролю БП в медицине и ветеринарии. 

Наличие репрезентативной выборки при проведении микробиоло-
гического анализа молока имеет первостепенное значение для постановки 
правильного диагноза (12). Механизмы развития антибиотикоустойчиво-
сти различны — от спонтанного продуцирования фермента и антимикроб-
ной избирательности клеточной стенки до efflux-систем (13, 14). Признаки 
устойчивости к антимикробным агентам кодируются генами, которые мо-
гут переноситься на бактериальной хромосоме, плазмидах, транспозонах 
или на генных кассетах, включенных в интегроны (15-17). У штаммов 
S. aureus показано присутствие генов устойчивости rpoB, blaZ, mecA (18), 
aacA-D, tetK, tetM, ermA (19, 20), msrA (21), linA, vatA, vatB, dfrA, gyrA, grlA, 
cat1 к антибиотикам групп ансамицины, пенициллины, аминогликозидам, 
тетрациклинам, макролид-линкозамид-стрептограминам В, линкозамидам, 
стрептограминамам и фторхинолонамам (22, 23). Устойчивые к пеницилли-
ну изоляты несут плазмидный ген blaZ, который кодирует -лактамазный 
фермент, называемый пенициллиназой (24, 25). 

У S. aureus появление и распространение устойчивости к пеницил-
линазе называют первой волной устойчивости, развитие устойчивости к 
метициллину — второй. Последняя опосредована наличием гена mecA, ко-
дирующего низкоафинный белок, который связывает пенициллин (PBP2a) 
(26). Устойчивость к хинолонам у S. aureus возникает поэтапно благодаря 
точечным мутациям (главным образом, в генах субъединицы GrlA топоизо-
меразы IV и субъединицы GyrA гиразы), а также экспрессии гена norA, ко-
дирующего белок NorA с функцией основного откачивающего насоса (NorA 
efflux pump). Изоляты S. aureus, устойчивые к аминогликозидам, продуци-
руют три типа аминогликозид-модифицирующих ферментов (AME) (27) — 
aminoglycoside-3-O-phosphoryltransferase III [aph(3)-III] (28), aminoglycoside-
4-O-phosphoryltransferase I [ant(4)-I] (29) и aminoglycoside-6-N-acetyltrans-
ferase/2O-phosphoryltransferase [aac(6')/aph(2)] (30), которые модифициру-
ют соответственно аминогликозиды канамицин, тобрамицин и гентами-
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цин (31, 32). Изучение устойчивости S. aureus к макролидам показывает, 
что erm, кодирующие рибосомальные метилазы, — наиболее часто встре-
чающиеся гены, определяющие устойчивость к эритромицину (33, 34).  

В настоящей работе впервые описана суточная динамика активно-
сти штаммов S. aureus из молока высокопродуктивных коров в среде с вы-
сокими концентрациями антибактериальных препаратов. Выявлена прямая 
корреляция между устойчивостью штаммов при оценке методом диско-
диффузии (ДДМ) и по минимальным ингибирующим концентрациям. 
Впервые представлены данные о комбинированной резистентности к ан-
тибиотикам у штаммов S. aureus, обнаруженных в молоке коров в Цен-
тральном регионе России. 

Нашей целью было оценить фенотипическую устойчивость штам-
мов Staphylococcus aureus из молока коров к основным антибактериальным 
препаратам, используемым для лечения мастита в Российской Федерации, 
и определить их минимальные ингибирующие концентрации (MIC, MIC50 
и MIC90). 

Методика. Пробы молока отбирали в хозяйствах Центрального ре-
гиона России в период с января по декабрь 2018 года от коров (Bos taurus 
taurus) черно-пестрой голштинизированной породы. Отбор осуществляли 
асептически в период доения (от каждого животного через 60-70 сут после 
отела). Образцы доставляли в лабораторию при температуре +4 С в тече-
ние 2 ч либо в замороженном состоянии при 20 С.  

Все изоляты оценивали общепринятыми фенотипическими мето-
дами: микроскопия колоний с окрашиванием по Граму; рост на среде 
Baird Parker Agar («HiMedia Laboratories Pvt. Ltd.», Индия); гемолиз на 
среде Azide Blood Agar Pronadisa («Conda», Испания); положительный ре-
зультат плазмокоагуляции (ЗАО «ЭКОлаб», Россия); биохимическая иден-
тификация с использованием микробиологических сред и панели API 20 
STAPH («BioMerieux», Франция). Штаммы для дальнейших исследований 
хранились в пробирках с Trypticase Soy Broth (TSB, «Merck», Германия) с 
добавлением 30 % стерильного глицерина («Sigma», США) при 18 С.  

Чувствительность штаммов к пенициллину (PEN, 10 ЕД), оксацил-
лину (OX, 10 мкг), гентамицину (GN, 10 мкг), эритромицину (ER, 15 мкг), 
линкомицину (LN, 15 мкг), рифампицину (RF, 5 мкг), ципрофлоксацину 
(CP, 5 мкг), ванкомицину (VA, 30 мкг), фузидину (FZ, 10 мкг) (ЗАО 
«Научно-исследовательский центр фармакотерапии», Россия) тестировали  
диско-диффузным методом (ДДМ) на среде Mueller Hinton agar («HiMedia 
Laboratories Pvt. Ltd.», Индия). Скрининг метициллин-резистентных изо-
лятов S. aureus (MRSA) осуществляли с использованием дисков с цефок-
ситином (CF, 30 мкг) (35).  

Минимальные ингибирующие концентрации (MIC, MIC50, MIC90) 
и LD50 антибиотиков определяли методом серийных разведений в среде 
TSB. Для этого из агаровой культуры готовили инокулюм исследуемых 
штаммов S. aureus с плотностью 0,5 по стандарту мутности МакФарланда 
(McFarland Standard). Антибиотики растворяли в физиологическом рас-
творе. Исследовали двукратные (Log2) серийные разведения антибиотиков 
(пенициллин, эритромицин, гентамицин, ципрофлоксацин) в концентра-
циях от 64 до 0,125 мг/л, которые готовили согласно методическим указа-
ниям (36). Тестирование проводили в объеме 1 мл каждого разведения ан-
тибактериального препарата (АБП) с исследуемым микроорганизмом в 
количестве примерно 5½105 КОЕ/мл. Инкубирование осуществляли при 
37 С в течение 20 ч на качалке при 220 об/мин. Рост культур в среде TSB 
с антибиотиками оценивали методом пересева на среду Baird Parker Agar. 
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Результаты интерпретировали по рекомендации The European Committee 
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (37).  

Биометрическую обработку проводили с использованием программ 
Microsoft Excel 2010, SAS версия 6.12 («SAS Institute», США). 

Результаты. Всего было исследовано 314 образцов молока от вы-
сокопродуктивных коров и выделено 447 потенциальных изолятов стафи-
лококков, из которых только 103 удовлетворяли всем критериям иденти-
фикации и использовались для последующего анализа. Эта степень за-
грязнения аналогична той, которую отмечали в исследованиях, проведен-
ных ранее в России (37, 38) и других странах (39-41). 

Наивысшая степень устойчивости изолятов S. aureus в условиях in 
vitro наблюдалась к эритромицину (82,5 %) и фузидину (75,7 %) (табл. 1). 
Только у 7 выделенных штаммов (6,8 %) выявили чувствительность ко 
всем исследуемым антибиотикам, тогда как 96 изолятов оказались устой-
чивы по крайней мере к одному из них. Другими авторами было установ-
лено очевидное развитие резистентности S. aureus к пенициллину, ампи-
циллину, эритромицину (40, 42, 43). 

1. Антибиотикочувствительность штаммов Staphylococcus aureus, выделенных из 
молока коров черно-пестрой голштинизированной породы в хозяйствах Цен-
трального региона Российской Федерации (2018 год) 

Антибиотик 
Концентрация 
препарата  

MSSA (n = 47) Общее число штаммов (n = 103) 
резистентные чувствительные резистентные чувствительные 

n % n % n % n % 
Pen 10 ЕД 47 100 0 0 47 45,6 56 54,4 
OX 10 мкг 0 0 47 100 0 0 103 100 
GN 10 мкг 20 42,6 27 57,4 29 28,2 74 71,8 
ER 15 мкг 41 87,2 6 12,8 85 82,5 18 17,5 
LN 15 мкг 31 66,0 16 34,0 61 59,2 42 40,8 
RF 5 мкг 30 63,8 17 36,2 49 47,6 54 52,4 
CP 5 мкг 37 78,7 10 21,3 49 47,6 54 52,4 
VA 30 мкг 0 0 47 100 0 0 103 100 
FZ 10 мкг 42 89,4 5 10,6 78 75,7 25 24,3 
CF 30 мкг 0 0 47 100 0 0 103 100 
П р и м е ч а н и е. Pen — пенициллин, OX — оксациллин, GN — гентамицин, ER — эритромицин, LN — 
линкомицин, RF — рифампицин, CP — ципрофлоксацин, VA — ванкомицин, FZ — фузидин, CF — це-
фокситин; MSSA — метициллин-чувствительные S. aureus. 

 

Во всем мире частота устойчивости стафилококков, связанная с 
продукцией -лактамазы, составляет от 55,7 до 92,6 % (44). В наших ис-
следованиях у 47 из 103 изолятов были обнаружены фенотипические при-
знаки устойчивости к -лактамным антибиотикам. Все 47 (45,6 %) штам-
мов оказались устойчивы к пенициллину (100 %), что согласуется с резуль-
татами D. Shi с соавт. (45), которые исследовали 206 штаммов S. aureus в 
Монголии, но противоречит данным F.M. Aarestrup с соавт. (46), которые 
отмечают низкую частоту (10 %) устойчивости к бензилпенициллину в 
Дании, Норвегии и Швеции. В другой части Европы доля резистентных к 
пенициллину изолятов варьировала от 23 до 69 % (47).  

Устойчивости к оксациллину и цефокситину у всех исследованных 
нами штаммов мы не обнаружили, что позволяет отнести их к метицил-
лин-чувствительным S. aureus MSSA. В случае MSSA считается, что пени-
циллин превосходит по действию оксациллин, но только если штаммы не 
продуцируют пенициллиназу (48). Среди 47 штаммов 12 (25,5 %) одновре-
менно обладали резистентностью к 7 антибиотикам (гентамицину, эрит-
ромицину, линкомицину, рифампицину, фипрофлоксацину и фузидину).  

Показано, что 100 % изолятов, выделенных из молока коров в 
Центральном регионе РФ, были восприимчивы к ванкомицину. Этот пре-
парат больше не используется в ветеринарной медицине во многих стра-
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нах, включая Россию, что может объяснять представленные результаты. 

2. Комбинированная резистентность к различным антибиотикам у штаммов 
Staphylococcus aureus, выделенных из молока коров черно-пестрой голштини-
зированной породы в хозяйствах Центрального региона Российской Федера-
ции (n = 103, 2018 год) 

Антибиотик 
Чувствительных в выборке 
n  % 

Pen + GN 20 19,4 
Pen + ER 41 39,8 
Pen + LN 31 30,1 
Pen + CP 37 35,9 
Pen + FZ 42 40,8 
ER + CP 49 47,6 
Pen + GN + ER 20 19,4 
Pen + GN + ER + LN 16 15,5 
Pen + GN + ER + LN + RF + CP + FZ 12 11,7 
ER + LN + FZ 60 58,3 
П р и м е ч а н и е. Pen — пенициллин, 10 ЕД; OX — оксациллин, 10 мкг; GN — гентамицин, 10 мкг; 
ER — эритромицин, 15 мкг; LN — линкомицин, 15 мкг; RF — рифампицин, 5 мкг; CP — ципрофлокса-
цин, 5 мкг; VA — ванкомицин, 30 мкг; FZ — фузидин, 10 мкг; CF — цефокситин, 10 мкг. 

 

Для 103 штаммов S. aureus были определены фенотипы множествен-
ной устойчивости (MAR) к антибиотикам (табл. 2). В результате 65 (63,1 %) 
штаммов оказались резистентны к четырем и более антибиотикам. Макси-
мальная частота комбинированной резистентности наблюдалась для эрит-
ромицина + линкомицина + фузидина (58,3 %) и эритромицина + ципро-
флоксацина (47,6 %). Штаммы, устойчивые к пенициллину, имели более 
высокую фенотипическую резистентность, чем устойчивые к другим анти-
биотикам. У 60 штаммов из 103 развилась множественная резистентность. 

3. Минимальные ингибирующие концентрации (MIC, мг/мл) для коагулазо-
положительных Staphylococcus aureus, выделенных из молока коров черно-
пестрой голштинизированной породы в хозяйствах Центрального региона 
Российской Федерации (n = 103, 2018 год) 

Анти-
биотик 

MIC  Число ингибированных изолятов для разных MIC  
MIC50 MIC90 ЦЗ ДЗ  64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25  0,125 

ER 0,5 0,25-1,0 15 10 27 14 10 9 11 3 4 0 > 16,0 > 1,0 
Pen 0,25-0,5 0,125-1,0 31 10 7 6 8 7 14 12 8 0 > 8,0 > 0,5 
GN 0,25 0,125-0,5 5 13 14 13 11 6 10 13 10 8 > 4,0 > 0,25 
CP 0,5-1,0 0,25-2,0 2 8 12 12 13 10 12 14 11 9 > 2,0 > 0,25 
П р и м е ч а н и е. ЦЗ — целевые значения, ДЗ — допустимые значения; ER — эритромицин, Pen — пе-
нициллин, GN — гентамицин, CP — ципрофлоксацин;  MIC50 и MIC90 — это концентрации, при которой 
погибало соответственно 50 и 90 % штаммов. Целевые значения рассчитаны The European Committee on 
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (49). Допустимые значения соответствуют ISO 20776-1: 2006 
(с обновлениями в соответствии с последней версией стандарта CLSI M100).  

 

Значения MIC для выделенных коагулазо-положительных штаммов 
S. aureus приведены в таблице 3. Поскольку разница в специфичности и 
чувствительности штаммов S. aureus к цефокситину при оценке методами 
MIC и ДДМ незначительна (2-3 %), что служит надежным предиктором 
резистентности к метициллину, исследования MIC для этого антибиотика 
не проводились (50). Из 47 изолятов, устойчивых к пенициллину по ДДМ, 
31 штамм продемонстрировал рост при концентрациях пенициллина  64 
мг/л, при этом в диапазоне  1,0 мг/л рост наблюдали у 33 % штаммов. 
Значения MIC50 и MIC90 для пенициллина составили > 8,0 и > 0,5 мг/л, 
что намного выше установленного стандарта для чувствительных штаммов. 
Высокая резистентность к пенициллину среди S. aureus может быть обуслов-
лена использованием интрамаммарных препаратов, содержащих комбинации 
различных антибиотиков и противомикробных препаратов широкого спектра 
действия (51). 

Из 85 изолятов, устойчивых к эритромицину, 15 проявляли рост 
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при MIC  64 мг/л, в диапазон MIC  0,5 мг/л попали только 7 штаммов 
из 18 чувствительных по ДДМ. Показатели MIC50 и MIC90 для эритроми-
цина были максимальны по сравнению со всеми исследуемыми антибио-
тиками (см. табл. 3). Из 103 исследуемых штаммов S. aureus 29 (28,2 %) 
обладали устойчивостью к гентамицину по ДДМ и 72 (60,2 %) проявляли 
рост при MIC  0,5 мг/л, а 5 штаммов — при MIC  4,0 мг/л. Ципрофлок-
сацин показал наибольшую эффективность в отношении выделенных штам-
мов S. aureus. Так, из 49 устойчивых по результатам ДДМ штаммов только 
2 проявляли рост при MIC  64 мг/л; MIC50 и MIC90 для этого антибиоти-
ка составили соответственно > 2,0 и > 0,25 мг/л. В заключение важно от-
метить, что MIC50 не находился в восприимчивом диапазоне ни для одно-
го из исследуемых антибиотиков, а MIC90 показал восприимчивый диапа-
зон для пенициллинов, аминогликозидов и фторхинолонов.  

  

 
Рост штаммов Staphylococcus aureus 615 (А) и 1839 (Б), выделенных из молока коров черно-
пестрой голштинизированной породы в хозяйствах Центрального региона Российской Федера-
ции, в зависимости от времени культивирования и вида действующего антибиотика: 1 — кон-
троль, 2 — ципрофлоксацин, 64 мг/л, 3 — гентамицин, 64 мг/л, 4 — пенициллин, 64 мг/л, 5 — 
эритромицин, 64 мг/л. 

 

Из 103 штаммов S. aureus в качестве моделей для изучения дей-
ствия антибиотиков как подавляющего фактора роста были отобраны 12 
мультирезистентных штаммов, устойчивость которых описана выше. Ак-
тивный рост в среднем для всех штаммов начинался на 7-й ч культивиро-
вания (рис.). Присутствие антибиотиков в среде приводило к подавлению 
или задержке роста. Наблюдаемый эффект зависел от времени культиви-
рования и вида действующего антибиотика. Концентрация пенициллина 
64 мг/л приводила к снижению числа жизнеспособных клеток в 83,3 % 
случаев, но только у двух культур наблюдалось полное подавление роста 
на 20-й ч культивирования. Гентамицин, ципрофлоксацин и эритромицив 
в концентрации 64 мг/л не оказывали полного подавляющего эффекта ни 
на один из 12 штаммов. К 24 ч культивирования численность клеток S. au-
reus в среде с гентамицином было не ниже 2,84 log10 КОЕ/мл, а с эритро-
мицином — не ниже 2,97 log10 КОЕ/мл. Выживаемость S. aureus в среде с 
ципрофлоксацином составила для разных штаммов от 18,5 до 84,0 % что 
свидетельствует о наличии клеток с генами устойчивости к этой группе 
антибиотиков. Аналогичная зависимость в действии антибиотиков наблю-
далась для всех 12 исследуемых штаммов.  

Высокая фенотипическая устойчивость изолятов S. aureus из моло-
ка коров в нашем исследовании подчеркивает важность рутинного скри-
нинга изолятов S. aureus для выявления индуцибельной резистентности 
фенотипов. Наблюдения за изменениями численности жизнеспособных 
клеток в течение 24 ч под воздействием высоких концентраций антибио-
тиков дают возможность проследить развитие резистентности.  

Таким образом, из всех изолятов, выделенных из молока коров 
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черно-пестрой голштинизированной породы в хозяйствах Центрального 
региона Российской Федерации, 23,0 % были отнесены к Staphylococcus 
aureus, из них 63,1 % штаммов оказались резистентны к четырем и более 
антибиотикам. Значения MIC50 и MIC90 для пенициллина составили > 8,0 
и > 0,5 мг/л, что намного выше установленного стандарта для чувстви-
тельных штаммов. Из штаммов Staphylococcus aureus, устойчивых к пени-
циллину, эритромицину, гентамицину и ципрофлоксацину по оценке дис-
ко-диффузным методом, при MIC  64,0 мг/л способность к росту под-
твердили соответственно 65,96; 17,65; 17,24 и 4,08 %. На устойчивые 
штаммы содержание максимальных доз антибиотиков (64 мг/л) не оказало 
полного подавляющего действия: для всех 12 исследуемых изолятов чис-
ленность клеток была не ниже 2,84 log10 КОЕ/мл в среде с гентамицином 
и 2,97 log10 КОЕ/мл — в среде с эритромицином. Количество жизнеспо-
собных клеток в среде с пенициллином составило 16,7 %, с ципрофлокса-
цином — 84,0 %. Практическое применение фенотипических методов ис-
следования позволяет выявить антибиотикорезистентность у этиологическо-
го агента, вызывающего мастит у высокопродуктивных коров. По результа-
там работы отобраны штаммы для продолжения исследований по поиску 
генов резистентности. 
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A b s t r a c t  
 

The emergence of multiresistant strains has sharply escalated in recent decades due to the 
wide use of antimicrobials. The infections caused by Staphylococcus aureus are most common in 
highly productive dairy animals. The aim of our work was to assess the phenotypic resistance of 
S. aureus strains isolated from cow milk to the main antibacterial drugs used to treat various forms of 
mastitis in the Russian Federation, as well as to determine their minimum inhibitory concentrations 
(MIC, MIC50 and MIC90). From January to December 2018 milk samples were taken from cows of 
black-motley Holstein breed at the farms of the Central region of the Russian Federation. A total of 
314 milk samples were examined and 447 potential staphylococci were isolated. All isolates were 
evaluated by conventional phenotypic methods. Only 103 isolates met all the identification criteria 
and were used for further analysis. The disk diffusion method (DDM) was used to test the suscepti-
bility of the isolated strains to the following antibiotics: penicillin (PEN, 10 U), oxacillin (OX, 10 
μg), gentamicin (GN, 10 μg), erythromycin (ER, 15 μg), and lincomycin (LN, 15 mcg), rifampicin 
(RF, 5 mcg), ciprofloxacin (CP, 5 mcg), vancomycin (VA, 30 μg), fusidine (FZ, 10 μg) (Pharma-
cotherapy Research Center, Russia; Mueller Hinton Agar, HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India). A 
method of double (Log2) serial dilutions of antibiotics (penicillin, erythromycin, gentamicin, and 
ciprofloxacin) in TSB medium (from 64 to 0.125 mg/l) with 5½105 CFU/ml inoculum was used to 
determine the minimum inhibitory concentrations (MIC, MIC50, MIC90) and LD50. The incubation 
was carried out at 37 C for 20 hours (220 rpm). The bacterial growth in TSB medium with antibiot-
ics was evaluated by plating on Baird Parker Agar medium (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India). 
The interpretation of the results was carried out according to the recommendation of The European 
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). The highest degree of resistance was 
observed to erythromycin (82.5 %) and fusidine (75.7 %). Seven of 103 strains tested were susceptible 
to all studied antibiotics, 96 isolates were resistant to at least one of them. When assessing multiple 
resistance (MAR), 65 (63.1 %) strains were resistant to four or more antibiotics. The predominant 
phenotypes for the isolates were ER + LN + FZ and ER + CP (58.3 % and 47.6 %, respectively). A 
total of 31 strains of the 47 isolates DDM-resistant to penicillin grew at  64 mg/l penicillin, while in 
the concentration range of  1.0 mg/l, the growth was observed in 33.0 % of the strains. Fifteen of the 
85 erythromycin-resistant isolates showed growth at MIC  64 mg/l; only 7 strains out of 18 DDM-
susceptible ones were in the MIC  0.5 mg/l range. A total of 29 (28.2 %) of the 103 studied strains 
were DDM-resistant to gentamicin, 72 (60.2 %) showed growth at MIC  0.5 mg/l, and 5 strains at 
MIC  64.0 mg/l. Only 2 of the 49 DDM-resistant strains grew at MIC  64 mg/l. It is important to 
point out that the MIC50 was not in the susceptible range for any of the studied antibiotics, and the 
MIC90 showed the susceptible range for penicillins, aminoglycosides, and fluoroquinolones (> 0.5, 
> 0.25, and > 0.25 mg/l, respectively). In our study the high phenotypic resistance indices of S. aureus 
isolates from cow milk emphasizes the importance of routine screening of S. aureus isolates for in-
ducible phenotype resistance. 
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