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ВЛИЯНИЕ КОМБИНАЦИЙ АНТИБИОТИКОВ, ФАГОВ И ДЕПОЛИМЕРАЗЫ НА БИОПЛЕНКИ 
ЛЕКАРСТВЕННО-УСТОЙЧИВОГО ШТАММА KLEBSIELLA PNEUMONIAE

А.О. Кривуля, Р.Б. Городничев, М.А. Корниенко, Н.К. Абдраймова, М.В. Малахова, М.В. Зайчикова, Е.А. Шитиков
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Введение. Klebsiella pneumoniae представляет серьезную угрозу глобальному здравоохранению из-за высокой доли изолятов с множественной 

лекарственной устойчивостью. Более того, формирование бактерией биопленок значительно усложняет лечение инфекций.

Цель. Оценка эффективности индивидуального и комбинированного действия антибиотиков и бактериофагов или полисахарид-деполимеразы 

на биопленки клинически значимого штамма K. pneumoniae.

Материалы и методы. В работе использовали штамм K. pneumoniae с множественной лекарственной устойчивостью 9faiz, 4 антибиотика раз-

личных классов (гентамицин, левофлоксацин, меропенем и хлорамфеникол), 3 бактериофага различных родов (Dlv622, Seu621 и FRZ284) и 1 по-

лисахарид-деполимеразу (Dep622). Эксперименты проводили на сформированных биопленках путем обработки 24-часовых пленок K. pneumoniae 

антимикробными агентами индивидуально или в комбинациях. Способность штамма образовывать биопленки оценивали окрашиванием кристал-

лическим фиолетовым. Сравнение между средними значениями оптической плотности проводилось с помощью t-теста и считалось значимым 

при p ≤ 0,05.

Результаты. Индивидуальное применение антибиотиков в пиковых концентрациях (C
max

) или деполимеразы в концентрации 100 МДК (минималь-

ная действующая концентрация) не приводило к значимому снижению биомассы биопленки, тогда как бактериофаги в титре 5×109 БОЕ/мл ста-

тистически значимо снижали ее биомассу на 27–31% (p ≤ 0,05). Большинство комбинаций фагов и антибиотиков не приводило к значимому повы-

шению эффективности разрушения биопленок; лишь сочетание фага FRZ284 с гентамицином статистически значимо показало дополнительное 

снижение биомассы биопленки на 27% (p ≤ 0,05). Комбинации деполимеразы со всеми антибиотиками, кроме меропенема, приводили к значимому 

увеличению биомассы биопленки на 27–39% (p ≤ 0,05).

Выводы. Результаты показывают необходимость индивидуального подбора антимикробных комбинаций для борьбы с биопленками K. pneumoniae 

из-за возможного влияния эффектов синергии и антагонизма на исход терапии.
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Introduction. Klebsiella pneumoniae poses a serious threat to global healthcare due to the high proportion of multidrug-resistant isolates. Moreover, the 

formation of biofilms by bacteria significantly complicates the treatment of infections.

Objective. To evaluate the effectiveness of the individual and combined action of antibiotics and bacteriophages or polysaccharide depolymerase on biofilms 

of a clinically significant strain K. pneumoniae.

Materials and methods. The work used the K. pneumoniae strain with multidrug resistance (9faiz), 4 antibiotics of various classes (gentamicin, levofloxacin, 

meropenem and chloramphenicol), 3 bacteriophages of various genera (Dlv622, Seu621 and FRZ284), and 1 polysaccharide depolymerase (Dep622). Experi-

ments were carried out on the formed biofilms by treating 24-hour K. pneumoniae films with antimicrobial agents individually or in combinations. The ability of 

the strain to form biofilms was evaluated by staining with crystalline violet. The comparison between the average optical density values was carried out using 

a t-test and was considered significant at p ≤ 0.05.

Results. The individual use of antibiotics peak concentrations (C
max

) or depolymerase concentration of 100 MED (minimum effective dose — MED) did not lead 

to a significant decrease in biofilm biomass, whereas bacteriophages in a titer of 5×109 PFU/mL (plaque-forming unit per mL) statistically significantly reduced 

its biomass by 27–31% (p < 0.05). Most combinations of phages and antibiotics did not lead to a significant increase in the efficiency of biofilm destruction. 

Only the combination of phage FRZ284 with gentamicin statistically significantly showed an additional decrease in biofilm biomass by 27% (p < 0.05). Combi-

nations of depolymerase with all antibiotics except meropenem resulted in a significant increase in biofilm biomass by 27–39% (p < 0.05).

Conclusions. The results show the need for individual selection of antimicrobial combinations to combat K. pneumoniae biofilms due to the possible effect 

of synergy and antagonism effects on the outcome of therapy.
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ВВЕДЕНИЕ

Klebsiella pneumoniae  —  условно патогенная грамотри-
цательная бактерия, представляющая серьезную угрозу 
для глобального здравоохранения из-за стремительного 
распространения штаммов с множественной лекарствен-
ной устойчивостью (МЛУ). Резистентные штаммы вызыва-
ют значительное число нозокомиальных инфекций, таких 
как пневмония, инфекции мочевыводящих путей и крово-
тока, характеризующихся высоким уровнем смертности, 
достигающим 50% [1].

Терапия инфекций, вызванных K. pneumoniae, затруд-
нена в связи со способностью патогена образовывать 
биопленки. Биопленки представляют собой организован-
ные сообщества микроорганизмов, прикрепленные к раз-
личным биотическим и абиотическим субстратам посред-
ством экзополимерной матрицы, состоящей из белков, 
полисахаридов и внеклеточной ДНК. По данным иссле-
дований, около 60–80% хронических инфекций связано 
с образованием биопленок [2]. Кроме того, биопленки ча-
сто формируются на инвазивных медицинских изделиях, 
что увеличивает риск развития острых инфекций у паци-
ентов, находящихся на стационарном лечении [3].

Клетки внутри биопленок характеризуются замед-
ленным метаболизмом и сниженной скоростью роста, 
а также повышенной частотой горизонтального пере-
носа мобильных генетических элементов. Последние 
часто содержат гены вирулентности и устойчивости 
к антибиотикам, что позволяет клеткам биопленки эф-
фективнее противостоять антимикробным препаратам 
и избегать иммунного ответа организма хозяина. В сово-
купности такие особенности увеличивают устойчивость 
биопленок к антибиотикам в 100–1000 раз по сравне-
нию с планктонными формами микроорганизмов [2, 4]. 
Вследствие этого стандартные схемы антибиотикоте-
рапии демонстрируют недостаточную эффективность 
в отношении инфекций, ассоциированных с биопленка-
ми, что обусловливает необходимость разработки новых 
терапевтических подходов.

Одним из перспективных подходов для борьбы 
с биопленками является применение бактериофагов 
или их производных, таких как полисахарид-деполиме-
разы. Бактериофаги способны деградировать внекле-
точный матрикс биопленок за счет действия полисаха-
рид-деполимераз, что нарушает целостность структуры 
биопленки и повышает чувствительность бактерий к ан-
тимикробным препаратам и факторам окружающей сре-
ды [5]. Это открывает возможности для использования 
бактериофагов как самостоятельных терапевтических 
агентов, а также в комбинации с клинически применяе-
мыми антибиотиками.

Совместное использование антимикробных агентов 
может приводить к различным типам взаимодействия, 
включая синергизм, аддитивный эффект или антагонизм. 
Синергизм наблюдается в тех случаях, когда совокуп-
ный эффект от применения нескольких антимикробных 
агентов превосходит сумму их индивидуальных воздей-
ствий. Аддитивный эффект подразумевает, что суммар-
ное действие агентов равно сумме их отдельных эф-
фектов, то есть они не влияют на эффективность друг 
друга. Антагонизм характеризуется тем, что общий эф-
фект комбинации антимикробных агентов меньше сум-
мы их индивидуальных воздействий, и свидетельствует 
о том, что действие одного из них каким-то образом пре-
пятствует действию другого [6].

На планктонных клетках было показано, что фаги 
или полисахарид-деполимеразы в сочетании с антибио-
тиками демонстрируют преимущественно синергизм, 
приводящий к более эффективной элиминации бактерий 
по сравнению с монотерапией антимикробными препа-
ратами [4, 7–9]. Однако в ряде публикаций также сооб-
щается, что некоторые комбинации антибактериальных 
препаратов демонстрируют антагонистическое взаимо-
действие [7, 10]. Тем не менее влияние таких комбинаций 
на биопленки остается недостаточно изученным, что под-
черкивает необходимость углубленного исследования 
возможных эффектов, возникающих при сочетанном 
действии фагов и их ферментов с антибиотиками.

Цель исследования: оценка эффективности индиви-
дуального и комбинированного действия антибиотиков 
и бактериофагов или полисахарид-деполимеразы на био-
пленки клинически значимого штамма K. pneumoniae.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Бактериальные штаммы

Исследование проведено на штамме K.  pneumoniae 
9faiz из коллекции лаборатории молекулярной генетики 
микроорганизмов Федерального научно-клиническо-
го центра физико-химической медицины им. академи-
ка Ю.М.  Лопухина ФМБА России. Штамм, высеянный 
из биологического материала в 2019 году, принадлежал 
к капсульному типу KL23 и клинически значимому сик-
венс-типу ST39, что было определено ранее согласно 
стандартным методам типирования [11, 12].

Бактериальную культуру выращивали на лизоген-
ном бульоне (LB, от англ. lysogeny broth) в модификации 
Lennox («Диа-М», Россия). Культуру бактерий инкубирова-
ли в течение 18 ч при температуре 37 °C.

Минимальная ингибирующая концентрация (МИК) 
антибиотиков определялась методом микроразведе-
ний в соответствии с российскими рекомендациями 
«Определение чувствительности микроорганизмов 
к антимикробным препаратам» [13], согласно которым 
микроорганизмы классифицируются как чувствитель-
ные при стандартном режиме дозирования (S: МИК ≤ по-
граничное значение чувствительности), чувствительные 
при увеличенной экспозиции антимикробного препарата 
промежуточные (I: пограничное значение < МИК ≤ погра-
ничное значение) или устойчивые (R: МИК  >  граничное 
значение) (табл. 1). Ингибирующее действие антибиотиков 
оценивалось с помощью планшетного спектрофотометра 
FlexA-200 (Allsheng, КНР) на основании оптической плот-
ности (OD, от англ. optical density) бактериальной культу-
ры при длине волны 620 нм. Для работы использовались 
антибактериальные препараты четырех классов: амино-
гликозиды — гентамицин (GEN), фторхинолоны ІІІ поколе-
ния — левофлоксацин (LVX), карбапенемы — меропенем 
(MEM) и амфениколы — хлорамфеникол (CMP), набор ре-
активов HiMedia (Индия).

Штаммы K. pneumoniae Kp9068 и K. pneumoniae Kp284 
использовались в качестве штаммов-хозяев для наращи-
вания фаговых лизатов [14, 15].

Бактериофаги

В работе использовали три ранее описанных бактерио-
фага K. pneumoniae: Dlv622, Seu621 и FRZ284 (GenBank 
MT939252, MT939253 и MZ602148), относящихся к родам 
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Drulisvirus, Mydovirus и Jiaodavirus соответственно [14, 15]. 
Фаги Dlv622 и Seu621 обладают капсульной специфич-
ностью, а FRZ284 характеризуется широким спектром 
хозяев и не связан с капсульным типом. Для постановки 
экспериментов использовались фаговые лизаты в бульо-
не LB, стерилизованные фильтрацией через шприцевой 
фильтр 0,22 мкм (Merk, Millipor). Готовые стерильные ли-
заты хранились в холодильнике при температуре +4 оС.

Титр фагов определяли методом спот-тестирования 
[20]. Способность фагов заражать и лизировать иссле-
дуемый штамм анализировали на основании расчета 
эффективности посева (EOP, от англ. efficiency of plating) 
в соответствии со стандартной методикой [21]. Величину 
EOP вычисляли как отношение титра бактериофага 
на исследуемом штамме к титру фага на штамме-хозяине. 
Если фаг не образовывал единичных бляшек, а вызывал 
появление ореола на поверхности чашек Петри, который 
исчезал при уменьшении концентрации фага, это явле-
ние мы называли лизисом извне. Литическую активность 
фагов измеряли с помощью титрования по Аппельману 
согласно классической методике с модификациями [22]. 
Суспензию бактериофагов последовательно разводили 
десятикратно в бульоне LB. Затем по 190 мкл каждого 
разведения добавляли в лунки плоскодонного вентили-
руемого 96-луночного планшета (Thermo Scientific, Дания) 
и инокулировали 10 мкл (5×105 КОЕ/мл) бактериальной 
культуры на логарифмической стадии роста (OD

600
 = 0,3), 

дополнительно разведенной в 100 раз свежим бульоном 
LB. После 24-часовой инкубации планшета при 37 °C из-
меряли оптическую плотность при длине волны 620  нм 
с использованием планшетного спектрофотометра 
FlexA200. Титр по Аппельману определяли как наиболь-
шее разведение фагового лизата, при котором оптиче-
ская плотность не увеличивалась по сравнению с от-
рицательным контролем, что указывало на отсутствие 
видимого роста бактерий.

Полисахарид-деполимераза

В работе использовали рекомбинантную полисахарид-де-
полимеразу Dep622 хвостовой фибриллы бактериофага 
Dlv622, полученную в виде очищенного белка, как описано 
ранее [14]. Способность Dep622 к деградации капсульных 
полисахаридов штамма 9faiz оценивали по методике, ана-
логичной титрованию бактериофагов. Для этого суспен-
зию рекомбинантной полисахарид-деполимеразы серий-
но разводили в среде LB с шагом 2 (1392,64-0,085 мкг/мл). 
Полужидкий LB-агар (LB-бульон с добавлением 0,7% 
агарозы), содержащий 100 мкл ночной культуры иссле-
дуемого штамма, распределяли по поверхности чашки 
Петри. Аликвоты (5 мкл) каждого разведения наносили 
на поверхность агара и оставляли до высыхания капель. 
Чашки Петри инкубировали при температуре 37 °C в те-
чение 24 ч. На сформированном бактериальном газоне 

в местах нанесения фермента определяли появление по-
лупрозрачных пятен, увеличивающихся в диаметре после 
48 ч инкубации, что свидетельствовало о ферментатив-
ной активности деполимеразы. Минимальная действую-
щая концентрация (МДК) определялась как концентрация 
последнего разведения, при которой еще наблюдалось 
действие фермента.

Метод оценки эффективности биопленкообразования

Биопленки штамма 9faiz выращивали в 96-луночном план-
шете. Для этого в каждую лунку вносили по 190 мкл пита-
тельной среды LB и инокулировали 10 мкл (5×105 КОЕ/мл) 
бактериальной культуры на логарифмической стадии ро-
ста (OD

600
  =  0,3), дополнительно разведенной в 100 раз 

свежим бульоном LB. В качестве отрицательного контро-
ля для оценки отсутствия роста бактериальной культуры 
использовали чистую среду LB. Планшет инкубировали 
в термостате в течение 24 часов при 37 °C. По завер-
шении инкубации среду удаляли, а биопленки отмывали 
от остатков планктонных клеток, трижды промывая сте-
рильным физиологическим раствором (0,9%). Полученные 
биопленки окрашивали раствором кристаллического 
фиолетового в соответствии со стандартной методикой 
[23]. Биопленку инкубировали с 0,1% водно-спиртовым 
раствором кристаллического фиолетового («Химмед», 
Россия) в течение 30 мин при комнатной температуре. 
После инкубации несвязанный краситель удаляли трой-
ным промыванием дистиллированной водой. Для после-
дующего анализа связанный краситель в каждой лунке 
элюировали добавлением 200 мкл 96% этанола и измеря-
ли оптическую плотность раствора на спектрофотометре 
FlexA200 при длине волны 575 нм. По результатам изме-
рения оптической плотности оценивали и классифициро-
вали способность штамма образовывать биопленки сле-
дующим образом: не образующие биопленки (OD ≤ OD

c
), 

слабо (OD
c 
< OD ≤ 2×OD

c
), умеренно (2×OD

c 
< OD ≤ 4×OD

c
) 

или обильно (OD > 4×OD
c
) образующие биопленки. Порог 

оптической плотности (OD
c
, от англ. optical density cut-off) 

определялся как среднее арифметическое значение оп-
тической плотности отрицательного контроля плюс три 
стандартных отклонения [23].

Изучение индивидуального и комбинированного 
воздействия антибиотиков и бактериофагов/
полисахарид-деполимераз

Биопленки штамма 9faiz выращивали и отмывали по ра-
нее описанному алгоритму, после чего среду меняли 
на свежую среду LB, содержащую исследуемые анти-
биотики, фаги или деполимеразу, как по отдельности, 
так и в комбинациях. Концентрации антибиотиков со-
ответствовали пиковой концентрации (C

max
), достига-

емой в сыворотке крови после введения стандартной 

Таблица 1. Границы чувствительности K. pneumoniae к антибиотикам и максимально допустимые концентрации этих препаратов в сыворотке крови

Антибактериальный препарат
Границы чувствительности, мкг/мл Пиковая концентрация антибиотика  

в сыворотке (C
max

), мкг/мл ≤S I R≥

Гентамицин 4 8 16 16 [16]

Левофлоксацин 2 4 8 6 [17]

Меропенем 1 2 4 28 [18]

Хлорамфеникол 8 16 32 25 [19]

Таблица подготовлена авторами по собственным данным
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терапевтической дозы (табл. 1). Фаговый лизат добав-
ляли в концентрации 5×109 БОЕ/мл, а рекомбинантную 
полисахарид-деполимеразу  —  в дозировке 100 МДК 
(68 мг/мл). Количества антимикробных агентов подбира-
лись из расчета на объем лунки 200 мкл.

Для положительного контроля роста бактериальной 
культуры в условиях отсутствия антимикробного воз-
действия использовали среду LB без добавок. В случае 
индивидуального воздействия добавляли один антибак-
териальный агент, а для комбинированного  —  попар-
но антибиотик и бактериофаг или деполимеразу (всего 
16 сочетаний). Инкубация биопленок с антимикробными 
агентами проводилась 24 ч, после чего биопленки про-
мывали и окрашивали кристаллическим фиолетовым, 
как описано выше.

Оптическую плотность окрашенных биопленок изме-
ряли при на спектрофотометре FlexA200 при длине вол-
ны 575 нм. Все эксперименты проводились в трех био-
логических повторностях, каждая из которых включала 
пять технических повторов для каждой комбинации.

Нормальность распределения проверяли тестом 
Шапиро  —  Уилка. Статистическая значимость и досто-
верность различий определялись t-критерием Стьюдента. 
Различие между средними считалось значимым 
при p ≤ 0,05. Анализ и визуализация данных выполнялись 
с использованием программного пакета GraphPad Prism 8.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характеристика штамма и его устойчивости 
к антимикробным агентам

Планктонные клетки штамма 9faiz демонстрирова-
ли устойчивость ко всем исследуемым антибиотикам. 
Значения МИК для гентамицина составили 128 мкг/мл,  
для левофлоксацина  —  128 мкг/мл, для меропене-
ма  —  32  мкг/мл, и для хлорамфеникола  —  128 мкг/мл. 
Также 9faiz был охарактеризован как штамм, обильно об-
разующий биопленки.

Бактериофаги Dlv622 и Seu621 показали низкую 
эффективность посева на штамме 9faiz (EOP  =  0,01). 
При титровании по Аппельману Dlv622 и Seu621 в кон-
центрациях 5×109 БОЕ/мл также проявляли слабую актив-
ность, не подавляя полностью рост планктонных клеток. 
FRZ284 при определении эффективности посева показы-
вал лизис извне, однако при титровании по Аппельману 
в концентрации 5×109 БОЕ/мл на 80% подавлял бактери-
альный рост.

Рекомбинантная деполимераза Dep622, нанесенная 
на бактериальный газон штамма 9faiz, образовывала 
полупрозрачные зоны, напоминающие ореол фаговой 
бляшки, что свидетельствовало о ферментативной ак-
тивности. На основании результатов МДК Dep622 была 
определена как 0,68 мкг/мл.

Индивидуальное и комбинированное действие 
антимикробных агентов на биопленки

При индивидуальном применении бактериофагов Dlv622, 
Seu621 или FRZ284 в концентрации 5×109 БОЕ/мл био-
масса биопленки статистически значимо снижалась 
на 27–30% по сравнению с контролем (рис. 1). В то же 
время применение антибиотиков в C

max
 концентрациях 

или деполимеразы Dep622 в 100 МДК не приводило к зна-
чимому разрушению биопленки.

Комбинированное применение бактериофага Dlv622 
с исследуемыми антибиотиками не приводило к стати-
стически значимому снижению биомассы биопленки 
по сравнению с контролем (рис. 2А). Однако сочетание 
Dlv622 с левофлоксацином или меропенемом показало 
статистически значимые отличия от индивидуального 
действия фага, снижая его эффективность на 30 и 34% 
соответственно, что свидетельствовало о возможном 
антагонистическом взаимодействии этих антимикробных 
агентов.

Использование бактериофага Seu621 с исследуемы-
ми антибиотиками не приводило к изменению биомассы 
биопленки: результаты статистически значимо не отлича-
лись ни от индивидуального действия фага, ни от контро-
ля (p = 0,05) (рис. 2Б).

Комбинированное использование FRZ284 с левофлок
сацином, меропенемом или хлорамфениколом статисти-
чески значимо снижало биомассу биопленки по сравне-
нию с контролем, однако эти результаты не отличались 
от индивидуального действия фага (рис. 2В). В сочетании 
с гентамицином FRZ284 показал значительное сниже-
ние биомассы биопленки на 58% относительно контро-
ля и на 39% по сравнению с индивидуальным действием 
фага, что свидетельствует о синергетическом (предполо-
жительно) потенцировании между фагом и антибиотиком.

Деполимераза Dep622 в сочетании с гентамицином, 
левофлоксацином и хлорамфениколом значимо увели-
чивала биомассы биопленок на 27, 28 и 39% соответ-
ственно по сравнению с контролем и индивидуальным 
действием фермента, что указывает на потенциальный 
антагонизм между исследуемыми антимикробными 
агентами (рис. 2Г). Комбинация Dep622 с меропенемом 
статистически значимо не повлияла на биомассу био-
пленки по сравнению с контролем и индивидуальным 
действием фермента.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Исследование проводилось на штамме K.  pneumoniae 
9faiz, относящемся к капсульному типу KL23, часто ас-
социируемому с устойчивостью к карбапенемам. Среди 
изолятов, продуцирующих карбапенемазы, доля KL23 
может достигать 9–17% [24]. Кроме того, штамм принад-
лежал к сиквенс-типу ST39, который характеризовался 
высокой устойчивостью к карбапенемам и был связан 
с несколькими вспышками карбапенем-резистентных 
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Рис. 1. Изменение биомассы биопленки штамма K. pneumoniae при инди-
видуальном действии различных антибактериальных агентов. * p ≤ 0,05
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Рис. 2. Изменение биомассы биопленки K. pneumoniae 9faiz при комбинированном действии различных антибактериальных агентов. * p ≤ 0,05

А

В

штаммов K.  pneumoniae в России и Греции [25]. Тесты 
на антибиотикорезистентность продемонстрировали 
устойчивость K.  pneumoniae 9faiz к четырем основным 
классам антибиотиков, применяемых для лечения клеб-
сиеллезной инфекции: аминогликозидам, фторхиноло-
нам, карбапенемам и хлорамфениколам. Также штамм 
обладал выраженной способностью к формированию 
биопленок, что дополнительно подчеркивает его патоген-
ность и устойчивость к терапевтическому воздействию 
стандартными дозами антибиотиков.

С целью выявления широкого спектра эффек-
тов для исследования использовались бактериофаги, 
принадлежащие к различным таксономическим груп-
пам: Dlv622 (Autographiviridae, Slopekvirinae, Drulisvirus), 
Seu621 (Vequintavirinae, Mydovirus) и FRZ284 (Straboviridae, 
Tevenvirinae, Jiaodavirus). Бактериофаги Dlv622 и Seu621 
имеют гомологичные рецептор-связывающие белки, 
представленные полисахарид-деполимеразами, специ
фичными в отношении штаммов K.  pneumoniae с кап-
сульным типом KL23 [14]. Напротив, бактериофаг FRZ284 
лизирует штаммы K.  pneumoniae независимо от кап-
сульного типа и имеет рецептор-связывающий белок 
неизвестной специфичности [15]. Для исследования 
чувствительности штамма 9faiz бактериофаги использо-
вались в концентрации 5×109 БОЕ/мл, которая считается 
стандартной терапевтической дозой [26]. Результаты ти-
трования по Аппельману показали, что данной дозы не-
достаточно для полного подавления роста планктонных 

клеток. Кроме того, оценка эффективности посева выя-
вила, что фаги Dlv622 и Seu621 размножаются на штамме 
9faiz в 100 раз хуже, чем на штамме-хозяине, в то время 
как фаг FRZ284 демонстрирует исключительно лизис из-
вне.

Ввиду устойчивости штамма 9faiz к исследуемым ан-
тибиотикам и недостаточной чувствительности к бакте-
риофагам монотерапия антимикробными агентами ока-
залась малоэффективной для разрушения биопленок, 
что было подтверждено в ходе настоящего исследова-
ния. Индивидуальное воздействие бактериофагов умень-
шало биомассу биопленок, но не приводило к их полному 
разрушению (рис. 1). Антибиотики статистически значимо 
не изменяли биомассу биопленки, что объясняется ис-
пользованием низких концентраций антимикробных аген-
тов. Для эксперимента были выбраны концентрации ан-
тибиотиков значительно ниже МИК, но соответствующие 
пиковым концентрациям антибиотика в сыворотке крови 
человека (табл. 1). Несмотря на высокую устойчивость 
биопленок к антибиотикам, превышение концентрации 
C

max
 является неприемлемым в рамках практической те-

рапии из-за потенциального токсического действия. Это 
подчеркивает необходимость учитывать данный фактор 
при подборе соответствующих концентраций антибиоти-
ков для исследований in vitro.

Недостаточная эффективность индивидуального 
применения антимикробных агентов подчеркивает не-
обходимость их комбинированного использования. 
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В существующих на данный момент исследова-
ниях установлено, что комбинация антибиотиков 
и бактериофагов против биопленок демонстрирует 
более высокую эффективность по сравнению с моно-
терапией. Так, в нескольких работах было показано, 
что сочетание бактериофагов с ципрофлоксацином 
[27], амоксициллином или фосфомицином [9] проявля-
ет синергетический эффект при разрушении биопленок 
K.  pneumoniae. Результаты настоящего исследования 
также выявили один случай потенциального синергизма. 
Комбинированное применение бактериофага FRZ284 
с гентамицином статистически значимо снижало био-
массу биопленки штамма 9faiz по сравнению с инди-
видуальным использованием бактериофага (рис. 2В). 
Для антибиотиков класса аминогликозидов, к которым 
относится гентамицин, ранее были предложены механиз-
мы подавления репликации бактериофагов [10], что мо-
жет приводить к антагонизму. Согласно нашим резуль-
татам, действие гентамицина, вероятно, не нарушало 
репликативный цикл фага, что может объяснять наблю-
даемую синергию и выявленные расхождения с ранее 
описанными исследованиями. Хотя в литературе отсут-
ствуют данные о синергии антибиотиков и Т4-подобных 
бактериофагов K. pneumoniae, к числу которых относит-
ся FRZ284, подобные случаи были описаны для комби-
наций меропенема, ципрофлоксацина и колистина с Т4-
подобными фагами Acinetobacter baumannii [28].

Кроме того, в рамках проведенных экспериментов 
были выявлены два случая антагонизма при комбиниро-
ванном применении бактериофага Dlv622 с левофлокса-
цином или меропенемом (рис. 2А). Несмотря на наличие 
в литературе данных о синергетическом взаимодействии 
антибиотиков и бактериофагов, антагонистические эф-
фекты, выявленные для использованных в данной работе 
комбинаций антимикробных препаратов против биопле-
нок K.  pneumoniae, ранее не описывались. Поскольку 
левофлоксацин ингибирует ДНК-гиразу и топоизомера-
зу IV, полученные результаты могут свидетельствовать 
о снижении скорости репликации ДНК бактериофага 
Dlv622. Левофлоксацин также способен стимулировать 
образование более толстой биопленки у K.  pneumoniae 
[2], что может затруднять проникновение бактериофага 
и снижать эффективность его действия. При этом инги-
бирование литической активности бактериофага меропе-
немом, блокирующим синтез клеточной стенки, остается 
трудным для объяснения из-за недостаточного понима-
ния механизма этого эффекта.

Для остальных сочетаний антибиотиков и бактерио-
фагов статистическая значимость не позволила судить 
об эффекте, однако, ориентируясь на средние значе-
ния, можно отметить, что комбинации с бактериофа-
гами Dlv622 и Seu621 приводили скорее к снижению 
эффективности разрушения биопленок. Напротив, со-
четания антибиотиков с бактериофагом FRZ284 просто 

не привели к повышению эффективности. Полученные 
результаты свидетельствуют о необходимости более 
тщательного подхода к подбору антибиотиков и бактери-
офагов для целей терапии.

В работе также была оценена эффективность разру-
шения биопленок посредством индивидуального воздей-
ствия полисахарид-деполимеразы и в сочетании с анти-
биотиками. Для этого использовался рекомбинантный 
белок Dep622, рецептор-связывающий белок фага Dlv622, 
который эффективно разрушал капсульные полисаха-
риды штамма K. pneumoniae 9faiz в тестах in vitro. Ввиду 
применения рекомбинантных полисахарид-деполимераз 
исключительно в лабораторных исследованиях на се-
годняшний день в литературе отсутствуют стандартизи-
рованные терапевтические дозировки для ферментов 
данной группы. Тем не менее эксперименты на животных 
моделях не выявили токсических эффектов при исполь-
зовании деполимераз в различных концентрациях [4]. 
В связи с этим в настоящем исследовании применялась 
максимальная кратная доза (100 МДК), которую можно 
было достичь в лунке планшета без значительного раз-
бавления среды.

В литературе данные относительно комбинации по-
лисахарид-деполимеразы с антибиотиками показыва-
ли как эффекты синергии, так и отсутствие каких-либо 
эффектов [29, 30]. Полученные в ходе работы результа-
ты продемонстрировали, что индивидуального действия 
Dep622 недостаточно для разрушения биопленок штамма 
9faiz. Более того, сочетание полисахарид-деполимеразы 
с гентамицином, левофлоксацином и хлорамфениколом 
достоверно значимо увеличивало биомассу биопленки 
(рис. 2Г), что указывает на возможный антагонизм между 
антимикробными агентами. Подобные эффекты антаго-
низма между деполимеразами и антибиотиками ранее 
не были описаны и требуют дальнейшего изучения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты проведенного исследования продемонстри-
ровали неэффективность монокомпонентных подхо-
дов и выявили разнообразие эффектов, возникающих 
при комбинированном применении антибиотиков и бак-
териофагов или полисахарид-деполимеразы против био-
пленок. В частности, был выявлен один случай синергии 
и несколько случаев потенциального антагонизма между 
антимикробными агентами, который недостаточно осве-
щен в существующей литературе.

Принимая во внимание, что в настоящее время те-
рапия бактериофагами не подразумевает отмены курса 
антибиотиков, потенциальный антагонизм между двумя 
антимикробными агентами может стать существенной 
проблемой в терапии инфекций, ассоциированных с био-
пленками, что подчеркивает необходимость дальнейших 
исследований в этом направлении.
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