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Согласно концепции окна селекции мутантов 
(ОСМ) отбор устойчивых бактериальных клеток 
происходит при концентрации антибиотика, кото-
рая превышает МПК, но не достигает минималь-
ной концентрации, предотвращающей селекцию 
мутантов (МПКМ). Существующие представления 
о возможности прогнозирования развития рези-
стентности по величине площади под фармако-
кинетической кривой (ПФК), отнесенной к МПК 
или МПКМ, противоречивы. С целью оценки про-
гностической ценности отношения ПФК24/МПК 
и ПФК24/МПКМ исследовали процессы селекции 
резистентных мутантов метициллиноустойчи-
вых штаммов Staphylococcus aureus ATCC 43300 
и ATCC 6538, для которых отношения МПКМ к 
МПК резко различаются (4 и 16 соответственно). 
В динамической системе in vitro были смодели-
рованы такие фармакокинетические профили, 
при которых уровни ципрофлоксацина находи-
лись в пределах ОСМ на протяжении большей 
части интервала дозирования. Рост резистент-
ных мутантов S. aureus АТСС 43300 наблюдался 
при отношениях ПФК24/МПК, составляющих 30, 
72 и 100 ч; время, на протяжении которого кон-
центрация ципрофлоксацина находилась внутри 
ОСМ (ТОСМ) – 56–63% интервала дозирования. 
Селекция мутантов S. aureus АТСС 6538 проис-
ходила при отношениях ПФК24/МПК, равных 48, 

140 и 260 ч (ТОСМ – 75–100%). Применительно 
к каждому штамму она начиналась тем раньше, 
чем ниже было моделируемое отношение ПФК24/
МПК. При этом величина AUBCM (площадь под 
кривой изменения численности устойчивых кле-
ток) систематически снижалась по мере повы-
шения моделируемого значения ПФК24/МПК. 
Несмотря на то что резистентность индивиду-
ального штамма можно прогнозировать как по 
значениям ПФК24/МПК, так и по ПФК24/МПКМ, 
взаимосвязь между развитием резистентности 
и ПФК24/МПКМ, но не ПФК24/МПК, была инвари-
антной относительно бактериального штамма. 
Так, при объединении данных, полученных со 
штаммами S. aureus ATCC 43300 и ATCC 6538, 
установлена четкая корреляция между AUBCM и 
логарифмом ПФК24/МПКМ. Для мутантов, устой-
чивых к 2×, 4× и 8×МПК ципрофлоксацина, зна-
чения r2 были значительно выше (0,88, 0,96 и 
0,97 соответственно), чем для корреляций между 
AUBCM и логарифмом ПФК24/МПК (0,33 – 0,49). 
По результатам данного исследования можно 
заключить, что прогноз развития резистентно-
сти по величине ПФК24/МПКМ надежнее, чем по 
ПФК24/МПК.

Ключевые слова: Staphylococcus aureus, 
резистентность, ципрофлоксацин, динамическая 
система in vitro.
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Prediction of Development of Antimicrobial Resistance  
in In-vitro Dynamic Models of Different Dosage Regiments
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According to the mutant selection window (MSW) 
hypothesis resistant mutants are selected at antibiotic 
concentrations above the MIC but below the mutant 
prevention concentration (MPC). There are contradic-
tory reports on the relationships between MIC- and MPC-
related pharmacokinetic indices and the enrichment of 
resistant mutants. To compare the AUC/MIC and AUC/
MPC ratios as predictors of bacterial resistance, two 
methicillin-resistant strains of Staphylococcus aureus, 
ATCC 43300 and ATCC 6538, exhibiting different MPC/
MIC ratios (4 and 16, respectively) were exposed to twice-
daily ciprofloxacin for 3 consecutive days using an in vitro 
dynamic model. Simulated ratios of 24-hour AUC (AUC24) 
to MIC were designed to provide ciprofloxacin concen-
trations within the MSWs over most of the dosing inter-
val. Ciprofloxacin-resistant mutants of S. aureus ATCC 
6538 (AUC24/MICs 48, 140 and 260 h; the time inside 
the MSW (TMSW) 75–100% of the dosing interval) and 
S. aureus ATCC 43300 (AUC24/MICs 30, 72 and 100 h; 

TMSW 56–63%) were enriched during the treatments. 
With each organism, this enrichment was concentration-
dependent: the higher the AUC24/MIC, the later the onset 
of mutant selection and the smaller the area under the 
bacterial mutant curve (AUBCM). Although both AUC24/
MIC and AUC24/MPC were predictive of resistance of 
the individual organisms, only AUC24/MPC was a bacte-
rial strain-independent predictor. With combined data 
on S. aureus ATCC 6538 and ATCC 43300, there were 
tight correlations between the AUBCM and log AUC24/
MPC for mutants of resistant to 2×, 4×, 8×MIC of cip-
rofloxacin (r2 0.88, 0.96 and 0.97, respectively). Weaker 
correlations were established between the AUBCM and 
log AUC24/MIC (r2 0.33–0.49). This study suggests that 
selection of resistant staphylococci is better predicted by 
AUC24/MPC than AUC24/MIC.

Keywords: Staphylococcus aureus, resistance, cip-
rofloxacin, in vitro dynamic models.

Введение

Развитие устойчивости бактерий к антибиотикам 
является одной из основных причин их недоста-
точной эффективности, поэтому разработка режи-
мов дозирования, обеспечивающих предотвращение 
селекции устойчивых мутантов, представляет важ-
нейшую задачу современной антибиотикотерапии. 
Подобно оптимизации применения антибиотиков, 
которая основывается на знании зависимости «кон-
центрация – эффект», точнее – зависимости между 
площадью под фармакокинетической кривой (ПФК) и 
антимикробным эффектом, основой создания «анти-
мутантных» схем дозирования могли бы стать коли-
чественные взаимосвязи между ПФК и селекцией 
устойчивых мутантов. Такие взаимосвязи пока уда-
лось установить лишь для некоторых фторхинолонов 
[1–4], липо- и гликопептидных антибиотиков [5]. 
При этом оказалось, что кривые зависимости рези-
стентности от отношения ПФК в интервале от 0 до 
24 ч (ПФК24) к МПК имеют гораздо более сложную 
куполообразную форму, чем традиционные кривые 
лог-линейной зависимости антимикробного эффек-
та от ПФК24/МПК: селекция устойчивых мутантов 
наблюдалась лишь в некотором диапазоне значений 
ПФК24/МПК, но не при более низких или более 
высоких значениях ПФК24/МПК. Описанные осо-

бенности зависимости «ПФК24/МПК – резистент-
ность» согласуются с концепцией «окна селекции 
мутантов» (ОСМ), в соответствии с которой про-
лиферация мутантов возможна только тогда, когда 
уровни антибиотика выше его МПК, но ниже мини-
мальной концентрации, предотвращающей селекцию 
мутантов (МПКМ) [6].

Согласно этой концепции отношение ПФК24/
МПКМ может быть более надежной основой про-
гнозирования развития резистентности, чем 
ПФК24/МПК. Тем не менее, такое представление 
пока не получило экспериментального подтвержде-
ния. Например, в уже упомянутом исследовании 
с фторхинолонами [1] снижение чувствительности 
стафилококков при моделировании уровней гатиф-
локсацина, левофлоксацина, моксифлоксацина и 
ципрофлоксацина внутри ОСМ одинаково корре-
лировало как с ПФК24/МПК, так и с ПФК24/МПКМ, 
возможно потому, что отношение МПКМ к МПК 
во всех случаях оказалось примерно одинаковым. 
Другие попытки использовать ПФК24/МПКМ вме-
сто ПФК24/МПК для прогноза развития резистент-
ности [7–9] не выявили преимуществ одного пара-
метра перед другим. В связи с этим целью данной 
работы стало прямое сравнение прогностической 
ценности ПФК24/МПК и ПФК24/МПКМ примени-
тельно к стафилококкам, характеризующимся резко 
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различающимися отношениями МПКМ/МПК. Для 
того чтобы гарантировать селекцию резистентных 
мутантов in vitro, моделировали такие фармакоки-
нетические профили, при которых уровни ципроф-
локсацина в динамической системе были в преде-
лах ОСМ на протяжении большей части интервала 
дозирования.

Материал и методы исследования

Антибиотик, бактериальные штаммы, 
оценка МПК и МПКМ. Исследования проводи-
лись с ципрофлоксацином, выпускаемым фирмой 
Sigma Chemical Co. (Сент-Луис, Монтана, США), 
и двумя метициллиноустойчивыми штаммами 
Staphylococcus aureus – S. aureus ATCC 43300 и 
S. aureus ATCC 6538. 

Значения МПК устанавливали методом серий-
ных разведений в бульоне Мюллера–Хинтон (МХБ, 
обогащенный ионами Ca2+ и Mg2+), содержащем 
24-часовую культуру стафилококка (5×105 КОЕ/
мл). Значения МПК ципрофлоксацина составили 
0,5 мг/л для S. aureus ATCC 43300 и 0,25 мг/л для 
S. aureus ATCC 6538. 

Значения МПКМ определяли в соответствии с 
описанной процедурой [6]. Клетки S. aureus инкуби-
ровали в МХБ в течение 24 ч, полученную суспен-
зию центрифугировали при 4000g в течение 10 мин 
и разводили свежим МХБ до концентрации клеток, 
равной приблизительно 1011 КОЕ/мл. Пробы объ-
емом 100 мкл, содержащие приготовленную таким 
образом суспензию клеток, последовательно разво-
дили стерильной дистиллированной водой, а затем 
высевали на чашки Петри с агаром Мюллера–
Хинтон II (МХА II), содержащим ципрофлокса-
цин в концентрации от 0,125 до 16 мг/л. Чашки с 
антибиотиком и культурой клеток инкубировали 
в течение 48 ч при температуре 37 оС, а затем под-
считывали колонии. Величину МПКМ определяли 
как минимальную концентрацию ципрофлоксаци-
на, при которой полностью подавлялся рост ста-
филококков (рис. 1). Значение МПКМ для S. aureus 
ATCC 43300 составило 2 мг/л, а для S. aureus ATCC 
6538 – 4 мг/л.

 Таким образом, для S. aureus ATCC 43300 и для 
ATCC 6538 отношение МПКМ к МПК составило 4 
и 16 соответственно.

Моделируемые фармакокинетические профи-
ли. Моделировали моноэкспоненциальные фарма-
кокинетические профили ципрофлоксацина (период 
полувыведения 4 ч [10]), реализуемые у человека 
при ежедневном введении антибиотика с 12-часовым 
интервалом на протяжении 3 суток. Моделируемые 
отношения ПФК24/МПК составляли 30, 72 и 100 ч 
для S. aureus АТСС 43300 и 48, 140 и 260 ч для 

S. aureus АТСС 6538. Применительно к каждому 
штамму указанные диапазоны включали значения 
ПФК24/МПК, близкие к терапевтическим, которые 
могли бы достигаться при введении ципрофлок-
сацина в дозе 750 мг два раза сутки (33 мкг×ч/мл 
[11]) – 132 ч для S. aureus ATCC 6538 и 66 ч для 
S. aureus ATCC 43300. 

При моделируемых значениях ПФК24/МПК 
уровни ципрофлоксацина оставались в пределах 
ОСМ на протяжении большей части интервала дози-
рования: время, на протяжении которого концен-
трация находится внутри ОСМ (ТОСМ) – 56–63% 
для S. aureus ATCC 43300 и 75–100% – для S. aureus 
ATCC 6538.

Динамическая система in vitro. Для моделиро-
вания фармакокинетических профилей и изучения 
процессов селекции резистентных стафилококков 
использовали динамическую систему, описанную 
ранее [12]. Она представляет собой два сосуда: 
один со свежим МХБ, другой с МХБ, содержа-
щим бактериальную культуру с антибиотиком. При 
помощи одного перистальтического насоса МХБ из 
1-го сосуда поступает во 2-й, центральный, а при 
помощи другого насоса содержимое 2-го сосуда 
удаляется с той же объемной скоростью. Скорость 
потока составляла 10,4 мл/ч при объеме централь-
ной камеры 60 мл, что обеспечивало моноэкспо-
ненциальную элиминацию ципрофлоксацина из 
системы с константой скорости 0,17 ч–1.

Перед началом опыта динамическую систему 
заполняли свежим МХБ и термостатировали при 
37 оС. В центральный сосуд вносили 18-часовую 
бактериальную культуру (108 КОЕ/мл), а затем, 
после получасовой инкубации, вводили антибиотик. 
Надежность воспроизведения фармакокинетическо-
го профиля ципрофлоксацина в динамической систе-
ме была подтверждена ранее [13]. Все эксперименты 
проводились не менее, чем в двух повторностях.
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Выявление резистентности и анализ про-
цессов селекции резистентных мутантов. На 
протяжении всего эксперимента из центрального 
сосуда динамической системы отбирали пробы объ-
емом 100 мкл, последовательно разводили стериль-
ной дистиллированной водой и высевали на чашки 
Петри с МХА II, содержащим ципрофлоксацин в 
концентрации 2×, 4× или 8×МПК. Чашки термо-
статировали при 37 °С в течение 48 ч, а затем под-
считывали колонии. Нижний предел определения 
составлял 200 КОЕ/мл.

Для количественной оценки процессов селекции 
мутантов в динамической системе был использован 
параметр AUBCM – площадь под кривой изменения 
численности устойчивых клеток [12]. Величину 
AUBCM применительно к клеткам S. aureus, устой-
чивым к 2×, 4× или 8×МПК ципрофлоксацина, 
оценивали в интервале времени от начала опыта 
до 84 ч.

С целью контроля возможных изменений в чув-
ствительности бактерий, подвергнутых воздействию 
антибиотика, значения МПК оценивали до введения 
антибиотика в динамическую систему, а затем через 
каждые 24 ч, вплоть до окончания эксперимента.

Результаты исследований

Моделируемые фармакокинетические профили 
ципрофлоксацина и соответствующие кинетиче-
ские кривые изменения численности устойчивых 
к нему клеток S. aureus показаны на рис. 2. Во всех 
случаях заданные значения ПФК24/МПК обеспе-
чивали поддержание уровней антибиотика внутри 
ОСМ на протяжении большей части интервала 
дозирования (ТОСМ составляло около 60% интер-
вала для S. aureus ATCC 43300 и от 75% до 100% 
для S. aureus ATCC 6538). При этом во всех случа-

ях происходило обогащение популяции клетками, 
устойчивыми к ципрофлоксацину. 

Этот процесс развивался по-разному в зависи-
мости от моделируемого значения ПФК24/МПК. 
Так, при минимальном значении ПФК24/МПК 
(30 ч) численность устойчивых к 2×МПК кле-
ток S. aureus ATCC 43300 (левая панель рисунка) 
возрастала уже после 1-го введения ципрофлок-
сацина, тогда как при более высоких значениях 
ПФК24/МПК (72 и 100 ч) рост устойчивых клеток 
начинался лишь после 3-го введения антибиотика. 
Подобная тенденция наблюдалась и применительно 
к более устойчивым клеткам, пролиферирующим 
в присутствии 4× и 8×МПК ципрофлоксацина. 
Несмотря на эти различия, к концу периода наблю-
дения (84 ч) устойчивая субпопуляция достигала 
примерно одинаковой численности независимо от 
ПФК24/МПК: 7–8, 4–6 и 3–4 lg КОЕ/мл для кле-
ток, резистентных к 2×МПК, 4×МПК и 8×МПК 
соответственно. Описанное обогащение популяции 
устойчивыми клетками сопровождалось 8–64-крат-
ным повышением МПК. Сходные закономерности 
отмечены и для S. aureus ATCC 6538 (правая панель 
рис. 2). Вместе с тем селекция резистентных клеток 
S. aureus ATCC 6538 была более выраженной, а 
их численность к концу эксперимента при макси-
мальном значении ПФК24/МПК (260 ч) оказалась 
на 2–3 порядка ниже, чем при меньших значениях 
ПФК24/МПК (48 и 140 ч). 

С целью интегральной оценки изменений в чис-
ленности устойчивых клеток для каждой кине-
тической кривой рассчитывали значение AUBCМ 
(рис. 3). Как видно на диаграмме, при каждом 
отношении ПФК24/МПК значения AUBCМ для 
клеток S. aureus ATCC 43300 (левая панель рис. 3), 
устойчивых к 2×МПК, были выше, чем для клеток, 
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Рис. 3. Значения AUBCМ, отражающие селекцию мутантов S. aureus, резистентных к 2×, 4× и 8×МПК ципрофлокса-
цина, при различных отношениях ПФК24/МПК.
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устойчивых к 4×МПК, и особенно для клеток, 
устойчивых к 8×МПК. Подобное систематическое 
снижение AUBCМ – от менее устойчивых клеток к 
более устойчивым – отмечено и для S. aureus ATCC 
6538 (правая панель рис. 3), хотя в этом случае зна-
чения AUBCМ оказались более высокими, чем для 
S. aureus ATCC 43300. В целом, по мере повышения 
моделируемого отношения ПФК24/МПК величина 
AUBCМ для обоих штаммов снижалась. 

Эта тенденция проявилась на графиках зависи-
мости AUBCМ от логарифма ПФК24/МПК (рис. 4, 
левая панель). Как видно на рис. 4, для клеток каж-

дого штамма, устойчивых к 2×, 4× или 8×МПК 
ципрофлоксацина, снижение AUBCМ линейно 
зависело от ПФК24/МПК. При этом все точки, 
отражающие численность устойчивых мутантов 
S. aureus ATCC 6538, располагались выше точек, 
отражающих численность мутантов S. aureus ATCC 
43300. Ввиду такого расслоения графиков значения 
r2 для данных, объединенных по двум штаммам, не 
превышали 0,5. При этом для клеток, устойчивых 
к 2×МПК, величина r2 была выше (0,49), чем для 
клеток, устойчивых к 4×МПК (0,38), и особенно 
для клеток, устойчивых к 8×МПК (0,33). В то же 
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время параметр AUBCМ четко коррелировал с 
ПФК24/МПКМ (правая панель рис. 4), без рас-
слоения точек по штаммам, описанного для зави-
симости AUBCМ от ПФК24/МПК. Это позволило 
описать объединенные данные линейной функцией 
с более высокими значениями r2 (0,88–0,97).

Обсуждение результатов исследования

Проведенные исследования продемонстрирова-
ли селекцию устойчивых мутантов S. aureus при 
режимах введения ципрофлоксацина, моделирую-
щих его уровни внутри ОСМ. Этот результат согла-

суется с данными, полученными с фторхинолонами 
ранее [1, 3, 14–17], что можно рассматривать как 
еще одно подтверждение применимости концепции 
ОСМ [6]. Вместе с тем, в отличие от описанных 
в цитируемых работах взаимосвязей между рези-
стентностью и ПФК24/МПК, взаимосвязи между 
AUBCM и ПФК24/МПК, выявленные в настоящем 
исследовании, оказались штаммоспецифичными. 
Это обстоятельство отражено низкими коэффи-
циентами корреляции между AUBCM и логариф-
мом ПФК24/МПК при объединении данных, полу-
ченных с разными штаммами (r2 <0,5), поскольку 
каждому из них (S. aureus ATCC 43300 и S. aureus 
ATCC 6538) соответствовала своя зависимость 
AUBCM от ПФК24/МПК. Как видно на рис. 5, 
при одинаковом значении ПФК24/МПК селекция 
устойчивых мутантов S. aureus ATCC 6538 была 
выражена сильнее селекции мутантов S. aureus 
ATCC 43300. По-видимому, это связано с тем, что 
при моделируемых значениях ПФК24/МПК кон-
центрация ципрофлоксацина дольше находилась 
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Рис. 5. Штаммоспецифичные взаимосвязи между AUBCМ 
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Рис. 6. Аппроксимация функции Гаусса лог-линейной 
функцией при описании зависимости AUBCМ от ПФК24/
МПК на примере мутантов S. aureus ATCC 43300 (тре-
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к 4×МПК ципрофлоксацина.
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в пределах ОСМ для S. aureus ATCC 6538, чем для 
S. aureus ATCC 43300: ТОСМ – 75–100% против 56-
63%. Это в полной мере относится и к значениям 
ПФК24/МПК, близким к терапевтическим. Так, в 
случае с S. aureus ATCC 6538 при ПФК24/МПК, 
равном 140 ч, уровни ципрофлоксацина попадали 
в ОСМ на протяжении всего интервала дозиро-
вания, а в случае с S. aureus ATCC 43300 – лишь 
его части (63% интервала). Заметим, что изучен-
ные штаммы S. aureus можно считать репрезента-
тивными, поскольку значения МПК для S. aureus 
ATCC 6538 (0,25 мкг/мл) и S. aureus ATCC 43300  
(0,5 мкг/мл) сопоставимы с МПК50 ципрофлок-
сацина (0,25–1 мкг/мл [18–25]), а следовательно, 
 моделируемые в данном исследовании отношения 
ПФК24/МПК отражают реальную ситуацию в кли-
нике.

Описанная штаммоспецифичность оказалась 
характерной для взаимосвязей между AUBCМ и 
ПФК24/МПК, но не ПФК24/МПКМ. Как видно 
на рис. 4, объединение данных по обоим штаммам 
S. aureus позволило установить четкую корреляцию 
между AUBCМ и ПФК24/МПКМ (r2 = 0,88–0,97) 
в отличие от довольно слабых корреляций между 
AUBCМ и ПФК24/МПК (r2 0,33–0,49). Насколько 
нам известно, это первая попытка прямого сопос-
тавления ПФК24/МПК и ПФК24/МПКМ, давшая 
определенный результат. Прежние суждения о пре-
имуществах ПФК24/МПКМ перед ПФК24/МПК 
были либо чисто декларативными [7, 9], либо недос-

таточно обоснованными [8]. Например, утвержде-
ние G.P. Allen и соавт. [8] о том, что ПФК24/МПКМ 
является единственным параметром, коррелирую-
щим с развитием устойчивости, фактически проти-
воречит их же данным, в соответствии с которыми 
эта корреляция выражена очень слабо (r2 = 0,2). 

В нашем исследовании прогностическую цен-
ность ПФК24/МПК и ПФК24/МПКМ сравнивали 
в предположении о том, что каждое из этих отно-
шений лог-линейно связано с AUBCМ. На первый 
взгляд, это предположение противоречит установ-
ленным ранее закономерностям, в соответствии с 
которыми зависимость развития резистентности от 
ПФК24/МПК описывается функцией Гаусса (кри-
вая куполообразной формы [1–5]). На самом деле, 
это противоречие кажущееся. Как видно на рис. 6, 
значения AUBCМ, соответствующие минимальным 
отношениям ПФК24/МПК, могут быть отнесены 
к восходящей ветви гауссовой кривой, тогда как 
значения AUBCМ, соответствующие более высоким 
значениям ПФК24/МПК, – к нисходящей ветви той 
же кривой. Именно поэтому лог-линейная функ-
ция удовлетворительно аппроксимирует функцию 
Гаусса в изученном диапазоне изменения ПФК24/
МПК.

По результатам данного исследования можно 
заключить, что ПФК24/МПКМ – наиболее надеж-
ный параметр для прогноза развития резистентности 
штаммов S. aureus к ципрофлоксацину.
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