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тивного эффекта. Обнаружены комбинации с 
аддитивным эффектом на основе амикацина. 
Показана недостаточная активность препаратов 
для фаготерапии (чувствительность к ним обна-
руживалась не более чем у 32% изолятов), выяв-
лены отличия в спектрах активности различных 
препаратов с заявленной антипсевдомонадной 
активностью, обнаружена высокая частота воз-
никновения вторичной фагорезистентности.

Ключевые слова: синегнойная палочка, 
антибиотикорезистентность, полимиксины, кар-
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Препараты бактериофагов и комбинации 
антибиотиков: in vitro активность в отношении 
изолятов Pseudomonas aeruginosa ST235 
с экстремальной антибиотикорезистентностью

Д.В. Тапальский
Гомельский государственный медицинский университет, Гомель, Беларусь

Изучена активность 11 комбинаций антиби-
отиков и 4 коммерчески доступных препаратов 
для фаготерапии в отношении продуцирующих 
металло-бета-лактамазы (МБЛ) клинических 
изолятов Pseudomonas aeruginosa, относящихся 
к сиквенс-типу ST235, клональному комплексу 
CC235. Выявлены высокие уровни резистентно-
сти МБЛ-продуцирующих изолятов P. aeruginosa 
с многократным превышением пороговых зна-
чений ФК/ФД-концентраций для бета-лактамов, 
аминогликозидов и фторхинолонов и сохранен-
ной чувствительностью только к полимикси-
нам. Все комбинации антибиотиков на основе 
колистина не проявляли синергидного и адди-
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панрезистентными грамотрицательными возбуди-
телями или возбудителями, сохраняющими чувст-
вительность только к одному из антибиотиков [8, 9]. 
Описаны различные комбинации антибиотиков, in 
vitro обладающие синергидным действием в отноше-
нии экстремально-антибиотикорезистентных штам-
мов P. aeruginosa [10, 11]. Большинство из них пред-
полагает использование колистина (полимиксина 
Е) в качестве «ключевого» препарата и включение в 
комбинацию аминогликозидов, фторхинолонов или 
фосфомицина.

Карбапенемы также используются в роли «клю-
чевого» антибиотика в комбинированной терапии 
инфекций, вызванных в том числе и резистентными 
к ним грамотрицательными возбудителями. Однако 
для МБЛ-продуцирующих P. aeruginosa характерны 
очень высокие значения минимальных подавляющих 
концентраций (МПК) карбапенемов, часто превы-
шающие 64 мкг/мл, что значительно ограничивает 
их использование. Вместе с тем, ряд работ показы-
вает, что комбинация полимиксинов или аминогли-
козидов с одним из карбапенемов, выступающим в 
данном случае «адъювантным» антибиотиком, явля-
ется потенциально полезной вследствие эффекта 
синергизма за счет действия ее компонентов на раз-
ные мишени [12, 13].

Микробиологическая эффективность комбина-
ций антибиотиков трудно прогнозируема в связи с 
возможным присутствием у микроорганизма раз-
нообразных механизмов резистентности даже к 
препаратам из одной группы. Поэтому для подбора 
эффективных комбинаций антибиотиков требуется 
проводить микробиологическое тестирование изо-
лятов, выделенных от конкретного больного [14]. 
С исследовательской целью для определения анти-
микробного эффекта комбинаций антибиотиков in 
vitro используются различные методы, в частности 
метод «шахматной доски», модифицированный 
метод E-тестов, time-kill тест [15].

Среди альтернативных антимикробных агентов, 
активных в отношении экстремально-антибиотико-
резистентных P. aeruginosa, особый интерес вызыва-
ют бактериофаги [16, 17]. Специфичность и узкий 
спектр активности бактериофагов позволяют избе-
жать характерных для антибиотиков осложнений, 
связанных с воздействием на нормальную микро-
флору, но также требуют обязательного тестирова-
ния выделенных возбудителей на чувствительность 
к соответствующим фагам перед назначением фаго-
терапии. Узкий спектр антибактериальной активно-
сти отдельных синегнойных бактериофагов можно 
компенсировать путем использования комбина-
ций из нескольких фагов с различными спектрами 
активности [18, 19].

Введение

Синегнойная палочка является микроорга низмом 
с обширным набором факторов патогенности, зна-
чительным эпидемическим потенциалом и высокой 
способностью к адаптации. Это один из наиболее 
распространенных возбудителей инфекций, свя-
занных с оказанием медицинской помощи, быстро 
формирующий устойчивость к антибиотикам. 
В последнее десятилетие отмечается стремительное 
увеличение устойчивости P. aeruginosa практически 
ко всем антибактериальным препаратам, включая 
антисинегнойные цефалоспорины и карбапенемы. 
Наличие в популяционной структуре P. aeruginosa 
клонов «высокого эпидемического риска» способ-
ствует быстрому вертикальному и горизонтальному 
распространению множества генетических факторов 
антибиотикорезистентности, важнейшими из кото-
рых являются гены приобретенных металло-бета-
лактамаз (МБЛ) [1]. Сцепление генов МБЛ с дру-
гими генами резистентности приводит к формиро-
ванию экстремальной антибиотикорезистентности, 
т. е. устойчивости по крайней мере к одному антиби-
отику практически во всех классах антимикробных 
препаратов, за исключением 1–2 классов [2].

Ранее показано интенсивное распространение 
клонального комплекса 235 (CC235) синегнойной 
палочки на территории Российской Федерации, 
Беларуси и Казахстана [3, 4]. Более 95% МБЛ-
продуцирующих российских штаммов P. aeruginosa 
принадлежит к этому эпидемическому клону. В сов-
ременных условиях только полимиксины сохраня-
ют свою эффективность в отношении экстремально-
антибиотикорезистентных штаммов синегнойной 
палочки, однако увеличение частоты их использо-
вания закономерно приведёт к формированию и 
распространению полной устойчивости к антибио-
тикам среди представителей CC235 [5]. Таким обра-
зом, перечень имеющихся потенциально эффектив-
ных антисинегнойных антибиотиков крайне ограни-
чен, при этом в ближайшем будущем не ожидается 
появления новых препаратов с активностью против 
грамотрицательных бактерий [6].

Ведется поиск альтернативных стратегий этио-
тропной терапии, способных оказывать эффектив-
ное воздействие на экстремально-антибиотикоре-
зистентные и панрезистентные штаммы. Среди них 
— использование комбинаций антибиотиков и фаго-
терапия. Основной целью комбинированной анти-
биотикотерапии является достижение синергидного 
эффекта и расширение спектра антибактериальной 
активности в отношении множественноустойчивых 
патогенов [7]. Комбинированная терапия широко 
используется для лечения инфекций, вызванных 
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МБЛ выявлена с использованием метода двойных 
дисков с ЭДТА [25]. Наличие генов МБЛ VIM- или 
IMP-типов подтверждено методом ПЦР в реальном 
времени с использованием коммерческого набора 
«АмплиСенс MDR MBL-FL» (ЦНИИ эпидемиоло-
гии, Москва).

В исследование включены препараты бак-
териофагов производства НПО «Микроген»: 
«Бактериофаг синегнойный» (г. Пермь), 
«Бактериофаг синегнойный» (г. Н. Новгород), 
«Секстафаг» (г. Пермь), «Пиобактериофаг поли-
валентный очищенный» (г. Уфа). Определение 
диапазона действия бактериофагов в отношении 
клинических изолятов микроорганизмов прово-
дилось капельным методом (спот-тест) на агаре 
Мюллера–Хинтон (HiMedia, Индия). Для приго-
товления инокулюма (оптическая плотность 0,5 
по МакФарланду) использовали чистые суточные 
культуры микроорганизмов, выращенные на плот-
ной среде. Инокуляцию проводили хлопковым 
тампоном. После инокуляции чашки подсушивали 
в течение 10–15 мин и наносили препараты бакте-
риофагов в объеме 20 мкл каждого, посевы инкуби-
ровали 18–20 ч при температуре 35 °С. Учет степени 
лизиса выполняли по общепринятой четырехкрест-
ной системе. Исследование проводили в трех повто-
рах.

Для обнаружения бактериофагов, активных 
в отношении экстремально-антибиотикорези-
стентных изолятов P. aeruginosa, проведен отбор 
проб речной воды (р. Сож, р. Днепр, р. Березина, 
р. Свислочь). Вода отбиралась в стерильные сте-
клянные флаконы в объеме 500 мл и до выполнения 
исследования хранилась при 6±2 °С. Для проведе-
ния исследования 100 мл воды смешивали со 100 мл 
триптиказо-соевого бульона (BD, США) двойной 
концентрации (60 г дегидратированной среды на 
1 л воды). Для тестирования использовали культу-
ры, устойчивые к препаратам бактериофагов произ-
водства НПО «Микроген». Из суточных культур, 
выращенных на ГРМ-агаре (ГНЦ ПМБ, Оболенск), 
готовили бактериальные суспензии с оптической 
плотностью 3,0 по МакФарланду (контроль с помо-
щью денситометра) в стерильном изотоническом 
растворе хлорида натрия. Во флаконы со смесью 
из образца воды и питательной среды вносили бак-
териальные суспензии (одновременно 4–5 изоля-
тов) до конечной концентрации 5×106 микробных 
клеток/мл. Инкубацию проводили в течение 48 ч 
в шейкере-инкубаторе при 35 °С с постоянным низ-
коамплитудным встряхиванием. Бульонные культу-
ры переносили в стерильные 50 мл-полипропилено-
вые пробирки (Sarstedt, Германия) и центрифуги-
ровали для осаждения микробных клеток в течение 

Российская иммунобиологическая промыш-
ленность выпускает ряд препаратов бактериофа-
гов с заявленной активностью против синегной-
ной палочки: «Бактериофаг синегнойный», 
«Пиобактериофаг поливалентный», «Секстафаг», 
«Интести-бактериофаг» (НПО «Микроген») [20]. 
Отдельной проблемой является устойчивость бак-
терий к фагам, которая может быть как первичной, 
связанной с отсутствием специфических рецеп-
торов для бактериофагов на поверхности микроб-
ной клетки, так и вторичной, приобретенной [21]. 
Распространение вторичной фагорезистентности в 
бактериальных популяциях P. aeruginosa способно 
существенно снизить эффективность фаготерапии 
с использованием имеющихся препаратов бактери-
офагов. Решением проблемы в таких случаях может 
стать поиск новых активных литических фагов во 
внешней среде [19].

В доступной литературе имеется крайне огра-
ниченное количество работ, посвященных изуче-
нию чувствительности клинических изолятов 
P. aeruginosa к коммерческим препаратам бактерио-
фагов. В разных публикациях на небольших выбор-
ках микроорганизмов показана чувствительность 
от 43 до 72% изолятов синегнойной палочки к раз-
личным фаговым препаратам [22–24]. Отсутствуют 
данные по чувствительности к препаратам бакте-
риофагов экстремально-антибиотикорезистентных 
штаммов.

Цель исследования — поиск бактериофагов и 
комбинаций антибиотиков, эффективных in vitro 
в отношении экстремально-антибиотикорезистен-
тных изолятов P. aeruginosa.

Материал и методы

В исследование включены 53 неповторяющих-
ся клинических изолята P. aeruginosa, 37 из них 
выделены в лечебных учреждениях Республики 
Беларусь (Минск — 10 изолятов, Гомель — 6 изо-
лятов, Могилев — 21 изолят), 16 изолятов — из кол-
лекции НИИ антимикробной терапии, г. Смоленск 
(Москва — 3 изолята; Воронеж, Казань, Краснодар, 
Липецк, Н.Новгород, Новосибирск, Омск, Пермь, 
Смоленск, Тольятти, Тюмень, Челябинск, Якутск — 
по 1 изоляту).

Все отобранные изоляты являлись экстре-
мально-антибиотикорезистентными: 39 изолятов 
(73,6%) были устойчивыми ко всем антисинегной-
ным антибактериальным препаратам, за исключе-
нием полимиксинов, 14 изолятов (26,4%) сохраня-
ли чувствительность к полимиксинам и азтреонаму. 
Устойчивость к карбапенемам у всех отобранных в 
исследование изолятов была обусловлена продук-
цией МБЛ VIM- или IMP-типов [3]. Продукция 
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При SФПК ≤0,5 эффект комбинации 
антибиотиков оценивался как синергидный, 
при 0,5<SФПК≤1 — как аддитивный, при 
1<SФПК≤4 — как нейтральный.

Результаты и обсуждение

Результаты определения литической активности 
бактериофагов в отношении клинических изолятов 
МБЛ-продуцирующих P. aeruginosa представлены в 
табл. 1.

В целом отмечен невысокий уровень актив-
ности коммерчески доступных препаратов. Так, 
достаточный уровень литической активности («3+» 
или «4+») препарата «Бактериофаг синегнойный» 
(г. Пермь) определен только для 32,1% изолятов 
синегнойной палочки. Сходный уровень активно-
сти отмечен для препарата «Секстафаг» (г. Пермь), 
что может быть связано с включением предприя-
тием-изготовителем в состав различных препара-
тов однотипных синегнойных бактериофагов из 
производственной коллекции. Другие препараты, 
потенциально эффективные против P. aeruginosa, 
лизировали с достаточной активностью меньшее 
количество изолятов. Даже в случае приемлемой 
литической активности бактериофагов в большин-
стве случаев отмечалось развитие вторичной устой-
чивости синегнойной палочки к ним в ходе экспери-
мента (наличие отдельных микроколоний вторич-
норезистентных мутантов в зоне стерильного пятна, 
подобный результат учитывался как «3+»).

Низкий уровень активности препаратов для 
фаготерапии может быть связан с относитель-
но быстрым клональным распространением 
P. aeruginosa CC235 на территории Российской 
Федерации (увеличение доли относящихся к CC235 
штаммов с 1,5% в 1997–1999 гг. до 37,6% в 2011–

15 мин при 5000 об/мин. Супернатант фильтровали 
через фильтры Filtropur S 0,45 (Sarstedt, Германия). 
Спектр активности полученных фаголизатов опре-
деляли в спот-тесте.

Определение минимальных подавляющих кон-
центраций (МПК) меропенема, имипенема, 
цефтазидима, азтреонама, амикацина, левоф-
локсацина и колистина (полимиксина E) выпол-
нено методом градиентной диффузии с исполь-
зованием Е-тестов (bioMerieux, Франция). 
Интерпретация полученных результатов проводи-
лась с использованием критериев EUCAST v.6.0 
[26]. Микробиологическая эффективность комби-
наций из двух антибиотиков определена модифи-
цированным методом Е-тестов (кросс-тест) [15]. 
Подготовку инокулюма и инокуляцию чашек с 
агаром Мюллера–Хинтон проводили по стандар-
тной методике. Две полоски Е-тестов, содержащие 
антибиотики тестируемой комбинации, совмеща-
ли на чашке под углом 90° по отношению друг к 
другу. Точка совмещения двух полосок распола-
галась в местах, соответствующих предварительно 
определенным МПК для каждого из препаратов. 
Чашки инкубировали 18 ч при температуре 35 °С, 
после чего определяли МПК для каждого из анти-
биотиков в составе комбинации. Рассчитывали 
фракционные подавляющие концентрации (ФПК) 
для каждого из препаратов в комбинации:
ФПКA = МПКAB / МПКA
ФПКB = МПКBA / МПКB, где
МПКAB — МПК препарата А в присутствии препа-
рата В, МПКА — МПК А без добавления второго 
препарата.

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

SФПК = ФПКA + ФПКB

Таблица 1. Спектр литической активности препаратов бактериофагов в отношении экстремально-
антибиотикорезистентных P. aeruginosa — продуцентов металло-бета-лактамаз

Оценка литической 
активности

Бактериофаг 
синегнойный

(г. Пермь)
Серия 97
(03/2014)

Бактериофаг 
синегнойный

(г. Н. Новгород)
Серия Н6
(01/2014)

Секстафаг
(г. Пермь)
Серия 688
(04/2014)

Пиобактериофаг
(г. Уфа)

Серия У33
(04/2014)

n % n % n % n %

«4+» 3 5,7 3 5,7 2 3,8 1 1,9

«3+» 14 26,4 8 15,1 14 26,4 8 15,1

«2+» 10 18,9 8 15,1 11 20,8 7 13,2

«1+» 11 20,8 8 15,1 6 11,3 7 13,2

«+/–» 2 3,8 6 11,3 3 5,7 5 9,4

«–» 13 24,5 20 37,7 17 32,1 25 47,2

Всего чувстви-
тельных («4+», «3+») 17 32,1 11 20,8 16 30,2 9 17,0
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выделенных в лечебных учреждениях Республики 
Беларусь (Гомель, Минск, Могилев) и Российской 
Федерации (Москва, Казань, Новосибирск, 
Якутск). Все изоляты имели генную кассету 
blaVIM-2, кодирующую МБЛ VIM-2, и принадлежа-
ли к ST235 [5].

В соответствии с критериями EUCAST v.6.0, 
все изоляты сохраняли чувствительность к коли-
стину (МПК 0,094–1,0 мкг/мл). МПК азтреонама 
находилась в диапазоне от 1,5 до 24 мкг/мл, цеф-
тазидима — от 12 до 32 мкг/мл, амикацина — от 
32 до 128 мкг/мл. МПК имипенема, меропенема и 
левофлоксацина для всех изолятов в восемь и более 
раз превышали пограничные ФК/ФД концентра-
ции (EUCAST v.6.0). Для 5 изолятов не удалось 
установить точные значения МПК карбапенемов и 
левофлоксацина, поскольку они находились за пре-
делами максимальной концентрации антибиотика, 
имеющейся на полоске Е-теста (32 мкг/мл). По этой 
причине отсутствовала возможность тестирования 
комбинаций антибиотиков с включением карбапе-
немов и левофлоксацина для этих изолятов.

Результаты тестирования 11 комбинаций анти-
биотиков представлены в табл. 2.

Для всех комбинаций с включением колисти-
на (колистин+азтреонам, колистин+цефтазидим, 
колистин+амикацин, колистин + меропенем, 
колистин + левофлоксацин) отмечен нейтраль-
ный эффект (SФПК от 1,18 до 2,0). Комбинация 
азтреонам+амикацин проявила аддитивный 
эффект в отношении двух изолятов (SФПК 0,875 
и 1,0), комбинация цефтазидим+амикацин была 
аддитивной для трех изолятов (SФПК 0,56; 0,875; 
1,0), для остальных изолятов эффект данных ком-

2013 гг. [5]) и отсутствием в производственных кол-
лекциях предприятий актуальных бактериофагов, 
эффективных в отношении клонального комплек-
са CC235. Еще одной причиной неэффективности 
может служить выявленная в эксперименте высо-
кая частота формирования у синегнойной палочки 
СС235 вторичной резистентности к препаратам для 
фаготерапии.

Из речной воды нами выделены бактериофаги, 
активные в отношении экстремально-антибиоти-
корезистентных МБЛ-продуцирующих изолятов 
P. aeruginosa, устойчивых к действию препаратов 
бактериофагов производства «НПО «Микроген». 
Наиболее широким спектром литической активно-
сти обладал бактериофаг P-33, который с интенсив-
ностью не менее «3+» лизировал 31 изолят (58,5%) 
P. aeruginosa, в том числе 17 изолятов (32,1%), кото-
рые не лизировались ни одним из коммерчески 
доступных препаратов. Однако принадлежность 
фага P-33 к группе phiKZ-подобных фагов семей-
ства Myoviridae (Климук Е.И., Эйдельштейн М.В., 
неопубликованные данные) не позволяет рекомен-
довать его для включения в состав препаратов для 
фаготерапии в связи с наличием псевдолизогенизи-
рующей активности у phiKZ-бактериофагов и высо-
кой частоты развития вторичной устойчивости к 
ним у синегнойной палочки [27]. В работе  M. Henry 
и соавт. была показана неспособность phiKZ-подоб-
ных фагов к элиминации чувствительных к ним in 
vitro изолятов синегнойной палочки на мышиных 
моделях [28].

Оценка эффективности комбинаций антибио-
тиков проведена для 8 экстремально-антибиотико-
резистентных клинических изолятов P. aeruginosa, 

Таблица 2. Эффективность комбинаций антибиотиков в отношении экстремально-антибиотико-
резистентных клинических изолятов P. aeruginosa

Комбинация антибиотиков
Количество 

исследованных 
изолятов

Интерпретация результатов (количество и процент изолятов)

синергизм
(SФПК≤0,5)

аддитивный эффект
(0,5<SФПК≤1)

нейтральный эффект
(1<SФПК≤4)

Колистин + азтреонам 8 – – 8 (100)

Колистин + цефтазидим 8 – – 8 (100)

Колистин + амикацин 8 – – 8 (100)

Колистин + меропенем 3 – – 3 (100)

Колистин + левофлоксацин 3 – – 3 (100)

Амикацин + азтреонам 8 – 2 (25) 6 (75)

Амикацин + цефтазидим 8 – 3 (37,5) 5 (62,5)

Меропенем + амикацин 3 – 1 (33,3) 3 (66,7)

Меропенем + левофлоксацин 3 – – 3 (100)

Цефтазидим + левофлоксацин 3 – – 3 (100)

Азтреонам + левофлоксацин 3 – – 3 (100)
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В систематическом обзоре, посвящен-
ном синергизму полимиксинов и карба-
пенемов, показана более высокая частота 
выявления синергидных взаимодейст-
вий при использовании time-kill-теста по 
сравнению с результатами, полученными 
с использованием Е-тестов или методом 
«шахматной доски» [14]. Еще одним огра-
ничением является невозможность тести-
рования штаммов с высокими значения-
ми МПК, превышающими максимальные 
концентрации препарата, имеющиеся на 
полоске Е-теста.

Заключение

Выявлены высокие уровни резистен-
тности МБЛ-продуцирующих изолятов 
P. aeruginosa с многократным превыше-
нием пороговых ФК/ФД-концентраций 

для бета-лактамов, аминогликозидов и фторхино-
лонов. Все протестированные комбинации на осно-
ве колистина не проявляли синергидного эффекта. 
Обнаружены комбинации с аддитивным эффектом 
на основе амикацина, однако потенциал для кли-
нического использования таких комбинаций пред-
ставляется сомнительным в связи с высокими зна-
чениями МПК входящих в комбинации препаратов, 
многократно превышающими их пороговые ФК/
ФД концентрации.

Показана низкая активность коммерчески 
доступных препаратов бактериофагов в отношении 
экстремально-антибиотикорезистентных изолятов 
P. aeruginosa. При проведении микробиологического 
исследования видится целесообразным одновремен-
ное тестирование нескольких потенциально эффек-
тивных коммерческих препаратов бактериофагов, 
что обусловлено существенными различиями в их 
качественном и количественном составе.

Расширение спектра активности препаратов для 
фаготерапии может быть достигнуто за счет вклю-
чения в их состав новых литических синегнойных 
бактериофагов, выделенных из внешней среды. 
Обязательным условием использования обнару-
женных фагов является изучение их безопасности с 
секвенированием фаговых геномов и доказательст-
вом отсутствия в них генопродуктов с токсическим 
эффектом и генов антибиотикорезистентности.

бинаций нейтральный. Необходимо отметить, что 
МПК амикацина для всех изолятов, для которых в 
комбинациях был достигнут аддитивный эффект, в 
3–8 раз превышала пограничные ФК/ФД концен-
трации. Комбинация меропенем+амикацин была 
аддитивной для одного из трех изолятов (SФПК 
0,875, рисунок). Для остальных комбинаций анти-
биотиков выявлен только нейтральный эффект. Не 
обнаружено комбинаций антибиотиков с эффектом 
антагонизма.

Неутешительные результаты тестирования ком-
бинаций антибиотиков можно частично объяснить 
высокими уровнями антибиотикорезистентности 
включенных в исследование изолятов P. aeruginosa, 
их клональной родственностью и как следствие — 
возможным присутствием однотипных механизмов 
антибиотикорезистентности, а также ограниче-
ниями использованного метода. Несмотря на оче-
видные преимущества (простота постановки теста, 
учета и интерпретации результатов) кросс-тест с 
использованием Е-тестов ориентирован на выявле-
ние бактериостатического действия антибиотиков 
и в ряде случаев его результаты дискордантны с 
результатами тестов, ориентированными на бак-
терицидный эффект (например — с результатами 
time-kill теста при изучении времязависимой бак-
терицидности).

Определение чувствительности клинического изолята P. aeruginosa 
9226 VIM-2 (г. Минск) к меропенему (MP), амикацину (AK) и их 
комбинации модифицированным методом Е-тестов
МПКMP – 16 мкг/мл, МПКAK – 32 мкг/мл, МПКMP-AK – 8 мкг/мл, 
МПКAK-MP – 12 мкг/мл.
ФПКMP = 0,5; ФПКAK = 0,375; SФПК = 0,875 (аддитивный эффект)
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