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В последние годы из-за широкого распространения карбапенемаз среди штаммов Klebsiella pneumoniae всё чаще назна-
чается антибиотик группы резерва - колистин. Определение чувствительности к данному противомикробному препа-
рату в повседневной практике имеет ряд сложностей в связи с катионными свойствами молекулы и плохой диффузией в 
агар. В связи с этим рекомендуется использовать эталонный метод микроразведений (ММР) в бульоне для определения 
минимальной подавляющей концентрации (МПК) колистина.
Целью исследования являлось определение чувствительности к колистину выборки карбапенемрезистентных (карба-Р) 
штаммов K. pneumoniae, выделенных от пациентов трёх стационаров г. Москвы 2012-2016 г. г., методом микроразведений 
(ММР) и сравнение полученных данных с эпсилометрическим методом (Е-тест) и баканализатором VITEK 2 Compact. Доля 
резистентных изолятов (МПК>2 мг/л) составила 52%, 39%, 35% для указанных методов соответственно. Оба коммер-
ческих метода продемонстрировали высокие уровни очень существенной ошибки (Very major error, VME): 26% для метода 
Е-тестов и 34% для VITEK 2 Compact. Значения категорийного и полного согласия (Categorical agreement, CA; Essential 
agreement, EA) не превысили 90%. Единичная существенная ошибка (Major error, ME) выявлена для VITEK 2 Compact.
Результаты обоих коммерческих тестов для определения МПК колистина показали различия с результатами эталонно-
го ММР. Клиническим лабораториям необходимо иметь в виду данные несоответствия и с осторожностью использо-
вать Е-тесты и баканализатор VITEK 2 Compact при определении чувствительности к колистину.
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In recent years, because of carbapenemase spreading in Klebsiella pneumoniae strains, the antibiotic of reserve group, colistin, 
is increasingly prescribed. In vitro testing of colistin susceptibility in everyday practice has a number of difficulties due to the 
cationic properties of molecule and weak diffusion into agar. Therefore it is recommended to use the reference Broth Microdilution 
Method (BMD) for determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) for colistin.
The purpose of the study was to determine susceptibility to colistin in 119 carbapenem-resistant K. pneumoniae (CRKp) which 
were isolated from the patients at three hospitals in Moscow in 2012-2016 by the broth microdilution method (BMD) and to 
compare these data with the ones obtained by epsilometer test (E-test) and VITEK 2 Compact. The proportion of resistant 
isolates (MIC>2 mg/L) was 52%, 39%, 35% respectively. Both commercial methods demonstrated a high level of the very major 
error (VME) that was 26% for the E-test method and 34% for the VITEK 2 Compact. The values of categorical agreement and 
essential agreement (CA, EA) were less than 90%. A single major error (ME) was detected for the VITEK 2 Compact.
In conclusion, results of both commercial tests for determination of MIC for colistin showed differences with the results of the 
reference BMD. It is necessary for clinical laboratories to be aware about this discrepancy and to use E-tests and VITEK 2 
Compact with caution to determine colistin susceptibility.
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Klebsiella pneumoniae является наиболее клинически 
значимым микроорганизмом рода Klebsiella. Она чаще 
всего колонизирует желудочно-кишечный тракт, кожные 
покровы, носоглотку, может вызывать такие тяжёлые 
инфекционные процессы, как некротизирующая пнев-
мония и гнойные абсцессы печени [1].

Частота выделения K. pneumoniae среди представите-
лей семейства Enterobacteriaceae из года в год сохраняет 
лидирующие позиции и составляет более 50% по дан-
ным многоцентровых исследований МАРАФОН [2; 3]. 
Результаты многоцентрового исследования «ЭРГИНИ» 
показали доминирование грамотрицательных микроор-
ганизмов (57,6%) среди возбудителей нозокомиальных 
инфекций, выделенных у детей, из которых 12,1% при-
ходилось на К. pneumoniae [4].

Американское десятилетнее исследование SMART, в 
котором  с 2002 по 2011 г. изучалось распространение 
резистентности микроорганизмов к антибиотикам [5], и 
Сингапурское исследование 2013 г. Molton с соавт. [6], 
направленное на изучение распространённости микро-
организмов с множественной лекарственной устойчиво-
стью (МЛУ) , показали, что от 20 до 80% изолятов K. 
pneumoniae устойчивы к антибиотикам первой линии, 
включая цефалоспорины, фторхинолоны, аминоглико-
зиды, что приводит к трудностям в выборе этиотропо-
ной терапии.

Серьёзной проблемой в лечении инфекционных за-
болеваний является распространение среди грамотрица-
тельных микроорганизмов штаммов, продуцирующих 
карбапенемазы, смертность от которых достигает от 
23% до 75% [4; 7]. В сообщении «Противомикробная ре-
зистентность: глобальный отчёт по эпиднадзору 2014» 
сделан вывод о том, что устойчивость K. pneumoniae к 
карбапенемам распространилась практически по всем 
регионам мира, а в некоторых странах данная группа 
антибиотиков не работает уже в более чем половине 
случаев нозокомиальных инфекций [8].

Группа полимиксинов, а именно колистин, вызывает 
значительный интерес в лечении заболеваний, вызван-
ных карбапенемрезистентными (карба-Р) грамотрица-
тельными бактериями, поскольку сохраняет активность 
в отношении данных возбудителей [9]. В связи с этим 
изучение чувствительности патогенов к данной группе 
антибиотиков имеет важное значение для рациональной 
терапии инфекционных заболеваний, особенно для го-
спитализированных пациентов [10; 11].

Важность корректного определения минимальной по-
давляющей концентрации (МПК) колистина обусловлена 
необходимостью расчёта его дозировки. Это особенно 
важно для лечения пациентов с почечной недостаточ-
ностью, так как колистин обладает нефротоксичностью 
[12]. В зарубежных исследованиях сообщается, что не-

правильное назначение низких концентраций колистина 
может индуцировать переход чувствительных субпопуля-
ций бактерий в категорию резистентных. По этой причине 
разработка надёжных методов определения чувствитель-
ности является одной из приоритетных задач [13; 14].

Европейский комитет по определению чувствитель-
ности к антимикробным препаратам (European Committee 
on Antimicrobial Susceptibility Testing - EUCAST) и Ин-
ститут клинических и лабораторных стандартов (Clinical 
and Laboratory Standards Institute - CLSI) рекомендуют 
метод микроразведений (ММР) в бульоне для определе-
ния МПК колистина [15; 16]. Из-за трудоёмкости метода 
во многих клинических лабораториях в повседневной 
практике для определения чувствительности к колисти-
ну используются другие методы: диско-диффузионный, 
автоматизированный (баканализаторы) и эпсилометри-
ческий (Е-тесты). Молекула полимиксинов обладает ка-
тионными свойствами и поэтому плохо диффундирует в 
агар, что может приводить к методологическим ошиб-
кам в определении чувствительности и, как следствие, к 
назначению неадекватной антимикробной терапии [12].

Цель работы – определить чувствительность к коли-
стину с помощью ММР и сравнить полученные данные 
с рутинными методами определения резистентности: 
Е-тестами и автоматическим баканализатором VITEK 2 
Compact.

Материал и методы. В период с 2012 по 2016 г.  бы-
ла собрана коллекция карба-Р штаммов K. pneumoniae из 
двух детских и одного взрослого учреждений г. Москвы. 
Видовую идентификацию полученных микроорганиз-
мов проводили на масс-спектрометре MALDI-ToF-MS 
Biotyper MicroFlex (Bruker, Германия) и баканализаторе 
VITEK 2 Compact (BioMerieux, Франция). Выделенные 
штаммы хранили при температуре -800 С.

Определение чувствительности к аминогликозидам 
(гентамицин, нетилмицин, амикацин), ципрофлоксаци-
ну, фосфомицину проводили на автоматизированном ба-
канализаторе VITEK 2 Compact (BioMerieux). Для опре-
деления МПК к меропенему, имипенему использовали 
метод Е-тестов (BioMerieux) на среде Мюллера-Хинтона 
(Bio Rad, Франция). Результаты интерпретировали, ру-
ководствуясь оценочными критериями EUCAST [16].

МПК к колистину определяли методом Е-тестов 
(BioMerieux) на среде Мюллера-Хинтона (Bio Rad), в 
баканализаторе VITEK 2 Compact (BioMerieux) и с по-
мощью ММР в бульоне в соответствии с Националь-
ным стандартом Российской Федерации (ГОСТ Р ИСО 
20776-1-2010) в круглодонных 96-луночных планшетах. 
Согласно критериям EUCAST [16], пограничные значе-
ния МПК колистина для K. pneumoniae составляют: чув-
ствительные ≤2 мг/л, резистентные >2 мг/л.

Для определения МПК с помощью ММР использовали 
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субстанцию колистина в форме порошка (Sigma Aldrich, 
Германия). Для приготовления стокового раствора коли-
стин растворяли в воде для инъекций до концентрации 25 
мг/мл, полученные аликвоты хранили при -20° С. Основ-
ные растворы с концентрациями колистина 2048, 128, 8 
мг/л готовили непосредственно перед тестированием пу-
тём добавления стокового раствора колистина (25 мг/мл) в 
бульон. Основные растворы доводили до рабочих концен-
траций 2-2048 мг/л путём добавления бульона и помещали 
в лунки планшета. Последние лунки в ряду использовали 
как положительный контроль роста для каждого проверяе-
мого штамма, куда помещали бульон без антибиотика.

Иноколюм с оптической плотностью 0,5 по стандарту 
McFarland готовили в бульоне с использованием суточной  
культуры K. pneumoniae, выращенной при 37° С на несе-
лективной среде c добавлением 5% крови. Полученный 
иноколюм разводили бульоном в соотношении 1:100 до 
концентрации 1x106 КОЕ/мл и вносили по 50 мкл в лунки 
планшета, содержащего 50 мкл рабочего раствора коли-
стина. Окончательная концентрация бактерий составила 
5x105 КОЕ/мл, рабочие концентрации антибиотика нахо-
дились в диапазоне от 1 до 1024 мг/л.

Планшеты инкубировали при 37° С в течение 
18±2 ч. Результаты учитывали при наличии доста-
точного роста микроорганизма в положительном 
контроле (явное пятно на дне лунки и помутнение 
бульона), используя камеру для визуального считы-
вания результатов Sensititre Manual Viewer. Размер 
роста в каждой лунке сравнивали с размером роста 
в положительном контроле и наиболее низкую кон-
центрацию антибиотика, которая полностью по-
давляла видимый рост, регистрировали как МПК. 
Для контроля использовали штамм Escherichia coli 
ATCC 25922. Значения МПК, полученные с помо-
щью ММР, считали референсными.

Для сравнения ММР и методов Е-тестов и 
Vitek 2 Compact рассчитывали процент полного 
согласия (Essential agreement, EA), категорийного 
согласия (Categorical agreement, CA), очень суще-
ственной ошибки (Very major error , VME) и суще-
ственной ошибки (Major error, ME) при определе-
нии МПК колистина согласно [17]. Формулы рас-
чёта данных коэффициентов представлены в табл. 
1. Статистическую обработку данных проводили 
с помощью программы Microsoft Excel.

Результаты. В исследование вошло 119 
карба-Р штаммов K. pneumoniae. Для всех изоля-
тов выполнено определение чувствительности к 
колистину методом Е-тестов, на баканализаторе 
VITEK 2 Compact и с помощью ММР в бульо-

не. Диапазон значений МПК, определённых с помощью 
ММР в бульоне представлен на рис. 1. Доля колистинре-
зистентных (колистин-Р) изолятов с МПК>2 мг/л соста-
вила 52% (n=62). Доля резистентных изолятов, получен-
ная методом Е-тестов и Vitek 2 Compact, составила 39% 
(n=46) и 35% (n=42) соответственно (табл. 2).

Для определения эффективности тестируемых ме-
тодов определения МПК к колистину по сравнению с 
референсным ММР рассчитаны значения EA, CA, ME, 
VME; результаты представлены в табл. 2. Значение EA и 
CA не превысили 90% для обоих тестируемых методов. 
Частота очень существенной ошибки (VME) высока как 
для Е-тестов (26%), так и для VITEK 2 Compact (34%). 
Единичная существенная ошибка (ME) была выявлена 
для VITEK 2 Compact (2%).

По сравнению с референсным ММР частота ошибок 
при определении МПК к колистину методом Е-тестов 
и с помощью Vitek 2 Compact оказалась выше прием-
лемой (допустимые значения: EA>89,9%, CA>89,9%, 
VME<1,5% [при значении EA<95%] или VME<7,5% 
[при значении EA>95%], ME < 3%) [17].

При оценке результатов определения МПК колистина 

Т а б л и ц а  1
Формулы расчёта коэффициентов эффективности [17]

Коэффициент эффективности, % Числитель Знаменатель
Полное согласие (Essential 
agreement, EA)

Число изолятов с МПК, находящейся в пределах одного двукратного 
разведения от ММР

Всего изолятов

Категорийное согласие  
(Categorical agreement, CA)

Число изолятов с совпадающей интерпретацией результатов (совпа-
дение резистентный с резистентным и чувствительный с чувстви-
тельным)

Всего изолятов

Существенная ошибка (Major 
error, ME)

Число изолятов, оцененных как резистентные тестируемым методом, 
но как чувствительные при помощи ММР

Число чувствительных штаммов, 
полученных с помощью ММР

Очень существенная ошибка 
(Very major error, VME)

Число изолятов, оцененных как чувствительные тестируемым мето-
дом, но как резистентные при помощи ММР

Число резистентных штаммов, по-
лученных с помощью ММР

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 >1024

(n
47

10

5

0
3 3

11

17

8 7
5 4

Рис. 1. Распределение МПК колистина карбапенем-резистентных 
штаммов K. pneumoniae, определенных методом микроразведений 
(ММР).
По оси абсцисс – минимальная подавляющая концентрация колистина (МПК), мг/л.  
По оси ординат – число изолятов K. pneumoniae. 
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с помощью ММР у некоторых штаммов наблюдался пре-
рывистый рост: лунки с достаточным ростом (помутне-
ние бульона и явное пятно на дне лунки) чередовались 
с лунками без роста (прозрачный бульон, нет пятна на 
дне лунки) (рис. 2, ряды В, С, D). Штаммам с одной про-
пущенной лункой присваивалось значение МПК по наи-
меньшей концентрации антибиотика, которая тормозила 
видимый рост, как и для штаммов с ростом без пропуска. 
Восемь штаммов с двумя и более пропущенными лунка-

ми повторно исследовались с помощью ММР, получены 
идентичные результаты с прерывистым ростом. Для ис-
ключения вероятности контаминации из лунок с макси-
мальной МПК (рис. 2, лунки В8, С5) произведен посев и 
идентификация микроорганизма. Во всех восьми случаях 
рост дала K. pneumoniae. При определении МПК к коли-
стину с помощью ММР все эти высеянные культуры K. 
pneumoniae дали непрерывный рост в диапазоне высоких 
МПК от 32 до 512 мг/л. Данным штаммам присвоено зна-
чение МПК, определенное при повторном тестировании.

Данные о спектре чувствительности исследованных 
119 карба-Р изолятов K. pneumoniae к антибиотикам пред-
ставлены в табл. 3. Все исследованные штаммы проявили 
100% резистентность к цефалоспоринам III и IV поколе-
ний. Доля штаммов, нечувствительных к ципрофлоксаци-
ну, составила 94%, к фосфомицину - 95%, к тигециклину 
– 28%. В группе аминогликозидов устойчивость варьиро-
вала от 56% для амикацина до 91% для гентамицина.

Обсуждение. В исследовании проанализирована кол-
лекция из 119 карба-Р изолятов K. pneumoniae из двух 
детских и одного взрослого учреждений г. Москвы, 
собранная в течение 2012-2016 гг. Доля резистентных 
к колистину штаммов составила 52%. В многоцентро-
вом иследовании МАРАФОН тестировали смешанную 
группу карбапенем-чувствительных и карбапенем-
нечувствительных изолятов K. pneumonia. Частота ре-
зистентных к колистину штаммов составила 7,9% [3]. 
По данным исследований K.Chew [18] и L.Rojas [19] 
доля резистентных к колистину карба-Р изолятов K. 
pneumoniae составила 13 и 33% соответственно.

Мы сравнили методы Е-тестов и VITEK 2 Compact с 
эталонным ММР для определения МПК к колистину у 
карба-Р изолятов K. pneumoniae. Оба тестированных ме-
тода существенно занижают истинную долю колистин-Р 
изолятов. Для метода Е-тестов рассчитан процент очень 
существенной ошибки (VME) равный 26%, при котором 
16 штаммов оценены как чувствительные данным мето-
дом и как резистентные с помощью ММР: коэффициенты 
полного согласия (EA) и категорийного согласия (CA) со-
ставили 72 и 87% соответственно. Другие исследования 
также показали разногласие между референсным ММР и 
другими методами определения МПК к колистину. VME 
для Е-тестов составила 41,5% по данным K. Dafopoulou 
2015 г. [20], коэффициенты EA и CA составили 48,8 и 
56,1% соответственно. Похожие результаты получены 
в исследовании L.Rojas [19] - значение VME составило 
35%. Отличные от рекомендаций [17] значения коэффи-
циентов эффективности получены при определении МПК 
к колистину с помощью анализатора VITEK 2 Compact. 
Недостаточные значения показателей полного согласия 
(EA) и категорийного согласия (CA) (80% и 82%), высо-
кая частота очень существенной ошибки (VME) (34%) 

Т а б л и ц а  2
Коэффициенты эффективности использования методов тестирования чувствительности к колистину по сравнению с референсным 

методом микроразведений (ММР)

Метод Число чувствительных 
изолятов, n (%)

Число резистентных  
изолятов, n (%)

EA1, n (%) CA2, n (%) ME3, n (%) VME4, n (%)

ММР 57 (48%) 62 (52%)
Е-тесты 73 (61%) 46 (39%) 86 (72%) 103 (87%) 0 16 (26%)
VITEK 2 Compact 77 (65%) 42 (35%) 95 (80%) 97 (82%) 1 (2%) 21 (34%)

П р и м е ч а н и е . 1 – EA (Essential agreement) - полное согласие; 2 – CA (Categorical agreement) - категорийное согласие; 3 – ME (Major 
error) - существенная ошибка; 4 – VME (Very major error) - очень существенная ошибка.

Т а б л и ц а  3
Профиль чувствительности карбапенем-резистентных  

изолятов K. pneumoniae

Антибиотик n Критерий EUCAST 
(мг/л)

Доля резистент-
ных изолятов, 

n (%)Ч ≤ Р >
Тигециклин 79 1 2 20 (26%)
Гентамицин 119 2 4 108 (91%)
Нетилмицин 119 2 4 83 (70%)
Амикацин 119 8 16 66 (55%)
Ципрофлоксацин 118 0.5 1 110 (93%)
Фосфомицин 113 32 32 107 (95%)
Колистин (ММР) 119 2 2 62 (52%)

Рис. 2. Прерывистый и обычный рост карбапенем-
резистентных штаммов K. pneumoniae при определении 
МПК к колистину методом микроразведений (ММР).
В каждом ряду лунки с 1 по 11 содержали двукратное разведение коли-
стина в диапазоне от 1024 мг/л до 1 мг/л. Лунки 12 содержали бульон 
Мюллера-Хинтона без добавления антибиотика и использовались как 
положительный контроль роста для каждого штамма.
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показали ненадежность данного метода для определения 
чувствительности к колистину. В зарубежной литературе 
этот метод не рекомендуют использовать для определе-
ния значений МПК к колистину [18, 21].

Определение чувствительности к колистину с по-
мощью ММР в оптимальных условиях потребовало по-
вторного тестирования у восьми штаммов K. pneumoniae. 
Трудности в определении МПК к колистину, а именно 
прерывистый рост культуры, описаны ранее [19, 22, 23]. 
Вероятно, это может быть связано с наличием гетеро-
резистентности к колистину у K. pneumoniae - феноме-
на, описывающего вариабельность чувствительности к 
определённому антибиотику во внешне изогенной бак-
териальной популяции [12].

Заключение. В последние годы наблюдается рост 
устойчивости к колистину среди карба-Р штаммов K. 
pneumoniae, что ещё раз подчеркивает необходимость 
выбора правильного метода определения МПК. Наши 
результаты и приведённые данные литературы свиде-
тельствуют о том, что ММР в бульоне является надеж-
ным методом для определения чувствительности к коли-
стину, а значения МПК – наиболее достоверными.
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