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Резюме 
Актуальность. Тенденции снижения чувствительности возбудителей инфекционных заболеваний к старым ан-
тибиотикам на фоне замедления темпов создания новых диктуют необходимость разработки эффективных 
средств борьбы с антибиотикорезистентностью бактерий. Цель. Оценка применимости фармакокинетически 
обоснованного подхода к прогнозированию антимутантной эффективности комбинированной терапии дори-
пенемом и левофлоксацином в отношении Pseudomonas aeruginosa. Материал и методы. В работе использовали 
коллекционный штамм P.aeruginosa. Оценку значений МПКМ (минимальной концентрации, подавляющей рост 
резистентных мутантов) каждого из антибиотиков при их применении в комбинации проводили при соотноше-
нии концентраций препаратов, равном отношению моделируемых значений суточной площади под фармако-
кинетической кривой в динамической системе in vitro. Моделировали 5-дневные режимы применения 
клинических доз дорипенема и левофлоксацина по отдельности и в комбинации. Биопробы, отобранные в тече-
ние экспериментов, высевали на агаризованные среды с антибиотиками в концентрации, равной 2МПК. Резуль-
таты. Значения МПКМ дорипенема и левофлоксацина в присутствии друг друга снижались в 4 раза по 
сравнению с таковыми, определяемыми по отдельности. При монотерапии обоими препаратами популяция 
псевдомонад была обогащена резистентными мутантами, их концентрация к концу наблюдения не снижалась 
или даже возрастала. Применение комбинации дорипенем/левофлоксацин позволило полностью предотвратить 
развитие резистентности у P.aeruginosa к обоим препаратам. Наблюдаемый антимутантный эффект комбинации 
антибиотиков согласовывался с более высокими (по сравнению монотерапией) значениями времени, в течение 
которого концентрация антибиотика превышала уровень МПКМ (Т>МПКМ). Заключение. Антимутантная эф-
фективность комбинированной терапии дорипенемом и левофлоксацином проявлялась на фоне снижения 
значений МПКМ антибиотиков в присутствии друг друга и, следовательно, увеличения значений Т>МПКМ. По-
лученные результаты подтверждают применимость фармакокинетически обоснованного подхода к оценке 
значений МПКМ дорипенема и левофлоксацина при их применении в комбинации для прогнозирования анти-
мутантной эффективности комбинированной терапии в отношении P.aeruginosa. 
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Abstract 
Relevance. The tendency to a decrease in sensitivity of bacterial agents to old antibiotics, as well as the slowdown in creation 
of new medications, dictate the need to develop effective approaches to combat bacterial resistance. Aim. Evaluation of the 
applicability of a pharmacokinetically-based approach to predicting anti-mutant effectiveness of combined therapy with 
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Введение 

Снижение чувствительности возбудителей 
инфекционных заболеваний к старым антибио-
тикам на фоне замедления темпов создания но-
вых является серьёзной проблемой современного 
здравоохранения. Согласно сообщению ВОЗ в 
2017 году, одними из наиболее опасных возбуди-
телей инфекционных заболеваний являются 
представители грамотрицательных бактерий, эн-
теробактерии и Pseudomonas aeruginosa [1]. Одним 
из методов борьбы с резистентностью бактерий 
является применение комбинированной антибио-
тикотерапии. Направление фармакокинетико-
фармакодинамического моделирования успешно 
применяется для изучения антимутантной эф-
фективности комбинаций антибиотиков. За по-
следние 5 лет были разработаны методические 
подходы к прогнозированию эффективности ком-
бинаций антибиотиков разных групп в отношении 
резистентных субпопуляций грамположительных 
бактерий на примере золотистого стафилококка 
[2–5]. Объектами изучения стали такие комбина-
ции антибиотиков, как линезолид и рифампицин, 
гентамицин или даптомицин, а также даптомицин 
и рифампицин. Было показано, что антимутант-
ную эффективность антибиотиков, применяемых 
в комбинации, можно прогнозировать по значе-
ниям их минимальной концентрации, подавляю-
щей рост устойчивых мутантов (МПКМ), опреде-
ляемой в присутствии друг друга. При этом 
соотношение концентраций антибиотиков при 
оценке МПКМ должно соответствовать отноше-
нию площади под фармакокинетической кривой 
в пределах 24 ч (ПФК24), моделируемой в фарма-
кодинамических экспериментах одного препарата 
к ПФК24 другого, то есть быть фармакокинетиче-
ски обоснованным. Как уже было отмечено выше, 

упомянутые исследования были проведены с 
грамположительными бактериями и примени-
мость данного подхода к прогнозированию анти-
мутантной эффективности антибиотиков в отно-
шении грамотрицательных бактерий остаётся 
неизвестной. 

Бактерии вида P.aeruginosa являются частыми 
возбудителями инфекционных заболеваний че-
ловека, сложно поддающихся лечению [6, 7]. Од-
ними из основных антисинегнойных препаратов, 
применяемых для терапии инфекций, вызванных 
псевдомонадами, являются карбапенемный ан-
тибиотик дорипенем и антибиотик группы 
фторхинолонов левофлоксацин [8, 9]. Несмотря 
на исходно высокую активность указанных ан-
тибиотиков в отношении P.aeruginosa [10–14], 
клинические штаммы псевдомонад, резистент-
ные к этим препаратам, имеют широкое распро-
странение [15–19]. 

Цель работы — изучить антимутантную эф-
фективность комбинации дорипенема и левоф-
локсацина при моделировании терапевтических 
режимов их применения. Отношение моделируе-
мых значений ПФК24 дорипенема и левофлокса-
цина, составляло 1:1, это же соотношение было 
использовано при определении значений МПКМ 
дорипенема и левофлоксацина в комбинации. 

Материал и методы 
Антибиотики, бактериальные штаммы и оценка их 

чувствительности. Дорипенем был приобретён в Molekula 
Limited (Darlington, Великобритания), левофлоксацин — в 
Tokyo Chemical Industry Co. Limited (Boereveldseweg, Бельгия). 
В работе был использован коллекционный штамм P.aeruginosa 
ATCC 9027. Значения МПК антибиотиков устанавливали ме-
тодом двукратных серийных разведений в бульоне Мюллера–
Хинтон (МХБ) [20], обогащённого ионами Ca2+ и Mg2+, с исполь-
зованием 24-часовых культур с исходной концентрацией 
клеток — 5×105 КОЕ/мл. Значения МПК дорипенема и левоф-
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doripenem and levofloxacin against gram-negative bacteria Pseudomonas aeruginosa. Material and methods. A collection 
strain of  Pseudomonas aeruginosa was used in the study. The values of MPC (mutant prevention concentration) of the 
combination of doripenem and levofloxacin were evaluated at a ratio of their concentrations equal to therapeutic ratios 
of the area under the pharmacokinetic curve in the in vitro dynamic model. 5-day treatments with clinical doses of doripe-
nem and levofloxacin individually and in combination were simulated. Bacteria-containing medium was sampled during 
the experiments and plated on agar media containing 2MIC of each antibiotic. Results. The MPCs of doripenem and levo-
floxacin decreased 4 times when used in combination compared to MPC values when used separately. P.aeruginosa pop-
ulation was enriched with resistant mutants during monotherapy with each medication; the number of the bacteria did 
not decrease or even increased by the end of observation period. The use of doripenem/levofloxacin combination com-
pletely prevented development of resistance to both drugs in P.aeruginosa. The observed anti-mutant effect of antibiotic 
combination was consistent with higher (compared to monotherapy) values of the time during which the concentration 
of the antibiotic exceeded MPC (T>MPC). Conclusion. The anti-mutant effectiveness of combined therapy with doripenem 
and levofloxacin increased with the decrease in the values of MPC of antibiotics when used simultaneously, which con-
sequently led to the increase in the values of T>MPC. Obtained results confirm the applicability of a pharmacokinetically-
based approach to the estimation of MPC of combined antibiotics for predicting anti-mutant effectiveness of combination 
therapy in the treatment of infections caused by gram-negative bacteria. 
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локсацина для P.aeruginosa ATCC 9027 составили 0,25 и 0,5 мг/л, 
соответственно. 

Определение МПКМ. Значения МПКМ дорипенема и ле-
вофлоксацина по отдельности и в комбинации определяли по 
описанной ранее методике [2]. МПКМ антибиотиков в комбина-
ции определяли при соотношении концентраций дорипенема 
и левофлоксацина, равном 1:1. Это соответствует отношению 
терапевтических значений ПФК24 дорипенема (~100 мкг×ч/мл 
[21]) и левофлоксацина (~100 мкг×ч/мл [22]), моделируемых в 
фармакодинамических экспериментах. 

Моделируемые фармакокинетические профили. Мо-
ноэкспоненциальное снижение концентрации дорипенема и 
левофлоксацина в экспериментах как с моно-, так и с ком-
бинированной терапией антибиотиками, моделировали с пе-
риодами полувыведения, установленными в клинических ис-
следованиях (1,2 ч для дорипенема [21] и 7,7 ч для 
левофлоксацина [23]), соответственно. Антибиотики вводили 
в течение 5 дней: дорипенем — 3 раза в сутки в виде 1-часовой 
инфузии с интервалом в 8 ч, левофлоксацин — в виде 1-ча-
совой инфузии 1 раз в сутки с интервалом в 24 ч. Моделируе-
мые значения ПФК24 для обоих антибиотиков соответство-
вали их терапевтическим значениям, достигаемым у человека 
при применении дорипенема в дозе 500 мг 3 раза в сутки и 
левофлоксацина в дозе 750 мг 1 раз в сутки, и составляли 
~100 мкг×ч/мл, соответственно. Все эксперименты проводи-
лись в двух или более повторностях. 

Динамическая система in vitro. Для изучения антиму-
тантного эффекта монотерапии дорипенемом и левофлокса-
цином использовали динамическую систему in vitro с диализ-
ными ячейками, описанную ранее [24]. Вкратце, она 
представляет собой систему из трёх камер, камера №1 содер-
жит свежий бульон Мюллера–Хинтон (МХБ) и соединена с 
центральной камерой (№2). Центральная камера наполнена 
свежим МХБ, в ней воспроизводится фармакокинетический 
профиль изучаемого препарата путём его дозирования и 
контролируемой элиминации за счёт поступления свежей пи-
тательной среды из камеры №1. Контролируемое разбавление 
раствора антибиотика в камере №2 обеспечивает моноэкспо-
ненциальное снижение его концентрации с заданным перио-
дом полувыведения (Т1/2). Для сохранения объёма централь-
ной камеры на постоянном уровне, излишки МХБ 
откачиваются при помощи перистальтического насоса с той 
же скоростью. Центральная камера также соединена с диа-
лизной ячейкой (периферическая камера №3), которая со-
держит бактериальные клетки. При помощи перистальтиче-
ских насосов под контролем компьютеризированной системы, 
МХБ, содержащий антибиотик, циркулирует между централь-
ной и периферической камерами, обеспечивая постоянное 

перемешивание среды между ними. Благодаря этому фарма-
кокинетический профиль антибиотика, воспроизводимый в 
центральной камере, полностью повторяется в перифериче-
ской. Поскольку дорипенем и левофлоксацин характери-
зуются разными периодами полувыведения, при моделиро-
вании комбинированных режимов их дозирования 
использовался принцип суперпозиции потоков [25]. К системе 
присоединяли дополнительную камеру, заполненную свежим 
МХБ, концентрация левофлоксацина в этой камере была та-
кой же, как в центральной. Свежий МХБ подавался в допол-
нительную камеру и раствор МХБ с антибиотиком выводился 
из этой камеры и поступал в центральную со скоростью, не-
обходимой для компенсации слишком быстрого вымывания 
левофлоксацина. 

Перед началом опыта динамическую систему заполняли 
свежим МХБ, периферическую камеру термостатировали при 
37°С. В периферическую камеру вносили 18-часовую бакте-
риальную культуру для получения клеток в концентрации, 
равной 105 КОЕ/мл. Через 5–6 ч, когда концентрация клеток 
достигала 108 КОЕ/мл, начинали введение антибиотиков. 

Введение антибиотиков, а также отбор биопроб из пе-
риферической камеры проводили при помощи компьютери-
зованной системы. На протяжении эксперимента ежесуточно 
из центральной камеры отбирали пробы объёмом 1 мл, из 
которых производили высев образцов по 100 мкл на чашки, 
содержащие агар Мюллера–Хинтон без антибиотика или с 
антибиотиком в концентрации, равной 2МПК. При необходи-
мости перед посевом на чашки с МХА пробы разводили сте-
рильной дистиллированной водой, но как минимум в 10 раз, 
чтобы избежать искажения результатов из-за возможного 
влияния на жизнеспособность бактериальных клеток оста-
точных концентраций антибиотиков в пробах. Нижний предел 
определения составлял 2×103 КОЕ/мл. При посеве проб на 
чашки с МХА, содержащим антибиотик, предел определения 
составлял 10 КОЕ/мл. 

Результаты и обсуждение 

Определение МПКМ. Значения МПКМ дори-
пенема и левофлоксацина оказались равными 
(16 мкг/мл). В присутствии друг друга снижение 
значений их МПКМ было 4-кратным (с 16 до 4 
мкг/мл) в каждом случае (рис. 1). 

Антимикробный и антимутантный эф-
фекты антибиотиков, применяемых по отдель-
ности и в комбинации. Кинетические кривые из-

менения общей 
численности кле-
ток P.aeruginosa 
под воздействием 
дорипенема и ле-
вофлоксацина, 
применяемых по 
отдельности или 
в комбинации, по-
казаны на рис. 2. 
Как видно на рис. 2, 
при сочетанном 
применении анти-
биотиков сниже-
ние численности 
клеток псевдомо-
над было более 
выраженным, чем 
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Рис. 1. Определение значений МПКМ дорипенема (ДОРИ) и левофлоксацина (ЛЕВО) по 
отдельности и в комбинации в отношении P.aeruginosa ATCC 9027. 
Fig. 1. Determination of MPC values of doripenem (ДОРИ) and levofloxacin (ЛЕВО) separately 
and in combination against P.aeruginosa ATCC 9027. 



на фоне монотерапии антибиотиками, и за первые 
сутки концентрация клеток достигала предела 
определения, оставаясь на этом уровне до конца 
наблюдения. При воздействии же дорипенема или 
левофлоксацина полной гибели клеток P.aeruginosa 
в системе не наблюдалось. 

Аналогично действию на общую популяцию 
P.aeruginosa ATCC 9027, эффект комбинации дори-
пенема и левофлоксацина на резистентные суб-
популяции псевдомонад был выражен сильнее, 
чем таковой при применении этих антибиотиков 
по отдельности (рис. 3). Как видно на рис. 3, селек-
ция дорипенемо- и левофлоксацинорезистентных 
клеток, наблюдаемая при монотерапии препара-
тами, полностью подавлялась при совместном 
применении антибиотиков. Это согласуется с со-
ответствующими значениями параметра T>МПКМ 
(время, в течение которого моделируемая концент-
рация антибиотика превышает уровень МПКМ), 
установленными для этих режимов. Так, если при 
введении дорипенема или левофлоксацина по от-
дельности расчётные значения T>МПКМ были 
близки к 0%, то в экспериментах с комбинацией 
антибиотиков значения T>МПКМ для обоих пре-
паратов составляли 33–42%. 

Наблюдаемое усиление антимикробного и ан-
тимутантного эффектов комбинации дорипенема 
и левофлоксацина по сравнению с монотерапией 
свидетельствует о перспективности применения 
данной комбинации при лечении инфекций, вы-
званных псевдомонадами. Особенно важным пред-
ставляется усиление антимутантной эффективно-
сти комбинации антибиотиков, поскольку на фоне 
монотерапии резистентность у P.aeruginosa разви-

валась к обоим препаратам. Отмеченная высокая 
эффективность комбинации дорипенем/левоф-
локсацин в отношении резистентных субпопуля-
ций псевдомонад происходила на фоне изменений 
значений МПКМ и, соответственно, значений 
T>МПКМ этих препаратов в присутствии друг друга. 
Так, поскольку концентрации дорипенема и ле-
вофлоксацина при их применении по отдельности 
почти все время были ниже МПКМ (соответствую-
щие значения T>МПКМ были близки к 0%), чис-
ленность резистентных псевдомонад к концу на-
блюдения оставалась на высоком уровне или 
возрастала (см. рис. 3). При применении антибио-
тиков в комбинации, соответствующие значения 
T>МПКМ возрастали до 30–40%, что сопровожда-
лось полным подавлением роста устойчивых кле-
ток микроорганизма. Подобные зависимости 
между антимутантной эффективностью модели-
руемых режимов моно- и комбинированной тера-
пии и значениями T>МПКМ были обнаружены в 
аналогичных исследованиях со Staphylococcus au-
reus [2–5]. Например, рост резистентности стафи-
лококков к линезолиду полностью подавлялся, а 
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Рис. 2. Кинетические кривые изменения численности 
клеток P.aeruginosa ATCC 9027 под воздействием до-
рипенема (ДОРИ) и левофлоксацина (ЛЕВО) при их 
применении по отдельности и в комбинации. Пунк-
тирной линией обозначен предел обнаружения. 
Fig. 2. Time courses of P.aeruginosa exposed to doripenem 
(ДОРИ) or levofloxacin (ЛЕВО) alone or in combination. 
Dotted line indicate the limit of detection.

Рис. 3. Кинетические кривые изменения численности 
клеток P.aeruginosa ATCC 9027, устойчивых к 2МПК 
дорипенема (ДОРИ) и левофлоксацина (ЛЕВО).  
Примечание. Пунктирной линией обозначен предел 
обнаружения. 
Fig. 3. Time courses of P.aeruginosa resistant to 2×MIC of 
doripenem (ДОРИ) or levofloxacin (ЛЕВО).  
Note. Dotted line indicate the limit of detection. 



к рифампицину — сдерживался на фоне более вы-
соких значений T>МПКМ антибиотиков, применяе-
мых в комбинации (для линезолида 72–100%, для 
рифампицина 42–54%), в то время как при моно-
терапии этими антибиотиками численность ли-
незолидо- и рифампицинорезистентных клеток 
стафилококка в эксперименте пролиферировала 
(при этом значение T>МПКМ для линезолида не 
превышало 44%, а для рифампицина было равно 
0%) [2]. Подобные зависимости наблюдались и в 
экспериментах с комбинациями линезолид/ген-
тамицин, линезолид/даптомицин и даптоми-
цин/рифампицин [3–5]. 

Заключение 
Описанные в настоящей работе зависимости 

между ростом резистентностью P.aeruginosa к до-
рипенему и левофлоксацину и соответствующими 
значениями T>МПКМ подтверждают примени-
мость фармакокинетически обоснованного под-

хода к определению значений МПКМ антибиотиков 
при их применении в комбинации в отношении 
грамотрицательных бактерий. Указанный подход 
позволяет «предсказывать» вероятность развития 
или подавления антибиотикорезистентности как 
грамположительных, так и грамотрицательных 
бактерий при применении комбинированной те-
рапии и может быть использован для оценки це-
лесообразности применения тех или иных анти-
биотиков в комбинации. Вместе с тем, поскольку 
применимость указанного подхода была подтвер-
ждена на примере только одного штамма P.aerugi-
nosa — представителя грамотрицательных бакте-
рий, необходимы дополнительные исследования 
с другими штаммами псевдомонад и другими ви-
дами грамотрицательных бактерий. 
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