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Разработка Е-тестов для выявления потенцирующего эффекта 
антимикробных соединений в отношении полирезистентных штаммов 
Klebsiella pneumoniae

Лихачев И.В., Кафтырева Л.А., Самойлова А.А., Краева Л.А., Михайлов Н.В.
ФБУН «Санкт-Петербургский НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Пастера» Роспотребнадзора, Санкт-Петербург, Россия

Цель. Разработать тест-полоски с веществами, способными потенцировать действие антимикроб-
ных препаратов при лечении заболеваний, вызванных полирезистентными штаммами K. pneumoniae.
Материалы и методы. Для оценки комбинированного действия с антибиотиками использовали ази-
дотимидин и байкалин. Определение чувствительности к комбинациям антибиотиков (гентамицин, 
цефотаксим, ципрофлоксацин и хлорамфеникол) с азидотимидином и байкалином проводили мо-
дифицированным градиентно-диффузионным методом (cross-test). Использовали тест-полоски, из-
готовленные в Санкт-Петербургском научно-исследовательском институте эпидемиологии и ми-
кробиологии им. Пастера. Исследовали штаммы K. pneumoniae с множественной лекарственной 
устойчивостью к антибиотикам (n = 20). Результат совместного действия двух соединений оцени-
вали путем расчета фракционных подавляющих концентраций ΣФПК.
Результаты. Значения МПК снижались в восемь раз при сочетании азидотимидина с гентамици-
ном и в два раза в комбинации с ципрофлоксацином. Значения МПК не снижались в комбина-
ции азидотимидина с цефотаксимом или c хлорамфениколом. Установлено, что азидотимидин об-
ладает антибактериальной активностью в отношении штаммов K. pneumoniae: МПК50 = 1 мкг/мл и  
МПК90 = 2 мкг/мл. Значения МПК50 и МПК90 для байкалина составляли > 256 мкг/мл. Выявлен си-
нергидный антибактериальный эффект при сочетании азидотимидина с гентамицином (диапазон 
ΣФПК 0,33–0,50). Аддитивный эффект (ΣФПК 0,65–0,84) выявлен при сочетании азидотимидина с 
ципрофлоксацином. Байкалин в два раза снижал значение МПК цефотаксима, значения МПК50 для 
гентамицина также снизились в два раза. Байкалин не влиял на чувствительность полирезистентных 
штаммов K. pneumoniae к ципрофлоксацину и хлорамфениколу. Синергизм был выявлен в комбина-
ции байкалин-цефотаксим (ΣФПК 0,52–0,75 – аддитивный эффект).
Выводы. Разработка тест-полосок, на которые нанесены азидотимидин и байкалин, позволяет 
упростить способы оценки комбинированного действия сочетаний данных веществ с антибиоти-
ками и избежать трудоемких подготовительных этапов. Наше исследование продемонстрировало, 
что азидотимидин проявляет синергидную активность в сочетании с гентамицином и ципрофлокса-
цином, а байкалин – в сочетании с цефотаксимом. Дальнейшие исследования в этой области могут 
иметь большие перспективы для практического здравоохранения.

Development of gradient diffusion strips to identify the potentiating 
effect of antimicrobial compounds against multidrug-resistant Klebsiella 
pneumoniae strains

Likhachev I.V., Kaftyreva L.A., Samoilova A.A., Kraeva L.A., Mikhailov N.V.
Saint-Petersburg Pasteur Institute, Saint-Petersburg, Russia

Objective. The aim of the study was to develop gradient diffusion strips with substances capable of 
potentiating the action of antibiotics for the treatment of infections caused by multidrug-resistant strains of 
K. pneumoniae.
Materials and methods. The substances azidothymidine and baicalin were used to evaluate the joint 
action of combinations of antibiotics with substances that potentiate their action. Determination of 
susceptibility to combinations of antibiotics (gentamicin, cefotaxime, ciprofloxacin and chloramphenicol) 
with the listed substances was carried out by a modified gradient-diffusion method (cross-test). We used 
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gradient diffusion strips, which was made in the Saint-Petersburg Pasteur Institute. We investigated clinical 
multidrug-resistant K. pneumoniae strains (n = 20). The result of the joint action of a combination of two 
compounds was assessed by calculating the fractional inhibitory concentrations ΣFIC.
Results. The values of MIC decreased eightfold when azidothymidine was combined with gentamicin 
and two times when combined with ciprofloxacin. MIC values were not reduced by the combination 
of azidothymidine with cefotaxime or chloramphenicol. It has been established that azidothymidine has 
antibacterial activity against strains of K. pneumoniae: MIC50 – 1 μg/ml and MIC90 – 2 μg/ml. The MIC50 
and MIC90 values for baicalin were > 256 μg/ml. A synergistic antibacterial effect was detected when 
azidothymidine was combined with gentamicin (ΣFIC 0.33–0.50). An additive effect (ΣFIC 0.65–0.84) 
was detected when azidothymidine was combined with ciprofloxacin. Baikalin reduced the MIC value of 
cefotaxime by half, and the MIC50 values for gentamicin also decreased by half. Baicalin did not affect the 
susceptibility of multidrug-resistant K. pneumoniae strains to ciprofloxacin and chloramphenicol. Synergism 
was detected in the combination of baicalin and cefotaxime (ΣFIC 0.52 – 0.75 – additive effect). 
Conclusions. The development of gradient diffusion strips with azidothymidine and baicalin makes it 
possible to simplify methods for assessing the joint action of combinations of these substances with 
antibiotics and to avoid time-consuming preparatory steps. Our study demonstrated that azidothymidine 
exhibits synergistic activity in combination with gentamicin and ciprofloxacin and baicalin – in combination 
with cefotaxime. Further studies are needed to evaluate the potential use of these combinations in practical 
healthcare. 

Conflicts of interest: all authors report no 
conflicts of interest relevant to this article.

External funding source: no external funding 
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Введение

Грамотрицательные бактерии с множественной ле-
карственной устойчивостью являются важной причиной 
заболеваемости и летальности у госпитализированных 
пациентов, в основном из-за ограниченного количества 
доступных вариантов лечения и сопутствующих заболе-
ваний [1, 2]. В настоящее время число новых антими-
кробных препаратов (АМП), ежегодно поступающих на 
рынок, не соответствует развитию устойчивости бакте-
рий к антибиотикам [3, 4]. Сам процесс разработки ле-
карственных средств трудоемкий и дорогостоящий, и 
практически невозможно за короткий период времени 
разработать новые препараты, эффективные по отно-
шению к антибиотикорезистентным штаммам [5, 6]. 
В настоящее время для лечения инфекций, вызванных 
полирезистентными бактериями, используется комби-
нированная антимикробная терапия [7]. Одним из на-
правлений данной терапии является использование ком-
бинаций антибиотиков с растительными экстрактами, 
которые могут уменьшать значения минимальной пода-
вляющей концентрации (МПК) [8]. Изучение веществ, 
не являющихся антибиотиками, но потенцирующих дей-
ствие АМП, способствует увеличению возможностей ле-
чения заболеваний [9].

Методы определения чувствительности бактерий к 
комбинациям веществ направлены на выявление харак-
тера совместного действия препаратов на бактериаль-
ную клетку (индифферентный, аддитивный, синергидный 
или антагонистический) [10, 11].

Для оценки сочетанного действия комбинаций АМП 
на микроорганизм используют следующие методы: ме-

тод шахматной доски (checkerboard method) [12], метод 
тестирования бактерицидности различных комбинаций 
(multiple combination bactericidal testing, MCBT) [13], ме-
тод оценки кривых гибели бактерий (Time-kill assay, TKA) 
[14] и кросс-тест (модифицированный метод градиент-
ной диффузии, выполняемый при помощи МПК тест-по-
лосок) [15].

Кросс-тест является наиболее удобным для примене-
ния в лабораторной практике методом из вышеперечис-
ленных. Оценка совместного действия веществ, потен-
цирующих действие антибиотиков, с АМП при помощи 
других методов на практике сопряжена с методиче-
скими трудностями – сложностью приготовления рабо-
чих растворов веществ, строгого соблюдения режимов 
их хранения и др. Разработка тест-полосок, импрегни-
рованных данными веществами, позволит получить до-
стоверные результаты и избежать трудоемких подгото-
вительных этапов.

Цель исследования – разработать тест-полоски с ве-
ществами, способными потенцировать действие АМП 
при лечении заболеваний, вызванных полирезистент-
ными штаммами Klebsiella pneumoniae.

Материалы и методы

В работе использовали тест-полоски, изготовлен-
ные в отделе новых технологий Санкт-Петербургского 
НИИЭМ им. Пастера. На лицевую сторону тест-поло-
ски, выполненной из пористого материала, было нане-
сено типографское изображение шкалы со значениями 
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концентрации антибиотика (или тестируемого веще-
ства). Противоположная сторона полоски была пропи-
тана 16-ю концентрациями испытуемого вещества (ази-
дотимидин или байкалин) или антибиотика (гентамицин, 
цефотаксим, ципрофлоксацин и хлорамфеникол). 

Контроль качества выпускаемых тест-полосок осу-
ществляли с использованием референтных штаммов 
Escherichia coli ATCC®25922 и Staphylococcus aureus 
ATCC®29213. Допустимые и целевые диапазоны зна-
чений МПК для контрольных штаммов оценивали со-
гласно данным Европейского комитета по определе-
нию чувствительности к антимикробным препаратам 
(EUCAST) («Regular and extended internal quality control for 
determining MIC and disk diffusion according to EUCAST 
recommendations») и рекомендаций Межрегиональной 
ассоциации по клинической микробиологии и антими-
кробной химиотерапии (МАКМАХ) по определению чув-
ствительности микроорганизмов к антимикробным пре-
паратам (версия 2021-01).

В исследовании использовали штаммы К. pneumoniae 
(n = 20) с множественной лекарственной устойчиво-
стью, выделенные от пациентов различных стационаров 
Санкт-Петербурга. Штаммы были устойчивы ко всем ис-
следуемым антибиотикам (гентамицин, цефотаксим, ци-
профлоксацин, хлорамфеникол).

Азидотимидин (ЗАО «Канонфарма продакшн», 
Россия) и байкалин (ООО «Камелия-ЛТ», Россия) исполь-
зовали для оценки эффективности комбинированного 
действия с антибиотиками. Байкалин экстрагировали 
из сухого измельченного сырья (шлемник байкальский, 
Scutellaria baicalensis). Для получения экстракта в колбу 
добавляли 30 г растительного сырья и 100 мл 95% эти-
лового спирта, устанавливали на магнитную мешалку и 
перемешивали в течение 8 ч. Далее суспензию фильтро-
вали через бумажный фильтр под вакуумом. Фильтрат 
хранили при – 20°С в течение 12 ч. Выпавший после за-
мораживания мелкокристаллический порошок отделяли 
центрифугированием от жидкости и растворяли в объ-
еме диметилсульфоксида (ДМСО), необходимом для по-
лучения требуемой концентрации.

Определение чувствительности к комбинациям иссле-
дуемых АМП с перечисленными веществами проводили 
модифицированным методом градиентной диффузии 
(cross-test). МПК50 и МПК90 определяли как концентра-

ции АМП, которые ингибируют рост 50% и 90% иссле-
дуемых штаммов микроорганизмов соответственно.

Результаты

На первом этапе исследования разработанные 
тест-полоски были протестированы на референтных 
штаммах микроорганизмов. Каждый антибиотик те-
стировали трижды для оценки воспроизводимости ре-
зультатов. Полученные значения МПК находились в 
допустимых пределах стандартов EUCAST (v.12.0) и 
Клинических рекомендаций по определению чувстви-
тельности микроорганизмов к антимикробным препара-
там (версия 2021-01).

На втором этапе работы методом градиентной диф-
фузии определяли значения МПК50 и МПК90 для ген-
тамицина, цефотаксима, ципрофлоксацина и хлорам-
феникола в отношении полирезистентных изолятов 
K. pneumoniae. Был исследован потенциальный синер-
гизм антимикробных препаратов с азидотимидином и 
байкалином. Результаты определения значений МПК50 и 
МПК90 для вышеперечисленных антибиотиков, а также 
их комбинаций с тестируемыми веществами для изоля-
тов K. pneumoniae представлены в Таблице 1.

На третьем этапе оценивали результат комбини-
рованного действия двух препаратов. Для каждого 
штамма K. pneumoniae рассчитывали индекс фракци-
онной подавляющей концентрации (ΣФПК) (fractional 
inhibitory concentrations, ΣFIC) в соответствии с форму-
лой (1). При ΣФПК ≤ 0,5 эффект комбинации оцени-
вали как синергидный, при 0,5 < ΣФПК ≤ 1,0 как адди-
тивный, при 1,0 < ΣФПК ≤ 4,0 как нейтральный и при 
ΣФПК > 4,0 – как антагонистический [16].

ΣФПК = МПКАБ / МПКА + МПКБА / МПКБ (1),

где МПКА – МПК антибиотика А;
МПКБ – МПК вещества Б;
МПКАБ – МПК антибиотика A в присутствии ве-

щества Б;
МПКБА – МПК вещества Б в присутствии антибио-

тика А;
ΣФПК – индекс фракционной подавляющей концен-

трации.

Таблица 1. Значения МПК антибиотиков и их комбинаций с исследуемыми веществами для изолятов K. pneumoniae

АМП МПК50 МПК90
МПК50 

АМП + азидотимидин
МПК90

АМП + азидотимидин 
МПК50

АМП + байкалин
МПК90

АМП + байкалин

Гентамицин 128 128 16 16 64 128

Цефотаксим 64 128 64 128 32 64

Ципрофлоксацин 8 16 4 8 8 16

Хлорамфеникол 32 32 32 32 32 32

АМП – антимикробный препарат; МПК – минимальная подавляющая концентрация.
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Схема постановки и учета результатов кросс-теста 
представлена на Рисунке 1.

Обсуждение

Азидотимидин и байкалин использовали для 
оценки комбинированного действия с антибиотиками. 
Азидотимидин (3-азидо-3-дезокситимидин, зидовудин) 
представляет собой аналог тимидина, принимаемый пе-
рорально или внутривенно для лечения инфекции, вы-
званной вирусом иммунодефицита человека (ВИЧ) [17]. 
В исследованиях in vitro было показано, что азидоти-
мидин обладает антибактериальной активностью про-
тив представителей порядка Enterobacterales, включая 
K. pneu moniae, из-за его включения в бактериальный ге-
ном и последующего обрыва цепи ДНК [18–20]. Помимо 
антимикробной активности, исследования in vitro пока-
зали, по меньшей мере, аддитивный эффект азидотими-
дина в сочетании с несколькими антибиотиками, такими 
как колистин и триметоприм, в отношении некоторых 
грамотрицательных бактерий [21, 22].

Байкалин – это соединение класса флавоноидов из 
корней шлемника байкальского Scutellaria baicalensis и 
шлемника обыкновенного Scutellaria lateriflora, которые 
являются одними из наиболее часто используемых для 
лечения бактериальных заболеваний растений в тради-

ционной китайской медицине [23, 24]. Байкалин про-
являет синергидную активность в сочетании с цефо-
таксимом против некоторых штаммов K. pneumoniae, 
ингибируя экспрессию мРНК CTX-M-1 [7].

По результатам исследования было установ-
лено, что азидотимидин обладает антибактериаль-
ной активностью в отношении штаммов K. pneumoniae:  
МПК50 = 1 мкг/мл и МПК90 = 2 мкг/мл. Значения МПК50 

и МПК90 для байкалина составляли > 256 мкг/мл.
В ходе работы были исследованы 20 изолятов 

K. pneumoniae с множественной лекарственной устой-
чивостью. Как показано в Таблице 1, значения МПК50 

и МПК90 снижались в восемь раз при сочетании азидо-
тимидина с гентамицином и в два раза в комбинации 
с ципрофлоксацином. Значения МПК не снижались в 
комбинации азидотимидина с цефотаксимом или c хло-
рамфениколом. Выявлен синергидный антибактериаль-
ный эффект при сочетании азидотимидина с гентамици-
ном (диапазон ΣФПК 0,33–0,50). Аддитивный эффект 
(ΣФПК 0,65–0,84) выявлен при сочетании азидотими-
дина с ципрофлоксацином.

Байкалин в два раза снижал значение МПК цефотак-
сима, значения МПК50 гентамицина также снизились в 
два раза. Байкалин не влиял на уровень чувствитель-
ности исследуемых штаммов к ципрофлоксацину и хло-
рамфениколу (Таблица 1). Синергизм был выявлен в 
комбинации байкалин-цефотаксим (ΣФПК 0,52–0,75 – 
аддитивный эффект).

Заключение

Определение синергизма антибиотиков с веще-
ствами, потенцирующими их действие, методом гради-
ентной диффузии показало разнообразный характер 
взаимодействия. Азидотимидин проявлял синергид-
ный эффект в комбинации с гентамицином, а также с 
ципрофлоксацином в отношении исследуемых изолятов 
K. pneumoniae. Байкалин проявлял синергидную актив-
ность в сочетании с цефотаксимом.

Потенциальный синергидный эффект комбинации ан-
тибиотиков и других веществ (азидотимидин, байкалин) 
может быть эффективным в отношении полирезистент-
ных штаммов грамотрицательных бактерий. Для оценки 
возможности использования этих комбинаций в клиниче-
ской практике необходимы дальнейшие исследования.

Рисунок 1. Схема постановки и учета результатов кросс-теста
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