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______________________ Резюме __________________________________________________________________________ 

Введение. Получение точного количественного результата определения чувствительно-
сти к полимиксинам критически важно для назначения этиотропной терапии инфекций, вы-
званных экстремально-антибиотикорезистентными микроорганизмами. 
Цель. Сравнение доступных методов прямого определения минимальных подавляющих кон-
центраций колистина. 
Материалы и методы. Для 62 клинических штаммов Klebsiella pneumoniae и контрольных 
штаммов Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 определены мини-
мальные подавляющие концентрации (МПК) колистина. Выполнено сопоставление результа-
тов, полученных референтным методом микроразведений в бульоне, методом элюции в бу-
льон из дисков (CBDE) и с использованием планшетов FRCOL Sensititre. 
Результаты. Результаты определения МПК, полученные с использованием планшетов 
Sensititre и методом CBDE, хорошо коррелировали с результатами референтного метода во 
всем диапазоне концентраций. Категориальное соответствие с референтным методом от-
мечено для 93,5% результатов, полученных с использованием планшетов FRCOL Sensititre, и 
96,8% результатов, полученных методом CBDE. Существенное соответствие (совпадение зна-
чений МПК или отличие на ±1 разведение) отмечено для 93,5–100% результатов. Результаты 
определения МПК колистина для контрольных штаммов соответствовали целевым значени-
ям (референтный метод, метод CBDE) либо не выходили за пределы допустимого диапазона 
(Sensititre).
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 � ВВЕДЕНИЕ
В условиях массового распространения множественной устойчиво-

сти к антибиотикам среди энтеробактерий и грамотрицательных нефер-
ментирующих бактерий полимиксины часто используются в качестве 
препаратов последнего резерва. Получение точного количественного 
результата определения чувствительности к полимиксинам весьма важ-
но для назначения этиотропной терапии [1]. Определение чувствитель-
ности к колистину сопряжено с рядом трудностей, связанных с его боль-
шой молекулярной массой, наличием катионных свойств и медленной 
диффузией в агаре. В соответствии с рекомендациями Европейского 
комитета по определению чувствительности к антимикробным препа-
ратам (EUCAST) для определения чувствительности к колистину должен 
использоваться метод последовательных разведений в бульоне [2]. 
Диско-диффузионный метод и методы градиентной диффузии неприме-
нимы, поскольку дают несогласованные результаты с референтным ме-
тодом микроразведений в бульоне на полистироловых планшетах [3]. 

Заключение. Метод CBDE и коммерческие наборы Sensititre позволяют получать воспроизво-
димые результаты МПК колистина для K. pneumoniae, которые хорошо согласуются с резуль-
татами референтного метода микроразведений в бульоне.
Ключевые слова: Klebsiella pneumoniae, колистин, минимальная подавляющая концентра-
ция, метод микроразведений.

______________________ Abstract __________________________________________________________________________ 

Introduction. Obtaining an accurate quantitative result of determination of the sensitivity to 
polymyxins is critically important for prescribing etiotropic therapy for infections caused by 
extremely antibiotic-resistant microorganisms. 
Purpose. The aim of the study is to compare the available methods for direct determination of the 
minimum inhibitory concentrations of colistin.
Materials and methods. Minimum inhibitory concentrations (MIC) of colistin were determined 
for 62 clinical strains of Klebsiella pneumoniae and control strains of Escherichia coli ATCC 25922, 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Comparison of the obtained results was conducted with 
the reference broth microdilution method, the disc broth elution method (CBDE), and using FRCOL 
Sensititre plates.
Results. The MIC results obtained using the Sensititre plates and the CBDE method correlated with 
the results of the reference method over the entire concentration range. Categorical agreement with 
the reference method was noted for 93.5% of the results obtained using the Sensititre and 96.8% of 
the results obtained using the CBDE method. Significant agreement (coincidence of MIC values or 
difference by ± 1 dilution) was noted for 93.5–100% of the results. The results of determination of 
the MIC of colistin for the control strains corresponded to the target values (reference method, CBDE 
method), or did not exceed the permissible range (Sensititre).
Conclusion. The CBDE method and the commercial Sensititre kits provide reproducible colistin 
MIC results for K. pneumoniae that are in good agreement with the reference broth microdilution 
method.
Keywords: Klebsiella pneumoniae, colistin, minimum inhibitory concentration, microdilution 
method.
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Ввиду неприменимости диско-диффузионного метода в интерпретаци-
онных таблицах EUCAST отсутствуют пограничные значения диаметров 
зон подавления роста для колистина в отношении энтеробактерий,  
P. aeruginosa, Acinetobacter spp. [2]. Метод градиентной диффузии дает 
несогласованные результаты даже в случае получения адекватных зна-
чений МПК для контрольных штаммов. Определение чувствительности 
к колистину автоматизированными системами также не позволяет полу-
чать надежные результаты [3, 4].

В то же время рекомендованное EUCAST определение МПК колисти-
на методом микроразведений в бульоне традиционно считается трудо-
емким и дорогостоящим и поэтому редко используется в повседневной 
практике микробиологических лабораторий.

Применение коммерческих тест-систем, позволяющих реализо-
вать метод микроразведений в бульоне, значительно упрощает выпол-
нение исследований, поскольку не требует проведения сложных под-
готовительных процедур и использования дополнительного оборудо-
вания. На рынке появляется ряд диагностических систем, основанных 
на прямом определении МПК колистина методом последовательных 
микроразведений. В их числе FRCOL Sensititre (Thermo Fisher Scientific, 
США), SensiTest Colistin (Liofilchem, Италия), Micronaut MIC Strip Colistin 
(Merlin Diagnostika GmbH, Германия), UMIC Colistin (Biocentric, Фран-
ция) [5–8].

В 2019 г. Институт клинических и лабораторных стандартов (CLSI) 
предложил для определения МПК колистина метод, в котором в каче-
стве источника колистина используются стандартные диски, помеща-
емые в количестве от 1 до 4 в пробирки с 10 мл МХБ. Метод CBDE от-
личается простотой и доступностью для рутинного использования. Он 
пригоден для тестирования энтеробактерий и P. aeruginosa [9].

 � ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Сравнение доступных методов прямого определения минимальных 

подавляющих концентраций колистина.

 � МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для установления минимальных подавляющих концентраций коли-

стина были использованы 62 штамма K. pneumoniae с множественной 
и экстремальной устойчивостью к антибиотикам. Штаммы были выде-
лены от пациентов при проведении многоцентровых исследований в 
12 городах Беларуси в 2015–2020 гг., реидентифицированы с помощью 
микробиологического анализатора VITEK 2 Compact (bioMerieux, Фран-
ция) и хранились в рабочей коллекции при –62° С в бульоне с сердеч-
но-мозговой вытяжкой с добавлением 30% глицерина. МПК колистина 
определяли также для штаммов из Американской коллекции типовых 
культур E. coli ATCC 25922 и P. aeruginosa ATCC 27853 с известными зна-
чениями МПК.

В качестве референтного метода определения МПК колистина ис-
пользован метод микроразведений в бульоне в соответствии со стан-
дартом ISO 20776-1 [10]. МПК определяли в диапазоне концентраций 
0,125–128 мг/л. Использовали субстанцию сульфата колистина (Carl 
Roth, Германия, Art. No. CN31.3), двукратные разведения готовили  
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в катион-сбалансированном бульоне Мюллер-Хинтон (Oxoid, Велико-
британия), тестирование выполняли в стерильных круглодонных 96-лу-
ночных полистироловых планшетах.

Дополнительно определяли МПК колистина коммерческой систе-
мой Sensititre (Thermo Scientific, США) на планшетах FRCOL в диапазоне 
концентраций 0,12–128 мг/л в соответствии с инструкциями произво-
дителя. Стандартный инокулюм (0,5 МакФарланд, контроль денситоме-
тром) вносили в бульон Мюллер-Хинтон с буфером TES Sensititre, после 
чего заполняли им планшеты. Учет результатов выполняли визуально с 
использованием рамки Sensititre Manual Viewbox.

Кроме того, определяли МПК колистина модифицированным ме-
тодом разведений в бульоне, предложенным CLSI (Colistin broth disk 
elution, CBDE) [9], в котором в качестве источника колистина исполь-
зуются стандартные диски с нагрузкой антибиотика на диск 10 мкг (BD, 
США). Исследование выполняли в стеклянных стерильных пробирках 
ПБ-2-16-150. Вносили в пробирки по 10 мл катион-сбалансированного 
бульона Мюллер-Хинтон. Для каждого исследуемого штамма маркиро-
вали по 4 пробирки: «1 мг/л», «2 мг/л», «4 мг/л» и «контроль». Асептично 
вносили стандартные диски, содержащие 10 мкг колистина в пробирки 
с бульоном: 1 диск в пробирку с надписью «1 мг/л», 2 диска в пробирку с 
надписью «2 мг/л», 4 диска в пробирку с надписью «4 мг/л». Для лучшей 
элюции антибиотика в бульон каждую пробирку с дисками вортекси-
ровали в течение 10 с, после чего выдерживали пробирки 30 мин. при 
комнатной температуре.

Из суточных культур исследуемых микроорганизмов готовили 
стандартизированный инокулюм (0,5 МакФарланд, контроль денсито-
метром). Вносили по 50 мкл инокулюма в каждую пробирку, конечная 
расчетная концентрация микробных клеток составляла 7,5×105 мл–1. 
Содержимое каждой пробирки осторожно перемешивали на вортексе. 
Пробирки инкубировали при 35  °С в течение 16–18 ч. Наличие роста 
оценивали визуально. Дополнительно исследовали контроли стериль-
ности бульона и дисков (пробирки с 10 мл МХБ и пробирки с 10 мл МХБ 
и дисками с колистином), в них не вносили культуры микроорганизмов, 
после инкубации рост в этих контролях отсутствовал.

Исследования с клиническими штаммами K. pneumoniae выполня-
лись однократно каждым из трех методов, исследования с контрольны-
ми штаммами из коллекции ATCC – в трех повторах для каждого метода. 
Поскольку диапазон допустимых значений МПК колистина для E. coli 
ATCC 25922 и P. aeruginosa ATCC 27853 оказался ниже 1 мг/л (минималь-
ной концентрации колистина, тестируемой методом CBDE), мы расши-
рили диапазон тестируемых концентраций. Использовали концентра-
цию 0,5 мг/л (1 диск с 10 мкг колистина на 20 мл бульона) и 0,25 мг/л 
(1 диск с 10 мкг колистина на 40 мл бульона). Дополнительные концен-
трации использовали только при тестировании контрольных штаммов.

Исследования выполнялись квалифицированным персоналом ла-
боратории, имеющим опыт регулярного использования метода микро-
разведений в бульоне. Исследования всеми тремя методами проводи-
лись параллельно в один день, использовались среды, диски с антибио-
тиком, диагностические планшеты из одной партии.

Оценку результатов выполняли в соответствии с ISO 20776-2 [11]. 
Если результат определения МПК, полученный сравниваемым методом, 

Сравнительная оценка методов определения минимальных концентраций колистина,  
эффективно подавляющих развитие экстремально-антибиотикорезистентных микроорганизмов

К содержанию



339 "Laboratory Diagnostics. Eastern Europe", 2021, volume 10, № 3

совпадал с результатом, полученным референтным методом микро-
разведений в бульоне, либо отличался от него не более чем на одно 
двукратное разведение, он учитывался как существенное соответствие 
(essential agreement, EA). Если результат определения МПК, полученный 
сравниваемым методом, относился к той же интерпретационной катего-
рии («чувствительный», «устойчивый»), что и результат, полученный ре-
ферентным методом, он учитывался как категориальное соответствие 
(categorical agreement, CA).

Большое расхождение (major discrepancy, MD) регистрировалось, 
если результат испытания референтным методом был интерпретиро-
ван как «чувствительный», а результат испытания сравниваемым ме-
тодом – как «резистентный». Очень большое расхождение (very major 
discrepancy, VMD) регистрировалось, если результат испытания рефе-
рентным методом был интерпретирован как «резистентный», а резуль-
тат испытания сравниваемым методом – как «чувствительный».

Поскольку метод CBDE предполагает определение МПК колистина 
только в диапазоне концентраций от 1 мг/л до 4 мг/л, существенное 
соответствие оценивалось только для штаммов с МПК колистина, на-
ходящимися в указанном диапазоне (при тестировании референтным 
методом).

 � РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Значения МПК колистина для 62 клинических изолятов  

K. pneumoniae, определенные референтным методом микроразведений 
в бульоне, находились в диапазоне 0,12–128 мг/л (рис. 1). Значения МПК 
вблизи контрольных точек EUCAST [2] (чувствительность к колистину 
при МПК ≤2 мг/л, устойчивость при МПК >2 мг/л) выявлены у 22 штам-
мов (МПК 1 мг/л – у 14 штаммов, МПК 2 мг/л – у 3 штаммов, МПК 4 мг/л –  
у 5 штаммов).

Рис. 1. Распределение МПК колистина для клинических изолятов K. pneumoniae, установленное  
с использованием референтного метода микроразведений в бульоне

Fig. 1. Colistin MIC distribution for clinical isolates of K. pneumoniae, reference broth microdilution method
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Результаты определения МПК, полученные с использованием план-
шетов Sensititre и методом CBDE, хорошо коррелировали с результата-
ми референтного метода во всем диапазоне концентраций (табл. 1, 2).

Результаты, полученные на планшетах Sensititre, у 43,5% штаммов 
совпадали с результатами референтного метода (EA), у 50,0% штаммов 

Таблица 1
Распределение МПК (мг/л) колистина для клинических изолятов K. pneumoniae, полученных 
референтным методом и с помощью системы Sensititre

 
Референтный метод микроразведений в бульоне
≤0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128

Se
ns

it
it

re

≤0,12 1 1
0,25 2 1
0,5 1 1 9 4
1 6 7 1 1*
2 3 2 3*
4 1
8
16 2
32 2 2
64 1 4 1
128 1 4 1

Примечание: * очень большое расхождение (VMD).

Table 1
Distribution of MIC (mg/l) of colistin for clinical isolates of K. pneumoniae obtained with the reference method and using the Sensititre 
system

 
Broth microdilution reference method

≤0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128

Se
ns

iti
tr

e

≤0,12 1 1

0,25 2 1

0,5 1 1 9 4

1 6 7 1 1*

2 3 2 3*

4 1

8

16 2

32 2 2

64 1 4 1

128 1 4 1

Note: * very large discrepancy (VLD).

Таблица 2
Распределение МПК (мг/л) колистина для клинических изолятов K. pneumoniae, полученных 
референтным методом и методом CBDE

 
Референтный метод микроразведений в бульоне
≤0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128

CB
D

E

<1 4 3 15 13 2
2 1 1 2*
4 3
>8 5 7 5 1

Примечание: * очень большое расхождение (VMD).
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отличались на ±1 разведение (CA) (существенное соответствие МПК у 
93,5% штаммов) (табл. 3), у 6,5% штаммов отличались на ±2 разведения 
(ME). Отмечена тенденция к некоторому завышению значений МПК 
колистина на 1 разведение при концентрациях ниже 1 мг/л: получены 
значения МПК, выше референтных, для 40,3% штаммов, ниже референт-
ных – для 16,1% штаммов. Подобные результаты наблюдались в иссле-
довании E. Yusuf et. al. для коммерческих продуктов определения МПК 
колистина, основанных на использовании метода микроразведений в 
бульоне [12]. Для 4 штаммов с референтными значениями МПК 4 мг/мл 
(устойчивость в соответствии с критериями EUCAST v.11) на планшетах 
Sensititre получены значения МПК 2 мг/л и 1 мг/л (чувствительность в 
соответствии с критериями EUCAST), что согласно ISO 20776-2 расцени-
вается как «очень большое расхождение». Особенностью определения 
чувствительности к полимиксинам является отсутствие интерпретаци-
онной категории промежуточной чувствительности (чувствительности 
при увеличенной экспозиции антибиотика), поэтому отличия МПК от 
референтных, находящихся возле контрольной точки 2 мг/л, будут ин-
терпретироваться как большие (MD) или очень большие (VMD) расхож-
дения (VMD; цветом выделены результаты, учитываемые как существен-
ное соответствие).

Table 2
Distribution of MIC (mg/l) of colistin for clinical isolates of K. pneumoniae obtained with the reference method and the CBDE method

 
Broth microdilution reference method

≤0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128

CB
D

E

<1 4 3 15 13 2

2 1 1 2*

4 3

>8 5 7 5 1

Note: * very large discrepancy (VLD).

Таблица 3
Сопоставление результатов определения МПК колистина на планшетах Sensititre и методом CBDE 
с референтным методом последовательных микроразведений в бульоне

  Sensititre CBDE

Существенное соответствие (EA)
n 58 22*

% 93,5 100,0*

Категориальное соответствие (CA)
n 58 60

% 93,5 96,8

Большое расхождение (MD)
n 0 0

% 0,0 0,0

Очень большое расхождение (VMD)
n 4 2

% 6,5 3,2

Примечание: * рассчитано только для штаммов с МПК колистина в диапазоне 1–4 мг/л.
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При определении МПК колистина методом CBDE получено катего-
риальное соответствие с результатами референтного метода для всех 
исследованных штаммов, большие (MD) и очень большие (VMD) рас-
хождения отсутствовали. Отмечена простота постановки теста и ин-
терпретации его результатов (рис. 2). Оценка существенного соответ-
ствия референтным значениям МПК оказалась возможной только для 
22 штаммов. Для всех из них результаты определения МПК совпадали 
со значениями, полученными референтным методом, либо отличались 
не более чем на одно разведение.

Table 3
Comparison of colistin MIC results on Sensititre plates and the CBDE method with the reference broth microdilution method

Sensititre CBDE

Essential agreement (EA)
n 58 22*

% 93.5 100.0*

Categorical agreement (CA)
n 58 60

% 93.5 96.8

Major discrepancy (MD)
n 0 0

% 0.0 0.0

Very large discrepancy (VLD)
n 4 2

% 6.5 3.2

Note: * Calculated only for strains with colistin MIC in the range of 1–4 mg/l.

Рис. 2. Результаты определения МПК колистина методом CBDE: A – K. pneumoniae БК-172,  
МПК ≤1 мг/л; B – K. pneumoniae БК-115, МПК 2 мг/л; C – K. pneumoniae БК-045, МПК ≥8 мг/л

Fig. 2. The results of determination of the MIC of colistin with the CBDE method: A – K. pneumoniae BK-172, MIC ≤1 mg/l;  
B – K. pneumoniae BK-115, MIC 2 mg/l; C – K. pneumoniae BK-045, MIC ≥8 mg/l

A

B

C
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Все результаты определения МПК колистина для контрольных штам-
мов E. coli ATCC 25922 и P. aeruginosa ATCC 27853, полученные референт-
ным методом и методом CBDE (с дополнительным тестированием кон-
центраций колистина 0,25 мг/л и 0,5 мг/л), соответствовали целевым 
значениям. При использовании планшетов Sensititre соответствовали 
целевым значениям 5 результатов определения МПК, 1 результат нахо-
дился в допустимом диапазоне (табл. 4).

Полученные результаты хорошо согласуются с результатами много-
центровых валидационных исследований методов определения МПК 
колистина, выполненных при поддержке Института клинических и 
лабораторных стандартов (Clinical and Laboratory Standards Institute, 
CLSI) и Европейского комитета по определению чувствительности к 
противомикробным препаратам (European Committee on Antimicrobial 
Susceptibility Testing, EUCAST). При определении чувствительности к 
колистину для 70 штаммов грамотрицательных бактерий коммерче-
ские системы, использующие метод микроразведений в бульоне, де-
монстрировали категориальное соответствие 92,9–95,7% результатов 
в сравнении с референтным методом [12]. При определении МПК коли-
стина для 102 клинических изолятов E. coli и 221 клинического изолята 
K. pneumoniae с использованием системы Sensititre категориальное 
соответствие отмечено для 98,5% результатов, существенное соответ-
ствие – для 72,5% результатов [13]. Система Sensititre демонстрировала 
высокую степень соответствия с референтным методом микроразведе-
ний в бульоне при тестировании штаммов энтеробактерий с плазмид-
но-опосредованной устойчивостью к колистину [14].

В исследовании R.M. Humphries et. al. с использованием коллекции 
из 270 изолятов Enterobacterales, 122 изолятов P. aeruginosa и 106 изо-
лятов Acinetobacter spp. существенное соответствие было отмечено для 
94,4% результатов CBDE, категориальное соответствие – для 97,9% ре-
зультатов. При тестировании штаммов Enterobacterales категориальное 
соответствие отмечено для 98,6% полученных результатов, штаммов 

Таблица 4
Результаты определения МПК колистина для контрольных штаммов

E. coli ATCC 25922 P. aeruginosa ATCC 27853 
0,25* 0,5** 1** 2* 0,5* 1** 2** 4*

Референтный метод     3       3  
Sensititre     2 1     3  
CBDE   1 2     2 1  

Примечания: * допустимые значения МПК (мг/л); ** целевые значения МПК (мг/л).

Table 4
Results of determination of the MIC of colistin for control strains 

E. coli ATCC 25922 P. aeruginosa ATCC 27853 

0,25* 0,5** 1** 2* 0,5* 1** 2** 4*

Reference method     3       3  

Sensititre     2 1     3  

CBDE   1 2     2 1  

Notes:* permissible values of the IPC (mg/l); ** target values of MIC (mg/l).
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P. aeruginosa – 99,3% результатов, штаммов Acinetobacter spp. – 98,3% 
результатов [9]. Основываясь на этих данных, подкомитет CLSI по тести-
рованию на чувствительность к антимикробным препаратам одобрил 
метод CBDE для определения чувствительности к колистину только для 
штаммов Enterobacterales и P. aeruginosa [15]. Выполненное в двух ми-
кробиологических лабораториях США сравнение методов определения 
чувствительности к колистину для 166 штаммов грамотрицательных 
бактерий позволило выявить категориальное соответствие для 99% 
результатов тестирования методом CBDE и существенное соответствие 
для 98% результатов [16].

Необходимо отметить, что, в отличие от планшетных методов микро-
разведений в бульоне, метод CBDE характеризуется более низкой про-
пускной способностью, требует использования нескольких пробирок с 
бульоном и дисков с колистином для каждого исследуемого штамма, а 
также достаточного пространства в инкубаторе. Поэтому лаборатории, 
ежедневно выполняющие значительные количества исследований, бу-
дут отдавать предпочтение коммерчески доступным методам микро-
разведений в бульоне.

 � ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Метод CBDE и коммерческие наборы Sensititre позволяют получать 

воспроизводимые результаты МПК колистина для K. pneumoniae, кото-
рые хорошо согласуются с результатами референтного метода микро-
разведений в бульоне. 

Замена субстанции колистина стандартными дисками делает метод 
CBDE доступным для широкого рутинного использования в микробио-
логических лабораториях.
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