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Резюме. Устойчивость к антибиотикам среди микроорганизмов семейства Enterobacteriaceae обусловлена ком-

бинацией нескольких механизмов, например, гиперпродукцией бета-лактамаз, снижением проницаемости 

внешней мембраны микробной клетки (обычно это связано с утратой пориновых белков), наличием системы 

эффлюкса. Особого внимания заслуживают металло-бета-лактамазы (МБЛ), наличие которых обуславлива-

ет устойчивость грамотрицательных микроорганизмов ко всем бета-лактамным антибиотикам (в некоторых 

случаях, кроме азтреонама). В настоящее время нет ингибиторов МБЛ карбапенемрезистентных микроор-

ганизмов, разрешенных для применения в клинике. Поиск эффективных ингибиторов МБЛ карбапенемре-

зистентных микроорганизмов, разрешенных к применению в клинике и усиливающих действие карбапене-

мов, послужил основанием для выполнения данного исследования. Работу проводили в 3 этапа: 1) создание 

модельной системы с использованием стандартного реактива фермента металло-бета-лактамазы P. aeruginosa 

рекомбинантной, экспрессированной в E. coli, для оценки повышения минимальных подавляющих кон-

центраций (МПК) карбапенемов в отношении ранее чувствительных к ним штаммов грамотрицательных 

микроорганизмов in vitro; 2) оценка эффективности перспективных ингибиторов МБЛ в присутствии того 

же стандартного реактива фермента; 3) оценка способности выявленных ингибиторов усиливать действие 

карбапенемов в отношении клинических изолятов грамотрицательных микроорганизмов, продуцирующих 

МБЛ, по показателям МПК и индекса фракционной ингибирующей концентрации (ФИК). Стандартный 

метод «шахматной доски» модифицировали для оценки сочетанного применения антибиотика из группы 

карбапенемов и потенциального ингибитора МБЛ — лекарственного препарата из группы бисфосфона-

тов — этидроновой кислоты. С использованием стандартного реактива фермента металло-бета-лактамазы 

P. aeruginosa рекомбинантной, экспрессированной в E. coli, создали модельную систему, которая позволяет 

оценить перспективность новых ингибиторов МБЛ грамотрицательных микроорганизмов. Выявлен дозоза-

висимый эффект повышения уровня МПК меропенема от количества реактива МБЛ в модельной системе 

в отношении ранее чувствительных к антибиотику референс-штаммов микроорганизмов. Отмечена инак-

тивация фермента МБЛ даже малыми дозами бисфосфоната, в исследованиях показана задержка появления 

логарифмичес кой фазы роста тест-культуры P. aeruginosa ATCC 27853 до 12 часов по сравнению с контролем. 

При этом максимальные дозы этидроновой кислоты 50 000–100 000 мкг/мл полностью ингибировали МБЛ, 

наблюдали отсутствие логарифмической фазы роста микроба за счет действия меропенема на уровне рефе-

рентного значения чувствительности (2 мкг/мл). Выявлено синергидное действие (индекс ФИК < 0,5) соче-
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танного применения меропенема с этидроновой кислотой в отношении клинических резистентных к карба-

пенемам изолятов грамотрицательных микроорганизмов, при этом показано усиление действия антибиотика 

в 8–512 раз по сравнению с исходным уровнем МПК.

Ключевые слова: металло-бета-лактамаза (МБЛ), карбапенемрезистентные грамотрицательные микроорганизмы, 

ингибиторы МБЛ, бисфосфонаты, этидроновая кислота, метод «шахматной доски».

THE NEW METALL-BETA-LACTAMASE’S INHIBITOR EFFICACY IN A MODEL SYSTEM IN VITRO

Afinogenova A.G.a,b, Voroshilova T.M.c, Afinogenov G.E.b, Maday D.Yu.b

a St. Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation
b St. Petersburg State University, St. Petersburg, Russian Federation
c The Nikiforov All-Russian Center of Emergency and Radiation Medicine, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The Enterobacteriaceae antibiotics resistance depends on a combination of several mechanisms, such as the be-

ta-lactamases overproduction, the microbial cell reduction outer membrane permeability (usually associated with loss 

of protein porin), the presence of efflux systems. Particularly noteworthy are the metallo-beta-lactamases (MBL) whose 

presence causes resistance of gram-negative microorganisms to all beta-lactam antibiotics (in some cases except aztreo-

nam). Currently there are no MBL inhibitors permitted for use in the clinic. The effective inhibitors search for carbape-

nem-resistant bacteria’ MBL authorized for use in the clinic and reinforcing effects of carbapenems, served as the basis 

for the present study. The work was carried out in three stages: 1) creating a model system using a standard enzyme reagent 

metallo-beta-lactamase P. aeruginosa recombinant expressed in E. coli, to evaluate the increasing of minimal inhibi-

tory concentrations (MIC) of carbapenems against previously sensitive Gram-negative microorganisms strains in vitro; 

2) evaluation of MBL promising inhibitors in the presence of the same standard enzyme reagent; 3) evaluation of the abil-

ity of the identified inhibitors increase the carbapenems effects against clinical isolates of Gram-negative microorganisms 

producing MBL, in terms of the their MIC and fractional inhibitory concentration index (FIC index). The checkerboard 

array was modified to evaluate the combined use of carbapenems and potential MBL inhibitor — a drug from the group 

of bisphosphonates — etidronic acid. Using a standard enzyme reagent metallo-beta-lactamase P. aeruginosa recombinant 

expressed in E. coli, we created a model system that allows to assess the prospects of new inhibitors MBL gram-negative 

microorganisms. A dose-dependent effect of increasing the meropenem level MIC from reagent MBL quantity in a model 

system against previously antibiotic sensitive reference strains of microorganisms was revealed. MBL enzyme inactiva-

tion was noted in the presence of even small doses of bisphosphonate, in the tests the appearance of logarithmic phase 

of P. aeru ginosa ATCC 27853 growth was shown delayed up to 12 hours compared to the control. In this case the maximum 

dose of etidronic acid 50 000–100 000 μg/ml completely inhibited the MBL, there was no a log phase microbe’s growth 

due to the effect of meropenem on the reference level of sensitivity (2 μg/ml). The synergistic effect (FIC index < 0.5) 

of combined meropenem with etidronic acid use was identified against clinical isolates Gram-negative microorganisms 

resistant to carbapenems and producing MBL, wherein the enhancing action of the antibiotic was more 8–512 times com-

pared with the initial MIC levels.

Key words: metall-β-lactamase (MβL), carbapenem-resistant Gram-negative bacteria, inhibitors of MβL, bisphosphonates, etidronic acid, 

checkerboard array.

Введение

Одной из причин развития внутрибольнич-

ных инфекций является рост числа антибио-

тикорезистентных возбудителей инфекции 

на фоне нерационального применения анти-

биотиков [2, 4, 5, 27]. Устойчивость к ним среди 

микроорганизмов семейства Enterobacteriaceae 

обусловлена комбинацией нескольких меха-

низмов, например, гиперпродукцией бета-лак-

тамаз, снижением проницаемости внешней 

мембраны микробной клетки (обычно это свя-

зано с утратой пориновых белков), наличием 

системы эффлюкса [13, 14, 34, 35, 38].

В результате мониторинга микробиоты от-

делений реанимации и интенсивной терапии 

(ОРИТ), отделений хирургического профиля 

в последние годы среди выявленных изоля-

тов грамотрицательных микроорганизмов на-

блюдают нарастание количества резистентных 

к карбапенемам (c 20 до 90%) [6, 7, 16, 17, 18, 20, 

24]. Особого внимания заслуживают металло-

бета-лактамазы (МБЛ), наличие которых об-

уславливает устойчивость грамотрицательных 

микроорганизмов ко всем бета-лактамным 

антибиотикам (в некоторых случаях, кроме аз-

треонама) [11, 19, 25].

В связи с возросшей частотой выделения изо-

лятов грамотрицательных микроорганизмов, 

резистентных к карбапенемам, актуальным 

остается поиск способов усиления действия 

антибиотиков этого класса [10, 12, 15, 30]. Од-

ним из возможных способов усиления действия 

карбапенемов является их комбинация с препа-

ратами — эффективными ингибиторами МБЛ 

[1, 8, 23]. К сожалению, в настоящее время ин-
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гибиторов МБЛ карбапенемрезистентных ми-

кроорганизмов, разрешенных для применения 

в клинике, нет. Лечение таких нозокомиальных 

инфекций традиционными схемами неэффек-

тивно; для терапии, как правило, подбирают 

комбинации антибиотиков из 2–3, а иногда 

и 4-х препаратов [22, 26, 29, 33, 36, 37].

Поиск эффективных ингибиторов МБЛ кар-

бапенемрезистентных микроорганизмов, раз-

решенных к применению в клинике и усилива-

ющих действие карбапенемов, послужил осно-

ванием для выполнения данного исследования. 

Работу проводили в 3 этапа: 1) создание модель-

ной системы с использованием стандартного 

реактива фермента металло-бета-лактамазы 

P. aeruginosa рекомбинантной, экспрессирован-

ной в E. coli, для оценки повышения МПК кар-

бапенемов в отношении ранее чувствительных 

к ним штаммов грамотрицательных микро-

организмов in vitro; 2) оценка эффективности 

перспективных ингибиторов МБЛ в присут-

ствии того же стандартного реактива фермента; 

3) оценка способности выявленных ингибито-

ров усиливать действие карбапенемов в отно-

шении клинических изолятов грамотрицатель-

ных микроорганизмов, продуцирующих МБЛ.

Материалы и методы

Для оценки повышения уровня МПК меро-

пенема использовали чувствительные к нему 

(МПК 2 мкг/мл) референс-штаммы P. aeruginosa 

ATCC 27853, A. baumannii ATCC ВАА-747. Для по-

лучения инокулюма тест-штаммов готовили ис-

ходную суспензию суточной культуры соответ-

ствующего микроба по стандарту 0,5 McFarland, 

далее суспензию разводили в 31 раз в бульоне 

Мюллера–Хинтон, при этом полученная взвесь 

содержала 5 × 106 КОЕ/мл. Конечная нагруз-

ка референс-штаммов составила 5 × 104 КОЕ 

в 200 мкл, экспозиция 24 ч.

Для определения активности фермента в от-

ношении меропенема (в дозах 2–512 мкг/мл) 

использовали микрометод перекрестного ти-

трования («шахматной доски»), который был 

предложен для тестирования чувствительности 

микроорганизмов к сочетанному действию двух 

антибиотиков [11, 28]. В наших исследованиях 

данный метод модифицирован для моделиро-

вания приобретения устойчивости микроорга-

низмами, а также для оценки эффективности 

сочетанного действия карбапенема и потенци-

ального ингибитора МБЛ. Каждая ячейка обо-

значена на пересечении номера ряда и соответ-

ствующей буквы. Стандартную упаковку реак-

тива фермента МБЛ, содержащую 1469 единиц 

активности, разводили в 13,12 мл стерильной 

дистиллированной воды, получая содержание 

112 единиц активности МБЛ в 1 мл раствора.

В качестве потенциального ингибитора МБЛ 

изучали лекарственное средство из группы бис-

фосфонатов: отечественный препарат «Ксиди-

фон» (этидроновая кислота, или (1-гидрокси-

этилиден)бис[фосфоновая] кислота) производ-

ства ООО «Мосхимфармпрепараты», который 

из исходного 20% концентрата титровали мето-

дом серийных разведений. Подавление фермента 

МБЛ бисфосфонатом и, как следствие, отсутствие 

роста тест-штаммов подтверждали в микроячей-

ках, а также на ридере ELx800 (Bio-Tek Instruments 

Inc., США). Измерение проводили при двух дли-

нах волн (490 и 630 нм) при экспозициях от 4 

до 24 часов; при бихроматическом измерении зна-

чение оптической плотности является разницей 

двух измерений, при этом значительно снижается 

погрешность результатов, вызванная царапинами 

или отпечатками пальцев на планшете.

Для оценки способности выявленного инги-

битора усиливать действие меропенема в отно-

шении грамотрицательных микроорганизмов, 

продуцирующих МБЛ, использовали клиничес-

кие резистентные изоляты P. aeruginosa 532/14 

(МПК меропенема 512 мкг/мл), у которого фе-

нотипически (методом Е-теста) и генотипичес-

ки (методом ПЦР) подтвердили наличие МБЛ 

генотипа VIM, а также A. baumannii 346/14 (МПК 

меропенема 128 мкг/мл), при генотипировании 

которого МБЛ не обнаружена, но подтверж-

дено ее наличие фенотипически с помощью 

Е-теста с ЭДТА [3]. МПК этидроновой кислоты 

составила 200 мг/мл. В опытах оставляли ячей-

ку К1 — контроль роста тест-штамма и ячейку 

К2 — контроль среды и отсутствие роста. Раз-

ведение в ячейке, содержимое которой было 

прозрачным, считали МПК препаратов после 

высева на плотную питательную среду и полу-

чения роста тест-штамма.

Все опыты проводили в 96-луночных микро-

планшетах одновременно в трех повторностях, 

результаты подвергали статистической обра-

ботке по Фишеру–Стьюденту с вычислением 

доверительного интервала.

Результаты

Для определения активности стандартного 

реактива фермента МБЛ в отношении карба-

пенемов в присутствии чувствительных рефе-

ренс-штаммов использовали титрование микро-

методом из начальной дозы 0,112 ед.акт. в 1 мкл. 

В опыты брали объем реактива МБЛ 5 мкл с дозой 

0,56 ед.акт., из которой в среде Мюллера–Хинтон 

раститровывали фермент до дозы 0,0022 ед.акт. 

Для модификации метода «шахматной доски» 

в ячейки, содержащие по 92,5 мкл разведения ме-

ропенема, вносили по 92,5 мкл среды Мюллера–

Хинтон, добавляли по 5 мкл разведения реактива 

МБЛ и по 10 мкл микробной взвеси.
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В таблице 1 представлены результаты инак-

тивации меропенема в присутствии реактива 

МБЛ в отношении тест-культуры P. aeruginosa 

ATCC 27853. Фермент в рядах 1–3 полностью 

инактивировал антибиотик, при этом наблю-

дали рост тест-штамма. Начиная с 4-го ряда, 

интенсивность инактивации ферментом сни-

жалась, и в 8-м ряду отмечали отсутствие роста 

тест-культуры до уровня референтного зна-

чения чувствительности по EUCAST-2016 — 

2 мкг/мл.

В таблице 2 представлены результаты инак-

тивации меропенема в присутствии реактива 

МБЛ в отношении тест-культуры A. baumannii 

ATCC ВАА-747. Показано, что фермент в рядах 

1–4 полностью инактивировал антибиотик в ко-

личестве от 1 до 512 мкг/мл, при этом в ячейках 

наблюдали рост тест-штамма. Начиная с 5-го 

ряда, интенсивность инактивации фермента 

снижалась, и в 8-м ряду отмечали отсутствие 

роста тест-культуры до уровня референтного 

значения чувствительности — 2 мкг/мл.

Результаты исследования показали дозо-

зависимый эффект повышения уровня МПК 

меропенема в отношении ранее чувствитель-

ных к нему штаммов грамотрицательных ми-

кроорганизмов в зависимости от количества 

стандартного реактива МБЛ в модельной си-

стеме. При этом в каждом опыте наблюдали 

разное количество реактива МБЛ, которое при-

водило к максимальным значениям уровня 

МПК меропенема: в отношении P. aeruginosa 

ATCC 27853 — 0,07 ед.акт., A. baumannii ATCC 

BAA-747 — 0,035 ед.акт. Можно предположить, 

что это связано со скоростью генерации этих 

бактерий в присутствии антибиотика.

В дальнейшем в созданной модельной систе-

ме проводили оценку эффективности сочетан-

ного применения антибиотика и потенциаль-

ного ингибитора МБЛ из группы бисфосфона-

тов в отношении чувствительных к меропенему 

грамотрицательных микроорганизмов в при-

сутствии стандартного реактива МБЛ. В опыт 

брали максимальную дозу МБЛ 0,28 ед.акт., 

ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ ИНАКТИВАЦИИ МЕРОПЕНЕМА В ПРИСУТСТВИИ РАЗНЫХ ДОЗ 

СТАНДАРТНОГО РЕАКТИВА МБЛ В ОТНОШЕНИИ ТЕСТ-КУЛЬТУРЫ P. AERUGINOSA ATCC 27853

№ ряда
Количество фермента МБЛ, 

ед.акт. в ячейке

Количество меропенема, мкг/мл

512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

Наличие роста тест-культуры

(экспозиция 24 часа, 37°С; n = 3, P < 0,05)

1 0,28 Р Р Р Р Р Р Р Р Р Р

2 0,14 Р Р Р Р Р Р Р Р Р Р

3 0,07 Р Р Р Р Р Р Р Р Р Р

4 0,035 – – Р Р Р Р Р Р Р Р

5 0,0175 – – – Р Р Р Р Р Р Р

6 0,0088 – – – – Р Р Р Р Р Р

7 0,0044 – – – – – – Р Р Р Р

8 0,0022 – – – – – – – – – Р

А Б В Г Д Е Ж З И К

Примечание: «Р» — рост чувствительной к меропенему тест-культуры P. aeruginosa ATCC 27853; «–» — отсутствие роста.

ТАБЛИЦА 2. ПОКАЗАТЕЛИ ИНАКТИВАЦИИ МЕРОПЕНЕМА В ПРИСУТСТВИИ РАЗНЫХ ДОЗ 

СТАНДАРТНОГО РЕАКТИВА МБЛ В ОТНОШЕНИИ ТЕСТ-КУЛЬТУРЫ A. BAUMANNII ATCC ВАА-747

№ ряда
Количество фермента МБЛ, 

ед.акт. в ячейке

Количество меропенема, мкг/мл

512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

Наличие роста тест-культуры

(экспозиция 24 часа, 37°С; n = 3, P < 0,05)

1 0,28 Р Р Р Р Р Р Р Р Р Р

2 0,14 Р Р Р Р Р Р Р Р Р Р

3 0,07 Р Р Р Р Р Р Р Р Р Р

4 0,035 Р Р Р Р Р Р Р Р Р Р

5 0,0175 – – – Р Р Р Р Р Р Р

6 0,0088 – – – – Р Р Р Р Р Р

7 0,0044 – – – – – – Р Р Р Р

8 0,0022 – – – – – – – – – Р

А Б В Г Д Е Ж З И К

Примечание: «Р» — рост чувствительной к меропенему тест-культуры A. baumannii ATCC ВАА-747; «–» — отсутствие роста.
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которая инактивирует максимальную тести-

руемую концентрацию антибиотика 512 мкг/

мл. В ячейки, содержащие по 92,5 мкл разведе-

ния антибиотика, вносили по 92,5 мкл разве-

дения этидроновой кислоты, затем добавляли 

по 5 мкл разведения реактива МБЛ 0,28 ед.акт. 

и по 10 мкл микробной взвеси.

В таблице 3 представлены результаты инги-

бирования МБЛ этидроновой кислотой в ком-

позиции с меропенемом в отношении тест-

культуры P. aeruginosa ATCC 27853. В ячейках, 

где отсутствовал бисфосфонат, выявляли рост 

тест-штамма за счет инактивации антибио-

тика ферментом МБЛ (ячейка А1 — контроль 

культуры). Начиная с 3-го ряда наблюдали от-

сутствие роста тест-штамма в тех ячейках, где 

выявлен эффект ингибирования МБЛ этидро-

новой кислотой, что позволило меропенему 

проявить свой эффект.

В таблице 4 представлены результаты инги-

бирования МБЛ этидроновой кислотой в ком-

бинации с меропенемом в отношении тест-

культуры A. baumannii ATCC ВАА-747. В ячейках 

без этидроновой кислоты отмечали рост тест-

штамма за счет инактивации антибиотика фер-

ментом МБЛ. Эффект ингибитора был отме-

чен со 2-го ряда, где его содержание составило 

1563 мкг/мл. В ряду 8 выявлен эффект полной 

инактивации МБЛ этидроновой кислотой и от-

сутствие роста тест-культуры с дозами анти-

биотика до уровня референтного значения чув-

ствительного тест-штамма — 2 мкг/мл.

На рисунке представлены кривые роста 

P. aeruginosa ATCC 27853 в присутствии реакти-

ва МБЛ (0,28 ед.акт.) при воздействии меропе-

нема (2 мкг/мл) в сочетании с разными дозами 

этидроновой кислоты. Каждые 4 ч инкубации 

планшетов снимали показания оптической 

плотности микробной взвеси на ридере (n = 3, 

P < 0,05). Контролем служила смесь антибио-

тика, МБЛ и инокулята, в котором фермент 

подавлял активность меропенема, и при этом 

ТАБЛИЦА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ ИНГИБИРОВАНИЯ МБЛ ЭТИДРОНОВОЙ КИСЛОТОЙ В КОМПОЗИЦИИ 

С МЕРОПЕНЕМОМ В ОТНОШЕНИИ ТЕСТ-КУЛЬТУРЫ P. AERUGINOSA ATCC 27853

№ ряда
Количество этидроновой 

кислоты, мкг/мл

Количество меропенема, мкг/мл

0 512 256 128 64 32 16 8 4 2

Наличие роста тест-культуры в присутствии МБЛ 

(экспозиция 24 часа, 37°С; n = 3, P < 0,05)

1 0 Р Р Р Р Р Р Р Р Р Р

2 1563 Р Р Р Р Р Р Р Р Р Р

3 3125 Р – – – – Р Р Р Р Р

4 6250 Р – – – – – Р Р Р Р

5 12 500 Р – – – – – Р Р Р Р

6 25 000 Р – – – – – – – Р Р

7 50 000 Р – – – – – – – – Р

8 100 000 Р – – – – – – – – –

А Б В Г Д Е Ж З И К

Примечание: «Р» — рост чувствительной к меропенему тест-культуры P. aeruginosa ATCC 27853 в присутствии субстрата 
МБЛ; «–» — отсутствие роста.

ТАБЛИЦА 4. РЕЗУЛЬТАТЫ ИНГИБИРОВАНИЯ МБЛ ЭТИДРОНОВОЙ КИСЛОТОЙ В КОМБИНАЦИИ 

С МЕРОПЕНЕМОМ В ОТНОШЕНИИ ТЕСТ-КУЛЬТУРЫ A. BAUMANNII ATCC ВАА-747

№ ряда
Количество этидроновой 

кислоты, мкг/мл

Количество меропенема, мкг/мл

0 512 256 128 64 32 16 8 4 2

Наличие роста тест-культуры в присутствии МБЛ 

(экспозиция 24 часа, 37°С; n = 3, P < 0,05)

1 0 Р Р Р Р Р Р Р Р Р Р

2 1563 Р – – Р Р Р Р Р Р Р

3 3125 Р – – – Р Р Р P P Р

4 6250 Р – – – Р Р Р Р Р Р

5 12 500 Р – – – – Р Р Р Р Р

6 25 000 Р – – – – – – Р Р Р

7 50 000 Р – – – – – – – – Р

8 100 000 Р – – – – – – – – –

А Б В Г Д Е Ж З И К

Примечание: «Р» — рост чувствительной к меропенему тест-культуры A. baumannii ATCC ВАА-747 в присутствии субстрата 
МБЛ; «–» — отсутствие роста.
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наблюдали появление логарифмической фазы 

роста тест-штамма с начала эксперимента. Вы-

явлена инактивация фермента МБЛ даже ма-

лыми дозами бисфосфоната, показана задержка 

появления логарифмической фазы роста тест-

культуры до 12 часов по сравнению с контро-

лем. При этом максимальные дозы этидроно-

вой кислоты 50 000–100 000 мкг/мл полностью 

ингибировали МБЛ; наблюдали отсутствие 

логарифмической фазы роста микроба за счет 

действия меропенема на уровне референтного 

значения чувствительности.

При обосновании заключения об усилении 

действия меропенема в отношении резистент-

ных клинических штаммов грамотрицательных 

микроорганизмов в присутствии этидроновой 

кислоты методом «шахматной доски» оценива-

ли индекс фракционной ингибирующей кон-

центрации (ФИК) по формуле:

 

,

где МПКас — минимальная концентрация 

антибиотика (в мкг/мл), взятого в сочетании 

с бисфосонатом;

МПКа — минимальная подавляющая концен-

трация антибиотика, взятого как монопрепарат 

(в мкг/мл);

МПКбс — минимальная концентрация бисфос-

фоната (в мкг/мл), взятого в сочетании с анти-

биотиком;

МПКб — минимальная подавляющая концен-

трация бисфосфоната, взятого как монопрепа-

рат (в мкг/мл).

Авторами метода [28] предложена следую-

щая трактовка индекса:

 – синергизм — индекс до 0,5;

 – индифферентность — индекс от 0,51 до 4;

 – антагонизм — индекс более 4.

При использовании сочетаний этидроно-

вой кислоты с меропенемом в отношении рези-

стентного клинического изолята P. aeruginosa 

532/14 выявлены следующие закономерности 

(табл. 5). В ячейке Д3 выявлено минималь-

ное увеличение чувствительности P. aeruginosa 

ТАБЛИЦА 5. ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ УСТОЙЧИВОГО ШТАММА P. AERUGINOSA 532/14 (МПК 

МЕРОПЕНЕМА 512 мкг/мл) К СОЧЕТАННОМУ ДЕЙСТВИЮ МЕРОПЕНЕМА И ЭТИДРОНОВОЙ КИСЛОТЫ

Этидроновая 

кислота, мкг/мл

Меропенем, мкг/мл

0 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

1 0 К1 – Р Р Р Р Р Р Р Р Р

2 781 Р – Р Р Р Р Р Р Р Р Р

3 1563 Р – – – – Р Р Р Р Р Р

4 3125 Р – – – – Р Р Р Р Р Р

5 6250 Р – – – – Р Р Р Р Р Р

6 12 500 Р – – – – Р Р Р Р Р Р

7 25 000 Р – – – – – – – – – –

8 50 000 Р – – – – – – – – – –

9 100 000 Р – – – – – – – – – К2

А Б В Г Д Е Ж З И К Л

Примечание: «Р» — рост тест-культуры P. aeruginosa 532/14; «–» — отсутствие роста; К1 — контроль культуры, рост есть; 
К2 — контроль питательной среды, роста нет.

Рисунок. Динамика роста P. aeruginosa 

ATCC 27853 в присутствии реактива МБЛ 

(0,28 ед.акт.) при воздействии сочетаний 

меропенема (2 мкг/мл) с разными 

концентрациями этидроновой кислоты

Примечания. Выявлена инактивация фермента МБЛ 
даже малыми дозами бисфосфоната, показана задержка 
появления логарифмической фазы роста тест-культуры 
до 12 часов по сравнению с контролем. При этом 
максимальные дозы этидроновой кислоты 50 000–
100 000 мкг/мл полностью ингибировали МБЛ, наблюдали 
отсутствие логарифмической фазы роста микроба за счет 
действия меропенема на уровне референтного значения 
чувствительности.
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532/14 к меропенему в 8 раз при сочетании с до-

зой этидроновой кислоты равной 1/128 МПК. 

Индекс ФИК составил 0,12, синергидный эф-

фект. Необходимо отметить увеличение чув-

ствительности тест-культуры к меропенему 

в 512 раз при сочетании с дозой бисфосфоната 

равной 1/8 МПК (ячейка Л7). Индекс ФИК при 

этом составил 0,12 (синергидный эффект).

В другой группе опытов изучали сочетанное 

действие бисфосфоната и меропенема в отно-

шении тест-штамма A. baumannii 346/14 (табл. 6). 

Наблюдали усиление действия меропенема 

в 8 раз при сочетании с этидроновой кислотой 

в дозе 1/256 МПК (ячейка Д2). Индекс ФИК 

составил 0,13 (синергидный эффект). При со-

четанном использовании препарата в дозе 1/8 

МПК получили усиление действия меропенема 

в 512 раз (ячейка Л7), при этом индекс ФИК ра-

вен 0,13 (синергидный эффект).

Таким образом, выявлено синергидное дей-

ствие бисфосфоната — этидроновой кислоты 

и меропенема в отношении резистентных штам-

мов P. aeruginosa 532/14 и A. baumannii 346/14, 

продуцирующих МБЛ. Результаты 3 этапа на-

ших исследований демонстрируют снижение 

высокого уровня резистентности к карбапене-

мам клинических штаммов P. aeruginosa 532/14 

и A. baumannii 346/14 в присутствии этидроно-

вой кислоты в 8–512 раз (синергидный эффект).

Обсуждение и выводы

Во многом гидролитическая инактивация 

карбапенемов зависит от активности и коли-

чества МБЛ, образуемого микробом. Известны 

следующие ингибиторы МБЛ: этилендиами-

нотетраацетат [23], пиколиновая и малеино-

вая кислоты и их производные [8, 9]. В насто-

ящее время не существует ингибиторов МБЛ 

из числа лекарственных средств, применяемых 

в клинике. В наших ранних работах изучена 

возможность ингибирования МБЛ карбапе-

немрезистентных грамотрицательных микро-

организмов лекарственным средством из груп-

пы бисфосфонатов — клодроновой (дихлорме-

тиленбисфосфоновой) кислотой, в дальнейшем 

изучали отечественный препарат — этидроно-

вую кислоту.

Наиболее признанным, чаще применяемым 

способом определения чувствительности мик-

роорганизмов к сочетанному действию двух ан-

тибиотиков является метод «шахматной дос ки», 

или перекрестного титрования. Кроме того, есть 

ряд работ по оценке наличия синергизма или 

антагонизма антибиотика и антимик робных 

агентов из групп четвертичных аммониевых со-

единений, ЭДТА [21, 31, 32, 39].

Мы модифицировали методику для оценки 

эффективности сочетанного применения анти-

биотика из группы карбапенемов и потенци-

ального ингибитора МБЛ грамотрицательных 

бактерий.

На первом этапе данного исследования изу-

чено повышение уровня МПК карбапенема в от-

ношении ранее чувствительных к нему грамо-

трицательных бактерий в зависимости от дозы 

стандартного реактива МБЛ P. aeruginosa.

Полученные результаты позволили в даль-

нейшем в разработанной модельной системе 

изучить возможность потенциального ингиби-

тора МБЛ — этидроновой кислоты, инактиви-

ровать стандартный реактив фермента и повы-

шать эффективность меропенема в отношении 

ранее чувствительных к антибиотику грамо-

трицательных микробов. Выявлена инактива-

ция фермента МБЛ даже малыми дозами бис-

фосфоната. На ридере ELx800 показана задерж-

ка логарифмической фазы роста тест-культуры 

P. aeruginosa ATCC 27853 до 12 часов по сравне-

нию с контролем. При этом максимальные дозы 

этидроновой кислоты 50 000–100 000 мкг/мл 

полностью ингибировали стандартный реак-

ТАБЛИЦА 6. ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ A. BAUMANNII 346/14 (МПК МЕРОПЕНЕМА 512 мкг/мл) 

К СОЧЕТАННОМУ ДЕЙСТВИЮ МЕРОПЕНЕМА И ЭТИДРОНОВОЙ КИСЛОТЫ

Этидроновая 

кислота, мкг/мл

Меропенем, мкг/мл

0 512 256 128 64 32 16 8 4 2 1

1 0 К1 – Р Р Р Р Р Р Р Р Р

2 781 Р – – – – Р Р Р Р Р Р

3 1563 Р – – – – – Р Р Р Р Р

4 3125 Р – – – – – Р Р Р Р Р

5 6250 Р – – – – – Р Р Р Р Р

6 12 500 Р – – – – – – – Р Р Р

7 25 000 Р – – – – – – – – – –

8 50 000 Р – – – – – – – – – –

9 100 000 Р – – – – – – – – – К2

А Б В Г Д Е Ж З И К Л

Примечание: «Р» — рост тест-культуры A. baumannii 346/14; «-» — отсутствие роста, К1 — контроль культуры, рост есть, 
К2 — контроль питательной среды, роста нет.
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тив фермента МБЛ на протяжении 24 часов, что 

позволило меропенему проявить свою актив-

ность в отношении тест-штамма P. aeruginosa 

ATCC 27853 на уровне референтного значения 

чувствительности.

Результаты 3 этапа исследований демон-

стрируют синергидный эффект сочетанного 

применения этидроновой кислоты и меро-

пенема в отношении клинических изолятов 

P. aeruginosa 532/14 и A. baumannii 346/14, про-

дуцирующих МБЛ, с высоким уровнем резис-

тентности к карбапенемам. При этом показано 

усиление действия меропенема по показателям 

его МПК в 8–512 раз, поэтому можно считать 

доказанным, что этидроновая кислота способ-

на ингибировать МБЛ резистентных грамотри-

цательных микроорганизмов.

Таким образом, метод «шахматной доски» 

использован для создания модельной системы 

с применением стандартного реактива фер-

мента металло-бета-лактамазы P. aeruginosa 

рекомбинантной, экспрессированной в E. coli, 

для оценки эффективности потенциальных 

ингибиторов МБЛ. На разработанной модели 

показана способность отечественного лекар-

ственного препарата этидроновой кислоты ин-

гибировать МБЛ клинических изолятов грамо-

трицательных микроорганизмов, снижая при 

этом уровень МПК меропенема до референтно-

го значения чувствительности.
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