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Аннотация
В работе рассмотрены основные модели определения
бета-лактамазной активности и дана сравнительная харак-
теристика используемым подходам. Оптимизированы
химико-аналитические стадии неокупроинового вариан-
та с целью определения степени разрушения бета-лактам-
ных антибиотиков в окружении белковой матрицы. Ус-
тановлено, что введение этапа депротеинизации хлорной
кислотой позволяет адаптировать неокупроиновый метод
для решения вышеуказанной задачи.
Определены значения молярных показателей поглощения
и спектральные характеристики бензилпенициллинового
и ампициллинового комплексов, что позволяет использо-
вать их в качестве чувствительных тест-объектов для оп-
ределения бета-лактамазной реактивности организма.
Проведены пилотные испытания изучаемых аналитичес-
ких моделей. Обнаружено, что в сыворотках крови как
больных, так и здоровых лиц присутствуют факторы, об-
ладающие значительной бета-лактамазной активностью.
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Summary
In this work basic models of beta-lactamase activity
determination are considered and comparison characteristic
for the used approaches is given. Analytical stadies of
neocuproine variant are optimized in order to determine the
degree of beta-lactam antibiotics dissolution in protein matrix
relationship. The inclusion of deproteinisation with perchloric
acid phase is ascertained to allow adapting neocuproine method
for working out the problem mentioned above.
Values of absorption molar coefficients and benzylpenicillin
and ampicillin complex spectral characteristics are defined,
that allows using them as sensory test-objects in order to
determine beta-lactamase reactivity of an organism. Pilot tests
of the explored analytical models are carried out. Some factors
having significant beta-lactamase activity are discovered to be
present at blood serum of both ill and healthy people.
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Антибиотикоустойчивость бактерий на те-
кущий момент является одной из наиболее
важных и актуальных проблем инфектологии.
Практически все известные науке бактерии -
возбудители инфекционных заболеваний (за

редким исключением) в большей или меньшей
степени проявляют устойчивость к тем или
иным антибактериальным препаратам.

Основным механизмом устойчивости бакте-
рий к бета-лактамным антибиотикам является
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синтез разнообразных бета-лактамаз (пеницил-
линаз, цефалоспориназ и т.п.).

Согласно определению Комитета по номен-
клатуре Международного биохимического об-
щества, бета-лактамазы классифицируются
как «ферменты, осуществляющие гидролиз
амидов, амидинов и других C–N связей …, вы-
деленные на основании субстрата – … цикли-
ческих амидов» [1].

Термин «бета-лактамазы» является, таким
образом, функциональным и объединяет раз-
личные бактериальные ферменты, способные
расщеплять бета-лактамные антибиотики, со-
держащие в своей структуре циклическую
амидную связь.

Большинство известных бета-лактамаз про-
являет выраженную структурную гомологию с
пенициллин-связывающими белками (ПСБ),
что свидетельствует об эволюционной взаимо-
связи между ферментами этих групп [2]. По-
добно ПСБ, бета-лактамазы, содержащие оста-
ток серина в активном центре, взаимодейству-
ют с бета-лактамными антибиотиками с обра-
зованием эфирного комплекса. Однако в случае
бета-лактамаз этот комплекс быстро расщеп-
ляется с высвобождением нативного фермента
и инактивированной молекулы субстрата.

Различия между бета-лактамазами и ПСБ не
всегда отчетливы, поскольку многие бета-лак-
тамазы могут образовывать стабильные эфиры
с бета-лактамами, выступающими в роли инги-
биторов («suicide substrate»), а некоторые ПСБ
обладают способностью к быстрому деацили-
рованию, проявляя слабую гидролитическую
активность в отношении отдельных бета-лак-
тамных антибиотиков [3].

Сравнительно небольшое число ферментов,
известных как металло-бета-лактамазы, гидро-
лизируют бета-лактамное кольцо с участием
ионов цинка, находящихся в активном центре
[4]. Наиболее существенной особенностью
бета-лактамаз этого типа является их актив-
ность в отношении карбапенемов [5].

Продукция бета-лактамаз у многих видов
микроорганизмов может быть выявлена с по-
мощью чувствительных хромогенных тестов,
основанных на использовании специальных
субстратов, изменяющих окраску в результате
расщепления, или на анализе реакции, вызван-
ной процессом гидролиза бета-лактамов [6].

Наиболее широко используемым хромоген-
ным субстратом является нитроцефин – цефа-
лоспорин, расщепляемый большинством бета-
лактамаз с образованием продукта, окрашен-

ного в интенсивно-красный цвет [7]. Наблюде-
ние реакции гидролиза нитроцефина в раство-
ре или на бумажных дисках является наиболее
быстрым, чувствительным и специфичным те-
стом на наличие бета-лактамаз.

Альтернативные методы детектирования
бета-лактамазной активности включают йо-
дометрические и ацидометрические тесты.
Первый вид исследований основан на способ-
ности продуктов гидролиза бета-лактамных
антибиотиков восстанавливать йод до йоди-
да, вызывая обесцвечивание йодокрахмаль-
ного комплекса [6]. Изменение окраски кис-
лотно-основных индикаторов, например,
бромкрезолового пурпурного, вызванное по-
явлением дополнительной карбоксильной
группы при расщеплении бета-лактамного
кольца, является основой использования
ацидометрических методов [6].

Из упомянутых выше способов определе-
ния бета-лактамазной активности на практи-
ке наиболее широко применяется спектрофо-
тометрическая методика с использованием
нитроцефина.

Определение бета-лактамазной активнос-
ти ферментов с помощью нитроцефина осно-
вано на разрушении его бета-лактамного
кольца, приводящего к батохромному сдвигу
в хромофорной системе данной молекулы.

Данный антибиотик из группы цефалоспо-
ринов второго поколения имел непродолжи-
тельное клиническое применение, что вполне
очевидно из его лабильной химической
структуры: 4-позиционное бета-лактамное
кольцо испытывает дополнительное электро-
ноакцепторное напряжение по цепи сопря-
женных двойных связей двух нитроксильных
групп - см. рисунки 1, 2.

Именно эта особенность химической
структуры нитроцефина широко использует-
ся в качестве «идеальной» модели формиро-
вания аналитического сигнала. Применение
нитроцефина для определения бета-лакта-
мазной активности широко распространи-
лось в микробиологии, инфектологии и смеж-
ных областях. Однако, несмотря на всю при-
влекательность использования нитроцефина
в качестве субстрата-хромогена, т.е. возмож-
ность проведения различных вариантов кине-
тических исследований, достаточно высокую
чувствительность, специфичность, возмож-
ность применения в объектах, имеющих
сложную аналитическую матрицу, данный
тест необходимо осуществлять после деталь-
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ной проверки на отсутствие побочных реак-
ций лабильной бета-лактамной связи с амино-
, сульфо- и гидроксильными группами белков
[8]. Кроме того, нитроцефин дорог, очень неус-
тойчив в растворах, которые ввиду этого вы-
нужденно готовятся ex tempore, довольно бы-
стро разрушается при хранении и не позволя-
ет отличать бета-лактамазы расширенного
спектра (БЛРС) от обычных; он также не по-
зволяет определять субстратную специфич-
ность выявленной бета-лактамазной активнос-
ти. Неустойчивость нитроцефина в растворе
приводит, в числе прочего, к низкой воспроиз-
водимости получаемых результатов, ввиду
чего данная методика обычно используется
для качественной либо полуколичественной
оценки бета-лактамазной активности.

Наряду с нитроцефиновым методом, су-
ществует также неокупроиновый метод опре-
деления бета-лактамазной активности, осно-
ванный на реакции комплексообразования
ионов меди, неокупроина и гидролизованной
бета-лактамной связи различных производ-
ных 6-аминопенициллановой кислоты, в ре-
зультате которой образуется окрашенный
продукт желтого цвета [8].

Рис. 1. Структурная формула нитроцефина (3-(2,4-динитростирил)-(6R,7R)-7-(2-тиенилацетамидо)-цеф-3-ен-
4-карбоновая кислота [CALBIOCHEM])

Рис. 2. Смещение электронной плотности в молекуле нитроцефина

Применение неокупроинового метода
представляется достаточно перспектив-
ным, поскольку с его помощью обнаружи-
вается гидролизованная бета-лактамная
связь различных антибиотиков, что позво-
ляет устанавливать субстратную специфич-
ность выявляемой активности [8]. Кроме
того, неокупроиновый метод позволяет
вводить в аналитическую систему бета-
лактамные антибиотики различных групп
(после определения химико-аналитических
параметров). Неокупроин достаточно ус-
тойчив в водных растворах, что влечет за
собой относительно высокую вопроизводи-
мость результатов данной методики, делая
возможным ее стандартизацию и, соответ-
ственно, количественную оценку бета-лак-
тамазной активности

Однако в предварительных испытаниях
нами было установлено отрицательное влия-
ние белковой матрицы на процесс комплек-
сообразования. Таким образом, целью наше-
го исследования являлась оптимизация усло-
вий определения бета-лактамазной активнос-
ти субстрата путем включения этап депроте-
инизации хлорной кислотой.
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Материалы и методы
Все используемые реагенты имели квалифи-

кацию не ниже ч.д.а. Измерение оптических
плотностей проводили на спектрофлуориметре
SOLAR-СМ2203, (гос. рег. № РБ 03 11 2864 06) в
режиме спектрофотометрии.

В эксперименте использовали бензилпе-
нициллина натриевую соль, ампициллин и
цефтриаксон. Изомолярные серии исследу-
емых антибиотиков готовили последова-
тельным разведением маточных растворов
в диапазоне концентраций 0,2–1,0 ммоль/л.
Для разрушения бета-лактамной связи ка-
либровочные растворы смешивали с 0,2 М ра-
створом гидроксида натрия, выдерживали в
термостате при 37°С 30 минут. Далее к иссле-
дуемым растворам прибавляли ацетатный
буфер (pH=4,75), неокупроиновый реагент и
выдерживали при комнатной температуре
30 минут до развития стабильной желтой
окраски. Спустя вышеуказанное время из-
меряли спектры поглощения и оптическую
плотность образовавшихся комплексов при
454,5 нм. Полученные данные обрабатыва-
ли с помощью регрессионного анализа.

Для пилотного испытания изучаемых
аналитических моделей использовали фак-
ториальную схему планирования экспери-
мента. Первым фактором (А) в двух мо-
дальностях являлась категория обследуе-
мых (а1 – сыворотка больных и а2 – сыво-
ротка доноров в двух повторностях). Сле-
дующим фактором (В) в двух модальнос-
тях являлся вид антибиотика (b1 – бензил-
пенициллина натриевая соль и b2 – ампи-
циллин в концентрациях достаточных,
чтобы обеспечить надежный аналитичес-
кий сигнал). Модельный раствор антибио-
тика смешивали с исследуемой сывороткой
в соотношении 1:1 и помещали в термостат
(t=37°С) на 20 минут. Спустя вышеуказан-
ное время к тест-объектам прибавляли ра-
створ хлорной кислоты. В качестве контро-
ля использовали модельный раствор бен-
зилпенициллина и ампициллина, разведен-
ный дистиллированной водой в соотноше-
нии 1:1 с добавлением хлорной кислоты.
Все тест-объекты встряхивали на вортексе
в течение 2 минут и центрифугировали при
3000 об/мин 10 минут. Отбирали надосадоч-
ную жидкость. Учитывая вероятность по-
терь антибиотика с белковым осадком,
вводили дополнительный контроль. Для
этого предварительно гидролизованные

бета-лактамы вносили в эквивалентных ко-
личествах в испытуемые сыворотки и далее
проводили депротеинизацию, как указано
выше. Далее к исследуемым растворам при-
бавляли ацетатный буфер (pH=4,75), неокуп-
роиновый реагент и выдерживали при ком-
натной температуре 30 минут до развития
стабильной желтой окраски. Спустя выше-
указанное время измеряли оптическую плот-
ность образовавшихся комплексов при 454,5
нм. Полученные данные обрабатывали с по-
мощью многофакторного дисперсионного
анализа (multifactor ANOVA).

Результаты исследования
Полученные результаты, а также парамет-

ры уравнений линейной регрессии представле-
ны на рисунке 3. По оси абсцисс расположена
концентрация окрашенного комплекса в ко-
нечном (измеряемом) растворе, выраженная
в моль/л, а по оси ординат – оптическая
плотность. Совершенно очевидно, что тан-
генс угла наклона прямой соответствует
молярному показателю поглощения для
данного комплекса. Молярный показатель
поглощения бензилпенициллинового комп-
лекса, определенный нами (е=14733), непло-
хо согласуется с работой [8] (е=14500). Мо-
лярный показатель ампициллинового ком-
плекса составляет 14586 единиц оптической
плотности, что позволяет его использовать
в качестве чувствительного тест-объекта
для неокупроиновой реакции. Столь сход-
ные значения молярных показателей по-
глощения очевидны, учитывая химическую
структуру бензилпенициллина и ампицил-
лина. Спектры поглощения вышеуказанных
комплексов в диапазоне 360-550 нм практи-
чески не отличались. В то же время моляр-
ный показатель поглощения комплекса цеф-
триаксона составляет только 1927,2 единиц
оптической плотности, что, возможно, связа-
но с наличием в химической структуре цефт-
риаксона объемного бокового радикала.

Результаты пилотного испытания ампи-
циллиновой и бензилпенициллиновой анали-
тической модели приведены в таблице 1.

Дисперсионный анализ факториальной
схемы планирования эксперимента не пока-
зал достоверных изменений вариантов и по-
вторностей, однако замена первой «позиции»
донора и больного сразу же обнаружила дос-
товерные отличия как по вариантам, так и по
повторностям (таблица 2).
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Рис. 3. Молярные показатели поглощения неокупроиновых комплексов бензилпенициллина, ампициллина и
цефтриаксона

Таблица 1
Разложение бета-лактамных антибиотиков в исследуемых образцах сыворотки (%)

А a1 a2 Сумма
B b1 b2 b1 b2
1 20,77 1,23 62,15 43,08 127,23
2 70,23 48,00 42,46 18,62 179,31
Сумма 91,00 49,23 104,61 61,69 306,54

Таблица 2
Разложение бета-лактамных антибиотиков в исследуемых образцах сыворотки (%)

А a1 a2 Сумма
B b1 b2 b1 b2

1 62,15 43,08 20,77 1,23 127,23
2 70,23 48,00 42,46 18,62 179,31
Сумма 132,38 91,08 63,23 19,85 306,54

Это свидетельствует о том, что факторы, об-
ладающие бета-лактамазной активностью,
присутствуют в сыворотке крови как больных,
так и здоровых лиц. В дополнение к этому, прове-
денный дисперсионный двухфакторный анализ
выявил достоверные отличия как по типу анти-
биотика, так и между отдельными образцами

сывороток крови. Наличие высокой степени
корреляции разложения бензилпенициллина и
ампициллина, возможно, связано, со специ-
фичностью взаимодействия данных факторов
и объектов с бета-лактамазной активностью.

Малый размер группы и ограниченная реа-
гентная база данного эксперимента не позволи-

Инфектология: Подходы к определению бета-лактамазной реактивности макроорганизма...



5 4        Immunopathology, Allergology, Infectology 2008 N°3

ли провести анализ кинетики реакции, а также
уточнить зависимость уровня бета-лактамаз-
ной активности крови от возраста и пола иссле-
дуемых лиц. Таким образом, полученные нами
результаты носят сугубо предварительный ха-
рактер.

Выводы
1. В сыворотке крови как больных, так и здоро-

вых лиц присутствуют факторы, обладаю-
щие бета-лактамазной активностью.

2. Полученные нами значения молярных пока-
зателей поглощения и спектральные харак-
теристики бензилпенициллинового и ампи-

циллинового комплексов хорошо согласу-
ются с таковыми, описанными в зарубежных
исследованиях, что подтверждает высокую
чувствительность и воспроизводимость нео-
купроиновой методики, и, соответственно,
возможность ее применения для детекции и
количественной оценки бета-лактамазной
активности различных субстратов.

3. Введение этапа депротеинизации хлорной
кислотой позволяет адаптировать неокупро-
иновый метод для определения бета-лакта-
мазной реактивности различных субстратов
в условиях значительной концентрации бел-
ка в анализируемом растворе.
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