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Objective: to study antibacterial properties of Hypogymnia physodes extract and its combinations with antibiot-
ics against vancomycin-sensitive and vancomycin-resistant strains of enterococci. 

Material and methods. Minimum inhibitory concentrations (MICs) of the acetone extract of H. physodes for ref-
erence and clinical isolates of Enterococcus faecalis were determined by the serial broth dilution method. Evaluation of 
efficiency of the combined effect of the H. physodes extract in combination with antibiotics was carried out using the 
modified disc-diffusion method and «chessboard» method. 

Results. We have revealed marked antibacterial activity (MIC 32–64 mcg/ml) of the acetone extract of H. phy-
sodes against vancomycin-sensitive and vancomycin-resistant strains of enterococci and found a synergistic effect 
(ΣFIC from 0.125 to 0.375) of the combination of the H. physodes extract and aminoglycosides against E. faecalis, 
including vancomycin-resistant strains. 

Conclusion. H. physodes is a promising source of compounds with antibacterial activity, further research is re-
quired to identify and isolate a secondary metabolite having synergistic activity in combination with aminoglyco-
sides from the lichen extract. 

Key words: enterococci, Hypogymnia physodes, aminoglycosides, synergism. 
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Введение 
Энтерококки входят в состав нормальной 

микрофлоры кишечника, однако при попада-
нии в раны и стерильные локусы организма 
они способны вызывать раневые инфекции, 
бактериемию, сепсис, эндокардит, а также пе-
ритонит и инфекции мочевыделительной си-
стемы. Важной особенностью энтерококков 
является высокий уровень природной устойчи-
вости к бета-лактамным антибиотикам и ами-
ногликозидам. В последнее десятилетие в усло-
виях госпитальной среды распространяются 
штаммы ванкомицинорезистентных энтерокок-
ков (vancomycin-resistant enterococci — VRE) с 
множественной устойчивостью к антибиоти-
кам, способные вызывать тяжелые внутри-
больничные инфекции, с трудом поддающиеся 
антибиотикотерапии [0]. 

Стремительное распространение антибио-
тикорезистентности среди возбудителей бак-
териальных инфекций требует поиска соеди-
нений с новыми механизмами противомикроб-
ного действия. В качестве перспективных ис-
точников таких соединений рассматриваются 
лишайники [2]. Характерная для лишайников 
устойчивость к экстремальным физическим 
воздействиям связана с продукцией ими мно-
гочисленных вторичных метаболитов — али-
фатических, циклоалифатических, гетероцик-
лических и терпеновых соединений, которые 
могут составлять до 30 % от сухой массы слое-
вищ. Вторичные метаболиты лишайников 
служат главным образом для поглощения све-
та, защиты фотобионта от ультрафиолетового 
излучения и подавления роста микроорганиз-
мов [3]. Лишайники широко использовались в 
традиционной медицине для лечения заболе-
ваний дыхательной системы и желудочно-
кишечного тракта. Интенсивное изучение ан-

тибактериальной активности экстрактов из 
различных лишайников, а также отдельных со-
держащихся в них вторичных метаболитов ве-
дется с середины 1950-х годов [4]. Для многих 
видов лишайников активность выявлена глав-
ным образом в отношении грамположитель-
ных бактерий, включая микобактерии, и гри-
бов. Антибактериальные свойства усниновой 
кислоты, содержащейся во многих лишайни-
ках, позволили использовать ее в качестве 
препаратов для местной антисептики [3]. 

Работы по исследованию антибактериаль-
ной активности лишайников интенсивно про-
водятся в последнее десятилетие в ряде евро-
пейских стран [5–8]. Среди огромного видово-
го разнообразия лишайников только относи-
тельно небольшое их количество (не более 70–
100 видов) было скринировано на присутствие 
антимикробных свойств, при этом более чем у 
половины исследованных видов такие свой-
ства удавалось выявить. Однако до настоящего 
времени антимикробные вещества, выделен-
ные из лишайников, не использовались в каче-
стве системных антибиотиков. Основной причи-
ной этого является относительно низкий уровень 
их активности. Показано, что минимальные по-
давляющие концентрации (МПК) экстрактов из 
лишайников часто находятся в диапазоне от 100 
до 1000 мкг/мл, что на порядок выше, чем у ан-
тибиотиков широкого спектра действия [9]. 

Hypogymnia physodes (гипогимния вздутая) — 
распространенный в Беларуси полиморфный вид 
листоватых лишайников семейства Parmeliaceae, 
поселяется преимущественно на стволах и сучьях 
лиственных и хвойных пород, иногда на почве. 
В составе вторичных метаболитов содержит 
атранорин, хлоратранорин, физодовую, физода-
ловую, 3-гидроксифизодовую, 2′-О-метилфизо-
довую и протоцетраровую кислоты [8, 10]. Од-
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ним из перспективных направлений является 
изучение фармакодинамических взаимодей-
ствий вторичных метаболитов лишайников и 
антибиотиков с целью выявления комбинаций с 
синергидной антибактериальной активностью. 

Цель исследования 
Изучить антибактериальные свойства экстрак-

та H. physodes и его комбинаций с антибиотиками 
в отношении ванкомициночувствительных и ван-
комицинорезистентных штаммов энтерококков. 

Материалы и методы 
Навески сухого ацетонового экстракта 

H. physodes растворяли в диметилсульфоксиде 
(ДМСО). Минимальные подавляющие концен-
трации экстракта H. physodes в отношении эта-
лонных штаммов энтерококков из Американ-
ской коллекции типовых культур (E. faecalis 
ATCC 29212, E. faecalis ATCC 51299 — VRE), 
а также клинических изолятов, выделенных от 
госпитализированных пациентов (E. faecalis 
1926 — VRE, E. faecalis 35736, E. faecalis 
35758), определяли методом микроразведений 
в бульоне Мюллера-Хинтона в диапазоне кон-
центраций 4–512 мкг/мл в стерильных 96-
луночных планшетах. Исследование выполня-
ли в соответствии со стандартом ISO 20776-
1:2006 [12]. Учет результатов (визуальная оценка 
видимого роста в ячейках планшета) проводи-
ли после 18-часовой инкубации при 35 °С. 

Для оценки эффективности комбинирован-
ного воздействия экстракта из H.physodes в соче-
тании с антибиотиками использовали модифи-
цированный диско-диффузионный метод. В 
расплавленный и остуженный до 45 °С агар 
Мюллера-Хинтона (МХА) вносили растворен-
ный в ДМСО экстракт H. physodes для получе-
ния концентраций 1/2, 1/4 и 1/8 от МПК. После 
перемешивания среду в объеме 18–20 мл раз-
ливали в 90-мм чашки Петри, выдерживали до 
застывания среды, инокулировали суспензией 
(оптическая плотность 0,5 МакФарланд) из те-
стируемых штаммов и проводили аппликацию 
дисков с антибиотиками. Использовали диски 
с ампициллином, имипенемом, тигециклином, 
ципрофлоксацином, рифампицином, стрепто-
мицином, гентамицином, амикацином. В каче-
стве контроля использовали МХА без добав-
ления экстракта. Учет результатов (измерение 
диаметров зон подавления роста) проводили 
после 18-часовой инкубации при 35 °С. 

Количественная оценка микробиологиче-
ской эффективности комбинаций антибиоти-
ков и экстракта из H. physodes выполнялась 
методом «шахматной доски» [11] в диапазоне 
концентраций антибиотика и экстракта ли-
шайника от 1/16*МПК до 4*МПК. В лунки 
стерильного 96-луночного планшета слева напра-
во вносили разведения экстракта лишайника 
для создания двукратного серийного убываю-

щего градиента концентрации в диапазоне от 0 
до 64 мкг/мл, в лунках по направлению сверху 
вниз создавался двукратный серийный убыва-
ющий градиент концентрации в диапазоне от 0 
до 32 мкг/мл для аминогликозидного антибио-
тика (гентамицин, амикацин). Заданные кон-
центрации готовились на бульоне Мюллера-
Хинтона и в объеме 100 мкл вносились в 64 
ячейки (8×8) стерильного полистиролового 96-
луночного планшета (общий объем среды в 
каждой ячейке — 200 мкл), после чего план-
шет инокулировали суспензией исследуемой 
культуры (конечная концентрация микробных 
клеток ≈ 5×105 клеток/мл) и инкубировали в 
течении 18 часов при 35 °С в шейкере-инку-
баторе с непрерывным низкоамплитудным 
встряхиванием. Учет результатов проводили, 
сравнивая с контролем (рост в ячейке со средой, 
не содержащей антибиотиков). Рассчитывали 
фракционные подавляющие концентрации (ФПК) 
для каждого из препаратов в комбинации: 

ФПКA = МПКAB / МПКA 
ФПКB = МПКBA / МПКB 

где МПКAB — минимальная подавляющая 
концентрация препарата А в присутствии 
препарата В; 

МПКА — минимальная подавляющая кон-
центрация препарата А без добавления второго 
препарата; 

МПКBA — минимальная подавляющая 
концентрация препарата B в присутствии 
препарата A; 

МПКB — минимальная подавляющая кон-
центрация препарата B без добавления второго 
препарата. 

Индекс ФПК рассчитывался как сумма 
ФПК каждого из препаратов в комбинации: 

ΣФПК = ФПКA + ФПКB 

При ΣФПК ≤ 0,5 эффект комбинации ан-
тибиотиков оценивался как синергидный, при 
0,5 < ΣФПК ≤ 1 – как аддитивный, при 1 < 
ΣФПК ≤ 4 – как нейтральный. 

Результаты и обсуждение 
Отмечена выраженная антибактериальная 

активность ацетонового экстракта H. physodes 
в отношении всех включенных в исследование 
штаммов энтерококков (МПК 32–64 мкг/мл). 
Для ампициллина, имипенема, тигециклина, 
ципрофлоксацина, рифампицина диаметры зон 
подавления роста, определенные на МХА и 
МХА с добавлением экстракта лишайника, не 
отличались между собой или отличались не 
более чем на 1 мм, что говорит о нейтральном 
сочетанном действии антибиотиков и экстрак-
та H. physodes. Для всех включенных в иссле-
дование аминогликозидных антибиотиков (стреп-
томицин, гентамицин, амикацин) выявлено от-
сутствие чувствительности к ним у энтерокок-
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Заключение 
Выявлена выраженная антибактериальная 

активность ацетонового экстракта H. physodes 
в отношении ванкомициночувствительных и 
ванкомицинорезистентных штаммов энтерокок-
ков. Обнаружен синергидный эффект (ΣФПК от 
0,125 до 0,375) комбинации экстракта H. physodes 
и аминогликозидов в отношении E. faecalis, 
включая ванкомицинорезистентные штаммы. 
Требуется проведение дальнейших исследова-
ний для идентификации и выделения вторич-
ного метаболита H. physodes с описанной си-
нергидной антибактериальной активностью в 
сочетании с аминогликозидами. 
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