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Цель: выявление особенностей изучения фармакологической модуляции активности антибактериальных средств
(АБС) в отношении периодических культур микроорганизмов. Материал и методы. Исследование проведено на
контрольном штамме Klebsiella pneumoniae ATCC 13883. Изучали динамику развития указанного штамма в мине

ральной питательной среде M9 в течение 24 ч в присутствии сублетальных концентраций АБС (гентамицин, цеф

тазидим, ципрофлоксацин), составляющих 50% от минимальной подавляющей концентрации (МПК). В качестве
модулятора использовался антиоксидант метилэтилпиридинол в концентрациях 0,25–4 мМ. Результаты. Установ

лено, что в присутствии сублетальных концентраций гентамицина или ципрофлоксацина развития штамма под

чиняется классической кривой развития периодической культуры. Метилэтилпиридинол снижает действие ген

тамицина и цефтазидима, но усиливает антибактериальный эффект ципрофлоксацина. В смесях, содержащих
гентамицин, через 24 ч после начала инкубации происходит реверсивная смена оптической плотности бактери

альной суспензии. Динамика развития бактерий в смесях, содержащих цефтазидим, не описывается классической
кривой роста и имеет интермиттирующий характер. Заключение. Для оценки влияния фармакологического ве

щества на активность АБС в отношении периодической культуры микроорганизма необходимо динамическое
наблюдение за развитием инкубационных смесей. Детекция результатов по конечной точке может приводить к
их ошибочной интерпретации.
Ключевые слова: лекарственное взаимодействие, периодическая культура, антибактериальная активность,
Klebsiella pneumoniae.

Aim: The aim of the study was to identify special aspects of investigating the pharmacological modulation of the activity
of antibacterial agents in periodic cultures of microorganisms. Materials and Methods. The study was conducted by using
the control strain of Klebsiella pneumoniae ATCC 13883. We studied the growth dynamics of the strain in the M9 mineral
medium for 24 hours in the presence of sublethal concentrations of antibacterial agents (gentamicin, ceftazidime,
ciprofloxacin), constituting 50% of the minimum inhibitory concentration. Antioxidant methylethylpiridinol in
concentrations of 0.25–4 mM was used as a modulator. Results. The study showed that, in the presence of sublethal
concentrations of gentamicin or ciprofloxacin, the strain development complied with the classic growth curve for periodic
culture. Methylethylpiridinol reduced the effects of gentamicin and ceftazidime, but enhanced the antibacterial effect of
ciprofloxacin. In the mixtures containing gentamicin, a reversible change in the optical density of the bacterial suspension
was observed 24 hours after beginning the incubation. The growth dynamics of bacteria in the mixtures containing
ceftazidime was not described by classic growth curve and was intermittent. Conclusion. To assess the effects of
pharmacological substances on the activity of antibacterial agents in periodic cultures of microorganisms, dynamic
monitoring of the incubation mixtures is necessary. Acquisition of the results only at endpoint can lead to erroneous data
interpretation.
Key words: drug interactions, periodic culture, antibacterial activity, Klebsiella pneumoniae.
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Введение

Резистентность патогенных микроорганизмов к АБС
является одной из наиболее значимых проблем медици

ны. Угроза формирования и распространения антибак

териальной резистентности была осознана научным со

обществом практически сразу же после появления пер

вых антибиотиков, однако в течение многих лет пробле

ма решалась за счет разработки и внедрения новых пре

паратов, преодолевающих известные механизмы устой

чивости [4]. С учетом снижающейся скорости появления
новых АБС совершенствование лечения с использовани

ем уже существующих препаратов является необходимым.
Одним из путей такого совершенствования может стать
модуляция активности АБС с помощью других фармако

логических веществ.

Для оценки влияния веществ на активность АБС не

обходимым является проведение исследований in vitro.
На сегодняшний день в микробиологических лаборато

риях используются два способа определения чувствитель

ности микроорганизмов к АБС – диско
диффузионный
метод (ДДМ) и метод серийных разведений. ДДМ осно

ван на регистрации диаметра зоны подавления роста вок

руг бумажного диска с антибактериальным веществом и
является наиболее часто используемым методом, однако
не позволяет точно оценить МПК средства и имеет ряд
существенных недостатков [3]. Отметим также, что изу

чение модуляторов АБС c использованием метода ДДМ
затруднительно, так как требует добавления веществ в
процессе приготовления питательной среды, в результа

те чего их активность может измениться. Изучение влия

ния различных концентраций модуляторов значительно
увеличивает трудоемкость метода.

Наиболее подходящим методом, модификация кото

рого может быть использована для исследования моду

ляторов активности АБС, является метод серийных раз

ведений. Этот метод предполагает изучение активности
веществ на периодическую культуру изучаемого микро

организма.

Цель исследования: выявление особенностей изуче

ния фармакологической модуляции активности АБС в
отношении периодических культур микроорганизмов.

Материал и методы

Исследование проведено на примере контрольного
штамма Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 из коллекции
кафедры микробиологии, вирусологии и иммунологии
ГБОУ ВПО АГМУ Минздрава России. Для инкубации ис

пользовали минеральную питательную среду, для приго

товления которой готовили основной раствор, содержа

щий в 1 л 64 г NaH

2
PO

4
,·7H

2
O, 15 г KH

2
PO

4
, 2,5 г NaCl,

5,0 г NH
4
Cl (Sigma
Aldrich, США). Указанный раствор сте


рилизовали путем автоклавирования. Перед использова

нием 50 мл раствора в асептических условиях смешива

ли с 175 мл дистиллированной воды, 0,5 мл 1 М стериль

ного раствора MgSO

4
 (Sigma
Aldrich, США), 5 мл 20%
го

стерильного раствора глюкозы (Sigma
Aldrich, США),
0,025 мл 1 М стерильного раствора хлорида кальция
(Sigma
Aldrich, США). Дистиллированная вода и указан

ные растворы стерилизовались путем автоклавирования.

Использование мясопептонного бульона и других про

теинсодержащих питательных сред, традиционно при

меняющихся для метода серийных разведений, мы по

считали недопустимым, так как содержащиеся в них по

лиамины могут значительно изменять чувствительность
микроорганизмов к АБС [1, 5]. С использованием описан

ной питательной среды для исследуемого штамма были
найдены МПК гентамицина (AppliChem, Германия), цип

рофлоксацина (Sigma
Aldrich, США) и цефтазидима
(Sigma
Aldrich, США).

На первом этапе эксперимента мы изучали влияние
метилэтилпиридинола (“Эмоксипин”, ФГУП МЭЗ, Россия)
на развитие периодической культуры Klebsiella
pneumoniae. Из штамма готовили суточную культуру ин

кубацией на скошенном агаре при 35 °С, которую исполь

зовали для приготовления инокулята – бактериальной
суспензии в 0,9%
м растворе хлорида натрия с оптичес

кой плотностью 1,0 по Мак
Фарланду. После инокуляции
бактериальной суспензии (0,5 мл суспензии + 3 мл сре

ды) смесь, содержащую метилэтилпиридинол в концент

рациях 0,25, 0,5, 1, 2 и 4 мМ, инкубировали в воздушном
термостате при 35 °С в течение 24 ч. Для оценки разви

тия штаммов использовали аппарат для определения оп

тической плотности бактериальных взвесей Densi
la

meter (Erba Lachema s.r.o., Чехия). Измерения проводились
каждые 2 ч в течение 12 ч, а также через 24 ч инкубации.
Полученные данные сравнивали с данными контрольных
инкубационных смесей, не содержащих антиоксидант.

На втором этапе исследования проводилась оценка
влияния метилэтилпиридинола на активность антибак

териальных веществ in vitro. Для этого в инкубационные
смеси, приготовленные вышеописанным способом, до

полнительно вводились АБС до конечных сублетальных
концентраций, составляющих 50% от МПК. Наблюдение
за динамикой развития периодических культур проводи

ли аналогично исследованию первого этапа. Данные при

роста бактериальной биомассы в присутствии метилэтил

пиридинола и антибактериальных веществ сравнивали с
данными контрольных инкубационных смесей, в кото

рые вместо метилэтилпиридинола добавлялся стериль

ный 0,9%
й раствор хлорида натрия.

Для расчетов использовались компьютерные програм

мы Microsoft Office Excel 2003 (Microsoft Corporation,
США) и SigmaStat 3.5 (Systat Software Inc., США) для
Windows. Статистическую обработку полученных резуль

татов проводили с использованием непараметрического
критерия Манна–Уитни, различия показателей считали
значимыми при р≤0,05 [2].

Результаты и обсуждение

Исследование влияния метилэтилпиридинола на раз

витие периодической культуры штамма продемонстри

ровало его бактериостатические свойства, закономерно
усиливающиеся с увеличением концентрации антиокси

данта в инкубационной среде (рис. 1). При этом отмеча

ются единичные проявления пробактериальных свойств
метилэтилпиридинола в низких концентрациях в первые
4 ч эксперимента. Выявленные бактериостатические
свойства антиоксиданта вызвали интерес с точки зрения
его возможного синергизма с АБС средствами.
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бации (рис. 2). Это может свидетельствовать,
с одной стороны, о ключевой роли усиле

ния процессов свободнорадикального окис

ления в реализации антибактериального
действия гентамицина [7], с другой, – о воз

можной конкуренции метилэтилпиринола и
гентамицина за мишень. Обращает на себя
внимание динамика развития культуры. Если
в течение первых 8 ч наблюдений описан

ный антагонизм исследуемых веществ явля

ется очевидным, то измерение оптической
плотности через 12 и 24 ч за счет реверсив

ного изменения формирует противополож

ную картину.

C позиции антагонизма к АБС, обладаю

щим прооксидантным действием, особый
интерес представляет собой также и взаимо

действие метилэтилпиридинола и ципроф

локсацина. Известно, что последний, как и
гентамицин, в своем бактерицидном дей

ствии имеет значительный пероксидацион

ный компонент, связанный с дестабилизаци

ей железо
серных кластеров у бактерий [6].
Как и в случае с гентамицином, логично
было бы ожидать снижение активности цип

рофлоксацина под влиянием антиоксидан

та. Однако результаты наблюдения за дина

микой развития штамма указывают на уси

ление действия АБС в присутствии метил

этилпиридинола. При этом измерение опти

ческой плотности бактериальной биомассы
через 24 ч после начала эксперимента со

храняет описанный профиль влияния анти

оксиданта, впервые фиксируемый к 10
му
часу инкубации (рис. 3).

В инкубационных смесях, содержащих
цефтазидим, наблюдается необычная дина

мика развития штамма, отличная от класси

ческих периодов роста периодических бак

териальных культур (рис. 4). Цефтазидим
вследствие особенностей механизма дей

ствует преимущественно в период активно

го размножения бактерий, т.е. в лог
фазу.
Поскольку метилэтилпиридинол оказывает
бактериостатическое действие, лог
фаза в
соответствующих пробах угнетена, что со

здает картину усиления действия антибио

тика. Далее происходит резкая смена эффек

та, которая может объясняться сочетанием
двух факторов: бактериостатического влия

ния антиоксиданта на бактерии, за счет ко

торого затруднено действие цефтазидима, и
потерей активности антибиотика с течени

ем времени [8], в результате чего микроор

ганизмы, находящиеся в состоянии бактери

остаза, позднее получают возможность бе


зопасного размножения. В результате на 4
м ч и через
сутки после начала инкубации создается картина усиле

ния действия цефтазидима, с 8
го по 12
й ч – антагониз

ма антиоксиданта и антибиотика.

Вопреки ожиданиям, нарастание концентрации анти

оксиданта вызывает прямопропорциональную потерю
чувствительности бактериальной культуры к гентамици

ну, впервые фиксируемую через 4 ч после начала инку


Рис. 1. Влияние метилэтилпиридинола на развитие периодической культу

ры Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (    – статистически значимое разли

чие по сравнению с контрольной группой, p<0,05)

Рис. 2. Влияние метилэтилпиридинола на развитие периодической культу

ры Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 в присутствии 0,5 мг/л гентамицина
(    – статистически значимое различие по сравнению с контрольной груп

пой, p<0,05)

Рис. 3. Влияние метилэтилпиридинола на развитие периодической куль

туры Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 в присутствии 0,125 мг/л ципроф

локсацина (     – статистически значимое различие по сравнению с конт

рольной группой, p<0,05)
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Полученные результаты продемонстрирова

ли, что исследования активности веществ на пе

риодических бактериальных культурах должны
сопровождаться непрерывным наблюдением за
их ростом вплоть до стабилизации стационар

ной фазы. Это обусловлено несколькими причи

нами:

1. Ограниченностью питательной среды, свя

занной с определенным запасом питатель

ных веществ, необходимых для построения
биомолекул вновь образуемых бактериаль

ных клеток.

Вещества, ускоряющие рост бактериальной
культуры, приводят к более раннему наступле

нию стационарной фазы и, соответственно, фазы
отмирания. Естественно, что измерение количе

ства клеток после окончания стационарной фазы
в таком случае покажет ложно более низкий ре

зультат по сравнению с контрольной культурой,
не подвергшейся воздействию вещества
стиму

лятора (рис. 5).

2. Отсутствием элиминации токсических про

дуктов метаболизма бактерий.

Интенсивное размножение стимулирован

ных бактериальных культур сопровождается не
только повышенным потреблением питательных
веществ, но и повышением образования токси

ческих продуктов жизнедеятельности. Это так

же способствует более раннему наступлению
фазы отмирания и получению ложных резуль

татов (рис. 5).

3. Нестабильностью веществ
модуляторов.

Концентрация веществ, устойчивость кото

рых в условиях инкубации невысока, с течени

ем времени убывает, и, соответственно, снижа

ется влияние таких веществ на развитие бакте

риальной культуры. Если время инкубации пре

вышает время устойчивости вещества в задан

ных условиях, вывод о его влиянии на развитие
бактериальной культуры, сделанный на основании од

нократной оценки по окончанию эксперимента, будет
некорректным. Примером такого вещества является
цефтазидим, в присутствии которого динамика роста
бактериальной культуры может приобретать специфи

ческий характер.

4. Преимущественным влиянием вещества на размножа

ющиеся бактерии.

Модуляцию активности АБС, действующих на интен

сивно делящиеся бактерии, можно установить только в
период лог
фазы развития культуры, наступающей обыч

но через 2–4 ч после начала инкубации. Поэтому в ин

терпретации результатов и установления типа модули

рующего влияния бактериостатических агентов, таких как
метилэтилпиридинол, на активность цефтазидима воз

никают определенные трудности. Исходя из традицион

ного подхода оценки развития культуры по результатам
суточной инкубации, следовало бы сделать вывод о том,
что метилэтилпиридинол прямо пропорционально сво

ей концентрации снижает активность цефтазидима. Од


нако при динамическом анализе становится ясно, что ука

занный антиоксидант оказывает противоположное вли

яние.

Таким образом, для оценки влияния фармакологичес

кого вещества на активность АБС в отношении периоди

ческой культуры микроорганизма необходимо динами

ческое наблюдение за развитием инкубационных смесей.
Детекция результатов по конечной точке может приво

дить к их ошибочной интерпретации.
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