
337

ФУНДАМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ    №3, 2013

МЕДИЦИНСКИЕ НАУКИ

УДК 615.015.1
АНТИОКСИДАНТНАЯ МОДУЛЯЦИЯ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ 

KLEBSIELLA PNEUMONIAE К ЦЕФТАЗИДИМУ
Мирошниченко А.Г., Брюханов В.М., Бутакова Л.Ю., Госсен И.Е., 

Перфильев В.Ю., Смирнов П.В.
ГБОУ ВПО «Алтайский государственный медицинский университет» Минздрава России, 

Барнаул, e-mail: ag@asmu.ru

Проведено исследование влияния антиоксидантов (аскорбиновая кислота, N-ацетилцистеин, метил-
этилпиридинол) в концентрациях 0,5, 1, 2 и 4 мМ на чувствительность трех штаммов Klebsiella pneumoniae 
к цефтазидиму. Инкубирование и динамическое наблюдение за развитием штаммов проводились в течение 
24 часов. Установлено, что влияние антиоксидантов на активность цефтазидима имеет разнонаправленный 
характер. Особенностью действия цефтазидима как в присутствии антиоксидантов, так и без них является 
волнообразная кинетика развития штаммов, причем стимулирующее влияние антиоксиданта сменяется тор-
можением развития культуры в последующие часы. Через 24 часа установлено, что аскорбиновая кислота 
не изменяет активность цефтазидима, N-ацетилцистеин уменьшает ее. Метилэтилпиридинол в исследуемых 
концентрациях оказывает неоднозначное влияние, связанное с указанными особенностями механизма дей-
ствия антибиотика. Полученные данные необходимо учитывать при использовании цефтазидима в условии 
инфекции, вызванной Klebsiella pneumoniae.
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Studied the effect of antioxidants (ascorbic acid, N-acetylcysteine, methylethylpyridinol) in concentrations 0.5, 
1, 2, and 4 mM on the sensitivity of three strains of Klebsiella pneumoniae to ceftazidime. Incubation and dynamic 
monitoring of the growth of strains were performed within 24 hours. Found that the effect of antioxidants on the 
activity of ceftazidime has multidirectional nature. Feature of the ceftazidime in the presence of antioxidants, and 
without them, is an undulating kinetics of growth of strains, and the stimulating effect of antioxidants is replaced 
by a reduced growth of culture in the subsequent hours. After 24 hours, found that ascorbic acid does not alter 
the activity of ceftazidime, N-acetylcysteine   decreases it. Methylethylpyridinol in the test concentrations has an 
ambiguous effect associated with the above features of the mechanism of action of antibiotic. These data should be 
considered when using ceftazidime in infections caused by Klebsiella pneumoniae.
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Снижение эффективности антибакте-
риальных средств в отношении возбудите-
лей инфекционных заболеваний с течением 
времени приобретает всё большую акту-
альность. Скорость распространения рези-
стентных штаммов несопоставимо выше 
частоты появления новых химиотерапевти-
ческих средств, поэтому оптимизация схем 
фармакотерапии, включающих существую-
щие антибактериальные средства, является 
важнейшей задачей.

Среди возбудителей инфекций особое 
место занимает условно-патогенная микро-
флора. Массовое распространение антибио-
тикорезистентных штаммов в популяциях 
условно-патогенных микроорганизмов стало 
важной проблемой клинической медицины 
в связи с их более высокими адаптационны-
ми возможностями по сравнению с возбуди-
телями классических инфекций. Особенно 
важной проблемой является устойчивость 
энтеробактерий к цефалоспоринам, учитывая 
их значимость в антимикробной терапии [1, 2]. 

Klebsiella pneumoniae – условно-патогенная 
бактерия семейства Enterobacteriaceae, яв-
ляющаяся одним из ведущих возбудителей 
нозокомиальных инфекций (от 2 до 20 %). 
В России Klebsiella pneumoniae – третий по 
частоте грамотрицательный возбудитель 
нозокомиальных инфекций, в ряде случа-
ев – превалирующий возбудитель (от 24,5 до 
43,6 %) [3, 4].

В связи с признанием универсальной 
роли усиления процессов свободноради-
кального окисления в патогенезе различных 
заболеваний, в т.ч. инфекционных, в каче-
стве вспомогательной терапии больным 
с бактериальными инфекциями могут на-
значаться антиоксиданты. Таким образом, 
в традиционную химиотерапевтическую 
схему «макроорганизм – антимикробное 
средство – микроорганизм» включается 
дополнительное лекарственное вещество, 
влияние которого на микроорганизм-возбу-
дитель в подавляющем большинстве случа-
ев не учитывается. 
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Целью настоящего исследования яви-
лась сравнительная оценка влияния неко-
торых антиоксидантов (N-ацетилцистеин, 
аскорбиновая кислота, метилэтилпири-
динол) на чувствительность Klebsiella 
pneumoniae к цефтазидиму.

Материалы и методы исследования
Работа выполнена на трех штаммах Klebsiella 

pneumoniae, депонированных на кафедре микробио-
логии с вирусологией Алтайского государственного 
медицинского университета: контрольный штамм 
ATCC 13883 (далее – штамм № 1); штамм, полу-
ченный из мокроты больного 55 лет, страдающего 
хронической обструктивной болезнью легких (да-
лее – штамм № 2); штамм, полученный из церви-
кального канала пациентки 26 лет, обратившейся 
в клинику для обследования (далее – штамм № 3). 
Идентификация микроорганизмов проводилась при 

помощи системы «ENTEROtest 16» (Erba Lachema 
s.r.o., Чехия) с использованием планшетного фото-
метра Multiskan-Ascent (Thermo Fisher Scientifi c Inc., 
Финляндия) и программного обеспечения «Микроб-
Автомат». Из указанных штаммов готовили суточ-
ные культуры инкубацией на скошенном агаре при 
35 °С, которые использовали для приготовления ино-
кулятов – бактериальных суспензий в 0,9 % растворе 
хлорида натрия с оптической плотностью 1,0 по Мак-
Фарланду. Перед инокуляцией методом разведения 
определяли минимальную подавляющую концентра-
цию цефтазидима (МПК).

Для инкубации готовили смесь на основе мине-
ральной питательной среды M9. В среду добавлялись 
изучаемые антиоксиданты (аскорбиновая кислота, 
N-ацетилцистеин, метилэтилпиридинол) до конечных 
концентраций 0,25, 0,5, 1, 2 и 4 мМ, а также цефтази-
дим до сублетальной концентрации, составляющей 
50 % ранее определенной МПК для каждого штамма 
в заданных условиях инкубации (приведены в табл. 1).

Таблица 1
Влияние цефтазидима на развитие периодической культуры Klebsiella pneumoniae

Номер 
штамма

Концентрация 
цефтазидима, мг/л

Оптическая плотность бактериальной биомассы, Me(25 %;75 %)Р, 
усл. ед. по Мак-Фарланду*

4 часа 8 часов 12 часов 24 часа
1 0 1,0(1,0;1,1) 5,1(5,0;5,1) 4,9(4,9;5,0) 5,0(4,9;5,0)

4 1,1(1,0;1,1)0,949 1,7(1,7;1,8)0,002 1,0(1,0;1,1)0,002 2,2(2,0;2,5)0,002

2 0 1,2(1,2;1,2) 5,2(5,2;5,2) 5,1(5,1;5,2) 5,1(5,1;5,1)
4 1,2(1,2;1,2)0,607 1,1(1,1;1,1) < 0,001 0,8(0,8;0,9)0,002 2,5(2,2;2,6)0,002

3 0 1,8(1,8;1,9) 5,4(5,4;5,4) 5,4(5,4;5,4) 5,4(5,3;5,4)
5 1,8(1,6;1,8)0,169 0,9(0,9;1,0)0,002 0,6(0,6;0,6) < 0,001 0,5(0,4;0,5)0,001

П р и м е ч а н и е . * в верхнем индексе указана вероятность ошибки при вычислении различия 
с соответствующими данными развития культуры без антибиотика.

После инокуляции бактериальной суспензии 
смесь инкубировали в воздушном термостате при 
35 °С в течение 24 часов. Для оценки развития штам-
мов использовали аппарат для определения оптиче-
ской плотности бактериальных взвесей Densi-la-meter 
(Erba Lachema s.r.o., Чехия). Полученные данные срав-
нивали с данными контрольных инкубационных сме-
сей, не содержащих антиоксиданты. Статистическую 
обработку результатов проводили с использованием 
непараметического критерия Манна‒Уитни с помо-
щью программы Sigma Stat 3.5 (Systat Software, Inc., 
США), различия считали значимыми при P < 0,05 (в 
таблицах уровень статистической значимости указан 
в верхнем индексе после значения) [5].

Результаты исследования 
и их обсуждение

Прежде всего необходимо отметить, 
что в присутствии цефтазидима развитие 
всех изучаемых штаммов не подчиняется 
классической кривой роста микроорга-
низмов, включающей лаг-фазу, лог-фазу, 
стационарную фазу и фазу отмирания. 
В табл. 1 представлена динамика изме-
нения оптической плотности изучаемых 
бактериальных культур без цефтазидима, 
а также с антибиотиком, взятым в субле-
тальных концентрациях.

Как следует из представленных данных, 
окончание лаг-фазы и начало лог-фазы для 
всех изучаемых штаммов как в присутствии 
цефтазидима, так и без него приходится 
на четвертый час эксперимента. Однако 
в дальнейшем в инкубационных средах, со-
держащих цефтазидим, отмечается резкое 
снижение оптической плотности культуры 
(через 12 часов для штамма № 1 – на 59 % по 
сравнению с восьмым часом, через 8 часов 
для штаммов № 2 и № 3 – на 8 и 50 % соот-
ветственно). Через 24 часа наблюдается по-
вторное увеличение оптической плотности 
за исключением штамма № 3. Указанная ди-
намика, по-видимому, может быть объясне-
на механизмом действия цефтазидима – бе-
та-лактамного антибиотика, нарушающего 
синтез клеточной стенки. Ингибируя транс-
пептидазу и препятствуя, таким образом, 
сборке пептидогликана, цефтазидим дей-
ствует, прежде всего, на активно делящиеся 
бактерии. В связи с этим закономерной явля-
ется скудная динамика развития штамма № 3 
после 4 часа эксперимента, когда оптическая 
плотность достигла своего максимума и ока-
залась выше по сравнению с другими иссле-
дуемыми штаммами.



339

ФУНДАМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ    №3, 2013

МЕДИЦИНСКИЕ НАУКИ

Таблица 2
Влияние аскорбиновой кислоты на активность цефтазидима в отношении Klebsiella pneumoniae

Концентрация 
антиоксиданта

Оптическая плотность бактериальной биомассы, Me(25 %;75 %)P, 
усл. ед. по Мак-Фарланду*

4 часа 8 часов 12 часов 24 часа

Ш
та
мм

 №
 1 0,25 мМ 1,0(0,9;1,1)0,295 1,6(1,6;1,7)0,032 1,0(1,0;1,1)0,834 2,4(2,3;2,6)0,122

0,5 мМ 0,9(0,9;0,9)0,009 1,7(1,7;1,7)0,675 1,0(0,9;1,0)0,032 2,1(1,9;2,3)0,493

1 мМ 0,9(0,9;0,9)0,038 1,7(1,6;1,8)0,948 1,0(1,0;1,0)0,134 2,3(2,0;2,5)0,753

2 мМ 0,9(0,9;0,9)0,010 1,7(1,7;1,8)1,000 1,0(1,0;1,1)0,545 2,1(1,8;2,2)0,418

4 мМ 0,9(0,9;1,0)0,021 1,7(1,7;1,8)0,792 1,0(1,0;1,0)0,420 2,0(1,9;2,1)0,151

Ш
та
мм

 №
 2 0,25 мМ 1,2(1,1;1,2)0,637 1,1(1,0;1,1)0,217 0,8(0,8;0,9)0,943 2,5(2,3;2,6)0,950

0,5 мМ 1,1(1,1;1,1)0,009 1,1(1,1;1,1)0,178 0,8(0,8;0,8)0,501 2,3(2,1;2,6)0,804

1 мМ 1,1(1,0;1,1)0,022 1,1(1,1;1,1)0,178 0,9(0,8;0,9)0,525 2,7(2,5;2,8)0,156

2 мМ 1,0(1,0;1,1)0,004 1,1(1,1;1,2)0,054 0,9(0,8;1,0)0,248 2,5(2,3;2,9)0,458

4 мМ 1,1(1,0;1,1)0,022 1,1(1,1;1,2)0,054 0,9(0,8;0,9)0,639 2,6(2,5;2,7)0,215

Ш
та
мм

 №
 3 0,25 мМ 1,6(1,6;1,7)0,067 0,8(0,8;0,9)0,068 0,6(0,6;0,6)0,136 0,4(0,4;0,5)0,313

0,5 мМ 1,4(1,4;1,5)0,002 0,8(0,8;0,9)0,068 0,6(0,6;0,6)0,136 0,4(0,4;0,5)0,313

1 мМ 1,3(1,3;1,4)0,004 1,0(0,9;1,0)1,000 0,6(0,6;0,6)0,350 0,4(0,4;0,5)0,313

2 мМ 1,2(1,2;1,2)0,002 0,9(0,9;1,0)0,889 0,6(0,5;0,6)0,694 0,4(0,4;0,5)0,313

4 мМ 1,2(1,2;1,3)0,002 1,0(0,8;1,1)0,600 0,6(0,5;0,6)0,473 0,5(0,4;0,5)0,795

П р и м е ч а н и е .  * в верхнем индексе указана вероятность ошибки при вычислении различия с со-
ответствующими данными развития культуры без антиоксиданта в присутствии цефтазидима (табл. 1).

При анализе данных, приведенных 
в табл. 2, видно, что аскорбиновая кислота 
не оказывает значительного влияния на раз-
витие культуры всех изучаемых штаммов. 
Эпизодическое усиление действия цефтази-
дима наблюдается только лишь через 4 часа 
эксперимента. Указанное влияние имеет тен-
денцию к прямой зависимости от концентра-

ции аскорбиновой кислоты, но в дальнейшем 
не имеет каких-либо закономерных послед-
ствий. Полученные результаты согласуются 
с данными M. Goswami, согласно которым 
аскорбиновая кислота не изменяет активность 
бета-лактамных антибиотиков в отношении 
Escherichia coli – еще одного представителя 
семейства Enterobacteriaceae [7].

Таблица 3
Влияние N-ацетилцистеина на активность цефтазидима в отношении Klebsiella pneumoniae

Концентрация
антиоксиданта

Оптическая плотность бактериальной биомассы, Me(25 %;75 %)P, 
усл. ед. по Мак-Фарланду*

4 часа 8 часов 12 часов 24 часа

Ш
та
мм

 №
 1 0,25 мМ 1,0(1,0;1,1)0,592 1,6(1,5;1,6)0,004 1,1(1,1;1,1)0,461 3,1(3,0;3,1)0,002

0,5 мМ 1,2(1,2;1,2)0,004 1,4(1,4;1,4)0,002 1,1(1,1;1,1)0,131 3,3(3,1;3,3)0,002

1 мМ 1,1(1,1;1,2)0,082 1,5(1,5;1,5)0,002 1,2(1,0;1,2)0,271 3,2(3,0;3,4)0,002

2 мМ 1,2(1,2;1,2)0,004 1,4(1,4;1,4)0,002 1,2(1,2;1,2)0,017 3,4(3,3;3,6)0,002

4 мМ 1,3(1,2;1,3)0,003 1,2(1,2;1,3)0,002 1,1(1,0;1,1)0,839 3,4(3,4;3,5)0,002

Ш
та
мм

 №
 2 0,25 мМ 1,1(1,1;1,1)0,007 1,2(1,2;1,2)0,003 1,0(0,9;1,1)0,007 3,4(3,3;3,6)0,003

0,5 мМ 1,3(1,3;1,3)0,038 1,1(1,1;1,3)0,178 1,0(0,9;1,0)0,007 3,6(3,5;3,7)0,003

1 мМ 1,2(1,2;1,2)0,607 1,1(1,1;1,1)0,178 1,0(1,0;1,1)0,004 3,6(3,5;3,8)0,003

2 мМ 1,5(1,4;1,5)0,002 1,1(1,1;1,2)0,054 1,0(1,0;1,1)0,002 3,7(3,6;3,8)0,003

4 мМ 1,4(1,4;1,5)0,002 1,1(1,1;1,1)0,178 1,0(1,0;1,1)0,002 3,8(3,8;3,9)0,003

Ш
та
мм

 №
 3 0,25 мМ 1,7(1,7;1,9)0,436 1,0(0,9;1,0)0,679 0,6(0,6;0,6)0,136 0,5(0,4;0,5)0,765

0,5 мМ 2,0(1,9;2,3)0,007 1,0(0,9;1,0)1,000 0,6(0,6;0,6)0,350 0,5(0,5;0,6)0,040

1 мМ 1,8(1,8;1,8)0,436 1,1(1,0;1,1)0,067 0,6(0,5;0,6)0,473 0,6(0,5;0,6)0,015

2 мМ 2,0(2,0;2,0)0,002 1,0(0,9;1,0)0,497 0,5(0,5;0,6)0,155 0,6(0,5;0,6)0,015

4 мМ 2,0(1,9;2,0)0,005 1,3(1,2;1,3)0,002 0,7(0,7;0,8)0,001 0,6(0,6;0,7)0,001

П р и м е ч а н и е . * в верхнем индексе указана вероятность ошибки при вычислении различия с со-
ответствующими данными развития культуры без антиоксиданта в присутствии цефтазидима (табл. 1).
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В отличие от аскорбиновой кисло-
ты N-ацетилцистеин уменьшает действие 
цефтазидима уже в первые часы развития 
бактериальных культур (табл. 3). Как было 
описано ранее, в присутствии антибиотика 
активный рост культуры резко сменяется 
осмотическим цитолизом, поэтому про-
бактериальное действие N-ацетилцистеина 
ожидаемо вызывает снижение оптической 
плотности культуры в последующие часы, 
более значимое по сравнению с контролем. 
Обращает на себя внимание тот факт, что 
культура штамма № 3 не подчиняется опи-
санной динамике (вероятно, в связи с более 

высокой концентрацией антибиотика и от-
носительно высокой скоростью роста по 
сравнению с другими штаммами), однако 
спустя 24 часа наблюдается отчетливое про-
бактериальное действие N-ацетилцистеина, 
выраженность которого напрямую зависит 
от концентрации антиоксиданта.

Совершенно иной характер имеет про-
филь развития культур в присутствии ме-
тилэтилпиридинола (табл. 4). Отметим, что 
ранее нами были доказаны антибактери-
альные свойства этого антиоксиданта при 
изучении влияния на штаммы Klebsiella 
pneumoniae [6].

Таблица 4
Влияние метилэтилпиридинола на активность цефтазидима 

в отношении Klebsiella pneumoniae

Концентрация 
антиоксиданта

Оптическая плотность бактериальной биомассы, Me(25 %;75 %)P, усл. ед. 
по Мак-Фарланду*

4 часа 8 часов 12 часов 24 часа

Ш
та
мм

 №
 1 0,25 мМ 1,1(1,1;1,2)0,239 1,5(1,5;1,6)0,003 1,1(1,0;1,1)0,948 2,4(2,3;2,6)0,108

0,5 мМ 1,2(1,1;1,2)0,036 1,7(1,6;1,7)0,071 1,1(1,1;1,1)0,203 2,5(2,4;2,5)0,065

1 мМ 1,1(1,1;1,1)0,675 1,7(1,6;1,7)0,383 1,1(1,1;1,1)0,461 2,2(1,9;2,5)0,950

2 мМ 1,0(1,0;1,1)0,844 1,9(1,8;1,9)0,021 1,1(1,1;1,2)0,079 1,7(1,7;1,8)0,003

4 мМ 0,9(0,9;0,9)0,004 2,0(2,0;2,1)0,002 1,2(1,1;1,2)0,043 1,4(1,3;1,4)0,002

Ш
та
мм

 №
 2 0,25 мМ 1,3(1,3;1,3)0,007 1,1(1,1;1,2)0,054 0,9(0,8;0,9)0,525 2,6(2,5;2,8)0,150

0,5 мМ 1,2(1,2;1,2)0,937 1,2(1,2;1,2) < 0,001 0,9(0,8;0,9)0,525 2,3(2,2;2,5)0,534

1 мМ 1,3(1,2;1,3)0,321 1,3(1,3;1,3) < 0,001 0,8(0,8;0,9)0,943 2,3(2,2;2,5)0,578

2 мМ 1,1(1,1;1,1)0,007 1,5(1,5;1,6) < 0,001 0,9(0,9;0,9)0,037 1,8(1,8;2,1)0,019

4 мМ 0,9(0,8;0,9)0,002 2,2(2,2;2,2) < 0,001 1,1(1,1;1,2)0,002 1,1(1,1;1,3)0,003

Ш
та
мм

 №
 3 0,25 мМ 1,9(1,8;1,9)0,063 0,9(0,9;0,9)0,067 0,6(0,6;0,6)0,930 0,5(0,5;0,5)0,217

0,5 мМ 1,8(1,7;1,8)0,948 1,0(0,9;1,0)0,497 0,6(0,6;0,6)0,350 0,5(0,5;0,5)0,217

1 мМ 1,8(1,8;1,8)0,515 1,1(1,0;1,1)0,075 0,7(0,6;0,7)0,109 0,5(0,5;0,5)0,217

2 мМ 1,8(1,7;1,8)0,948 1,2(1,2;1,2)0,002 0,9(0,8;0,9)0,001 0,4(0,4;0,4)0,090

4 мМ 1,6(1,6;1,6)0,016 1,5(1,5;1,6)0,002 1,0(1,0;1,0) < 0,001 0,3(0,3;0,4)0,004

П р и м е ч а н и е .* в верхнем индексе указана вероятность ошибки при вычислении различия 
с соответствующими данными развития культуры без антиоксиданта в присутствии цефтазидима 
(табл. 1).

В концентрации 4 мМ метилэтилпири-
динол значимо усиливает действие цефтази-
дима уже к четвертому часу эксперимента. 
Отличительной особенностью дальнейшего 
развития бактериальных культур является 
его реверсивный характер: к восьмому часу 
наблюдается пробактериальный, а к 24 ча-
су – антибактериальный эффект антиокси-
данта, причем оба эффекта прямо зависят 
от его концентрации. По-видимому, особый 
профиль действия метилэтилпиридинола на 
развитие бактерий в присутствии цефтази-
дима связан с механизмом действия послед-
него. Обладая антибактериальными свой-
ствами, метилэтилпиридинол сдерживает 
рост культуры и уменьшает, таким образом, 
бактерицидный эффект цефтазидима за 
счет уменьшения количества активно раз-

множающихся бактерий. Потенцированное 
взаимодействие двух веществ, обладающих 
антибактериальным действием, проявляет-
ся через 24 часа при наиболее высоких кон-
центрациях антиоксиданта.

Заключение
Таким образом, наличие антиоксидант-

ных свойств у вещества не является фак-
тором, однозначно определяющим тип его 
влияния на активность цефтазидима. Через 
24 часа установлено, что аскорбиновая кис-
лота не изменяет активность цефтазидима, 
N-ацетилцистеин уменьшает ее. Метил-
этилпиридинол в исследуемых концентра-
циях оказывает неоднозначное влияние, 
связанное с указанными особенностями ме-
ханизма действия антибиотика.
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Результаты исследования показали, что 
для оценки модулирующего влияния ве-
ществ на активность антибактериальных 
средств традиционный подход оценки роста 
периодической культуры по результатам су-
точной инкубации является не вполне кор-
ректным. Развитие бактерий, испытываю-
щих действие цефтазидима, не подчиняется 
классической кривой роста, имеет волно-
образный характер, и, следовательно, долж-
но оцениваться не однократно (после суточ-
ной инкубации), а в динамике. В условиях 
исследований in vitro размножение бакте-
рий ограничено возможностями питатель-
ной среды. В условиях макроорганизма, 
где такое ограничение отсутствует, а кон-
центрация антибактериального средства не 
поддерживается на строго определенном 
уровне (особенно при несоблюдении режи-
ма дозирования), описанные эпизоды сти-
муляции развития бактериальной культуры 
могут приводить к еще более интенсивному 
размножению микроорганизмов.
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