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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность исследования 

Проблема возникновения и распространения антибиотикорезистентных 

штаммов условно-патогенных микроорганизмов в настоящее время приобретает 

глобальный характер (Сидоренко, 2002; Данилевская, Пименов, 2005; Соловьева, 

2006; Забровская и др., 2011; Aubry-Damon et al., 2004; Collignon, 2009; Hopkins et 

al., 2010). Широкое применение антисептиков и дезинфектантов в лечебных и ве-

теринарных учреждениях, профильных лабораториях биотехнологических и пи-

щевых производств, а также в повседневной жизни граждан обеспечивает выра-

женное селективное действие на популяции микроорганизмов и способствует от-

бору резистентных штаммов. Бактерии с множественной лекарственной устойчи-

востью выделяются из воды практически всех рек Европы (Flemming et al., 2000; 

Beaudeau et al., 2001; Gunten, 2003). В работах ряда авторов приводятся сведения о 

выделении таких микроорганизмов из рек Российской Федерации, из объектов са-

нитарно-ветеринарного надзора и окружающей среды (Drucker, Panasyuk, 2006; 

Менча, 2006; Шорникова, Куяров, 2007; Савилов и др., 2008). 

Еще одним адаптивным механизмом, повышающим устойчивость микроор-

ганизмов к действию неблагоприятных факторов (в том числе химических аген-

тов), является их способность к формированию на различных поверхностях био-

пленок, которые представляют собой совокупность активно метаболирующих и 

покоящихся форм клеток, заключенных в экзополимерный матрикс (Ермолов, 

1998; Ильина и др., 2004; Афиногенова  и др., 2011; Маянский и др., 2011; Рома-

нова и др., 2011; Costerton et al., 2003; Hall-Stoodley et al., 2009).  

С целью преодоления формирования микробных биопленок разрабатывают-

ся новые методы, направленные на дезорганизацию биопленки и уничтожение 

клеток-персистеров. К значительному изменению архитектуры микробной био-

пленки и уменьшению количества экзополисахаридов в матриксе приводит ис-

пользование кларитромицина (Yasuda, 1993, 1994; Wozniak, 2004). Модификация 

антимикробных препаратов, а также использование новых способов доставки, 
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например, в составе липосом, позволяет обеспечить более эффективное проник-

новение препаратов в микробную биопленку (Smith, 2008).  

Одной из перспективных групп препаратов, характеризующихся антимик-

робной активностью, являются полимерные соединения. Их использование поз-

воляет повысить локальную концентрацию и устойчивость действующего веще-

ства к ферментам микроорганизмов, а также снизить токсичность и увеличить 

длительность действия (Nonaka et al., 1997; Tashiro et al., 2001; Jeong et al., 2002; 

Lee et al., 2002). В настоящее время создаются экспериментальные препараты, 

представляющие собой модифицированные полимерные соединения – аналоги 

современных антибиотиков, что позволяет преодолеть возникшую к ним устойчи-

вость микроорганизмов (Monfardini et al., 1998; Shtilman, 2009; Дьякова и др., 2012; 

Серебренникова и др., 2013; Панарин и др., 2014). 

Одним из наиболее эффективных полимерных соединений, характеризую-

щихся антимикробной активностью, является полиазолидинаммоний, модифици-

рованный гидрат-ионами йода (Заярский и др., 2012, 2013). Биологическая актив-

ность и экотоксикологическая характеристика данного полимера представлена в 

работах (Нечаева и др., 2014-2015; Tikhomirova et al., 2014; Веденеева, 2015). 

Степень разработанности проблемы. Исследованиями ряда авторов пока-

зана перспективность использования различных полимерных соединений в каче-

стве антимикробных средств с целью преодоления развития антибиотикорези-

стентности микроорганизмов (Падейская, 2006; Воинцева и др., 2009; Еропкин и 

др., 2009; Соловский и др., 2010; Смирнова и др., 2011; Дьякова и др., 2012; Се-

ребренникова и др., 2013; Панарин и др., 2014; Полимерные кетиминовые произ-

водные …, 2014; Monfardini et al., 1998; Shtilman, 2009; Smirnova et al., 2011). Осо-

бенности формирования микробных биопленок, их устойчивости и роли в воз-

никновении осложнений при лечении инфекционных заболеваний представлены в 

работах (Бехало и др., 2010; Романова и др., 2011; Лямин и др., 2012; Чеботарь и 

др., 2012; Vergara-Irigaray et al., 2008; Vu B. еt al., 2009; Wolcott R. еt al., 2013). 

В работах ряда авторов представлены основные направления борьбы с мик-

робными биопленками (Wozniak, 2004; Smith, 2008; Moen et al., 2009). 
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Однако для разработки и внедрения в практику препаратов с антимикроб-

ной активностью в отношении планктонных и биопленочных форм условно-

патогенных микроорганизмов необходимо детальное изучение их свойств в зави-

симости от физико-химических характеристик. При этом важно также решение 

актуальных задач в области биотехнологии, связанных с разработкой способов 

применения этих препаратов на клеточном, тканевом и организменных уровнях, 

оценкой безопасности их использования в качестве медицинских и ветеринарных 

биопрепаратов.  

Цель исследования – изучение антимикробной активности нового поли-

мерного соединения – полиазолидинаммония, модифицированного гидрат-ионами 

йода, в зависимости от его физико-химических характеристик в отношении рефе-

ренс-штаммов и изолятов условно-патогенных и фитопатогенных микроорганиз-

мов и его влияния на процесс образования биопленок.  

Задачи исследования: 

1. Изучить антимикробную активность в отношении референс-штаммов 

условно-патогенных и фитопатогенных бактерий полиазолидинаммония, моди-

фицированного гидрат-ионами йода, в зависимости от длины его полимерной це-

пи и концентрации гидрат-ионов йода. 

2. Определить действие полиазолидинаммония, модифицированного гид-

рат-ионами йода, на микроскопические грибы и их адгезивные свойства. 

3. Проанализировать этапы формирования микробных биопленок моно-

культурами клинических штаммов условно-патогенных бактерий и микроскопи-

ческих грибов, а также их ассоциаций. 

4. Изучить влияние полиазолидинаммония, модифицированного гидрат-

ионами йода, на процесс формирования микробных биопленок монокультурами 

бактерий и микроскопических грибов и их ассоциациями в условиях in vitro. 

5. Обосновать перспективы использования препарата на основе полиазоли-

дин-аммония, модифицированного гидрат-ионами йода, как антисептического и 

дезинфицирующего средства в медико-биологической и ветеринарной практике 
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Научная новизна. Впервые установлена зависимость антимикробной ак-

тивности полимерного соединения – полиазолидинаммония, модифицированного 

гидрат-ионами йода, в отношении стандартных штаммов грамположительных и 

грамотрицательных бактерий и микроскопических грибов от длины полимерной 

цепи и концентрации гидрат-ионов йода: Escherichia coli 113-13 и Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853 проявили чувствительность к варианту полимера с дли-

ной полимерной цепи >100 и 100-200 кДа, а Staphylococcus aureus 209 P – 200-350 

и 400-500 кДа. 

Показано влияние полимера на снижение адгезивной активности стандарт-

ных и клинических штаммов микроскопических грибов Candida albicans. Изучена 

динамика формирования микробных биопленок на модели клинических штаммов 

грамположительных и грамотрицательных бактерий и микроскопических грибов, 

а также их ассоциаций, in vitro. Впервые показано нарушение процесса формиро-

вания микробных биопленок клиническими штаммами условно-патогенных мик-

роорганизмов под действием полиазолидинаммония, модифицированного гидрат-

ионами йода. Установлен широкий спектр антимикробного действия данного по-

лимера в отношении условно-патогенных и фитопатогенных микроорганизмов, 

его высокая эффективность в качестве антисептика и компонента регенеративного 

препарата при лечении полнослойных гнойных ран у экспериментальных живот-

ных, а также дезинфицирующая способность при обработке поверхностей обору-

дования пищевых производств.  

Теоретическая и практическая значимость работы. Обобщены и систе-

матизированы данные о биологической активности полимерного соединения – 

полиазолидинаммония, модифицированного гидрат-ионами йода, и ее зависимо-

сти от физико-химических характеристик. Результаты проведенных исследований 

являются основанием для выбора наиболее оптимальных комбинаций физико-

химических характеристик полимера для повышения антимикробной эффектив-

ности и расширения спектра действия. 

Полученные результаты открывают перспективы использования полиазоли-

динаммония, модифицированного гидрат-ионами йода, в качестве активного ком-
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понента антисептических препаратов широкого спектра действия с антибиопле-

ночной активностью в медико-биологической и ветеринарной практике. 

Методология и методы исследования 

Методология настоящей работы соответствовала поставленным целям и за-

дачам. Предметом исследования стало изучение антимикробной активности по-

лимерного соединения – полиазолидинаммония, модифицированного гидрат-

ионами йода и их зависимости от физико-химических характеристик в отношении 

условно-патогенных микроорганизмов и их биопленочных форм.  

При изложении материала и проведении исследования автором были при-

менены общенаучные методы: анализ литературных данных, эмпирические мето-

ды исследования (эксперимент, измерение, оценка и описание). Применение пе-

речисленных методов, а также детальный статический анализ полученных значе-

ний позволил обеспечить объективность и достоверность результатов и выводов. 

Внедрение в практику 

Зарегистрирована заявка на патент «Антисептическое средство» (2015 103 595 

от 03.02.15 г.). 

Материалы диссертации используются в учебном процессе (лекции и прак-

тические занятия) кафедры экологии ФГБОУ ВО «Саратовский государственный 

технический университет имени Гагарина Ю.А.», кафедры микробиологии и фи-

зиологии растений ФГБОУ ВО «Саратовский государственный университет им. 

Н.Г.Чернышевского», ГБОУ ВПО «Саратовский государственный медицинский 

университет им. В.И. Разумовского»; в работе отдела функциональных и клинико-

экспериментальных исследований ФГБУ «СарНИИТО» Минздрава России. 

Основные положения, выносимые на защиту: 

1. Антимикробная активность полиазолидинаммония, модифицированного 

гидрат-ионами йода, зависит от физико-химических характеристик препарата: 

варианты полимера с молекулярной массой >100 и 100-200 кДа более эффективны 

в отношении грамотрицательных бактерий, а варианты полимера с молекулярной 

массой 200-350 и 400-500 кДа – в отношении грамположительных бактерий. 

Эффективность антимикробного действия полимера зависит от концентрации 
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гидрат-ионов йода. Действие полимера на условно-патогенные и фитопатогенные 

бактерии и грибы носит дозозависимый характер. 

2. 0,5 %-ный раствор полиазолидинаммония, модифицированного гидрат-

ионами йода, снижает адгезивную активность микроскопических грибов. 

3. Предварительная обработка лунок полистирольного планшета и образцов 

уретрального катетера 0,5 %-ным раствором полиазолидинаммония, 

модифицированного гидрат-ионами йода, приводит к нарушению процесса 

формирования in vitro микробных биопленок условно-патогенными 

микроорганизмами. 

4. Препарат, содержащий наноагрегаты флавоноидов, стабилизированные 

полиазолидинаммонием, модифицированным гидрат-ионами йода, характеризу-

ется ранозаживляющим и антимикробным действием, что привело к сокращению 

сроков заживления экспериментальных гнойных ран в 2,2 раза по сравнению с 

контролем. 

5. Широкий спектр антимикробного действия полиазолидинаммония, 

модифицированного гидрат-ионами йода, обуславливает его использование в 

качестве дезинфицирующего средства для обработки поверхностей, 

контаминированных условно-патогенными микроорганизмами. 

Степень достоверности и апробация работы 

Высокая степень достоверности результатов проведенных исследований 

подтверждается использованием общепринятых и современных биологических, 

микробиологических, биохимических методов исследований и обработки инфор-

мации. Все исследования проведены с применением аттестованных методик и по-

веренного оборудования. 

Материалы диссертации были представлены и обсуждены на следующих 

научных конференциях и форумах: I Кавказском Международном Экологическом 

форуме (Грозный, 2013); Всероссийской молодежной научной конференции 

«Актуальные проблемы разработки и применения новых материалов и 

технологий» (Саратов, 2013); III Всероссийской заочной научной конференции  

для молодых ученых «Актуальные вопросы биомедицинской инженерии» 
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(Саратов, 2013); Международной научно-практической конференции 

«Биотехнология: реальность и перспективы в сельском хозяйстве» (Саратов, 2013); 

XXVII Международной научной конференции «Математические методы в технике 

и технологиях – ММТТ-27» (Саратов, 2014);  VI и  VII Всероссийских научно-

практических конференциях с международным участием «Экологические 

проблемы промышленных городов» (Саратов, 2013, 2015); Международных 

симпозиумах «Ökologische, technologische und rechtliche aspekte der lebensver-

sorgung» в рамках конгрессов «EURO ECO» (Ганновер, Германия, 2013, 2014); 

«Biomaterials and Nanobiomaterials: Recent Advances Safety-Toxicology and Ekology 

Issues» BIONANOTOX 2014 (Греция, 2014); Международной научно-

практической конференции «Биотехнология: реальность и перспективы» 

(Саратов, 2014); IV Международной научно-практической конференции 

«Постгеномные методы анализа в биологии, лабораторной и клинической 

медицине» (Казань, 2014); Российско-Китайской научно-практической 

конференции по медицинской микробиологии и клинической микологии «XVIII 

Кашкинские чтения» (Санкт-Петербург, 2015). 

Структура и объем диссертации 

Диссертация состоит из введения, обзора литературы, описания объектов и 

методов, глав экспериментальных исследований, заключения и выводов, а также 

списка использованной литературы из 231 наименования.  

Работа выполнена в рамках персонального гранта Фонда содействия разви-

тию малых форм предприятий в научно-технической сфере по программе 

«У.М.Н.И.К» (2014–2015) на выполнение НИР «Создание инновационного анти-

септического препарата широкого спектра действия на основе наноструктуриро-

ванного биосовместимого полимерного соединения».  

Публикации. Основное содержание диссертационной работы отражено в 27 

публикациях, из которых 5 статей в рецензируемых научных изданиях, рекомен-

дованных перечнем ВАК РФ, 22 публикации в сборниках, трудах и материалах 

Всероссийских и международных научных конференций.  
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ГЛАВА 1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1 Проблема антибиотикорезистентности микроорганизмов 

 

В настоящее время проблема развития антибиотикорезистентности микро-

организмов приобретает глобальный характер. Устойчивость к антимикробным 

препаратам представляет собой естественную биологическую реакцию, которая 

возникает как результат естественного отбора для сохранения жизнеспособности 

микробной популяции (Сидоренко, 2002; Цибулевский, Соколов, 2008). Описаны 

случаи размножения потенциально патогенных микроорганизмов в растворах, 

предназначенных для дезинфекции, адаптации к терапевтическим дозам антибио-

тиков и полирезистентности к десяткам антимикробных средств. Вследствие не-

рационального и не всегда аккуратного или неквалифицированного использова-

ния антибиотиков и дезинфицирующих средств число резистентных штаммов по-

стоянно возрастает, а полирезистентные возбудители инфекционных заболеваний 

имеют тенденцию к распространению во внешней среде. 

Устойчивость микроорганизмов к антимикробным препаратам может быть 

природной или приобретенной (Семенов, 2004; Супотницкий, 2011; Туркутюков, 

2011). Первый вид устойчивости характеризуется отсутствием у микроорганизмов 

мишени для действия антимикробного препарата или ее недоступностью. Приоб-

ретенная устойчивость возникает в результате воздействия на микроорганизмы 

антимикробных препаратов, особенно в их низких концентрациях, путем возник-

новения мутаций хромосомной ДНК или в результате горизонтального переноса 

генов устойчивости (Bennett, 2008; Mariani-Kurkdjian, 2012; Warnes, 2012).  

Наиболее распространены и изучены четыре основные биохимические ме-

ханизмы устойчивости бактерий к антимикробным препаратам:  

1. энзиматическая инактивация антимикробного препарата; 

2. модификация молекулы-мишени действия препарата; 

3. активное выведение препарата из микробной клетки; 

4. изменение проницаемости внешней мембраны микробной клетки.  
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В последние годы ведется активное изучение других механизмов устойчи-

вости: формирование метаболического «шунта», связанного с приобретением 

микробной клеткой генов альтернативного метаболического пути, имитация мо-

лекулы-мишени и сверхэкспрессия молекулы-мишени (Hegde et al., 2005; Nikaido, 

2009; Hoek et al., 2011). Кроме того, устойчивость даже к одному антибиотику за-

висит от действия многих генов, что и определяет возможность одновременного 

использования целого комплекса механизмов защиты в отношении одного анти-

микробного препарата. 

Было установлено, что клинические штаммы бактерий проявляли устойчи-

вость к β-лактамам за счет наличия фермента DD-транспептидазы, с помощью ко-

торого снижалась аффинность мишени, а также благодаря генам, кодирующим 

белки, инактивирующие препараты, что значительно снижало восприимчивость 

микроорганизма к данной группе антибиотиков (Davies, 1994). 

Главным способом защиты микроорганизмов от аминогликозидов является 

их энзиматическая модификация (Mingeot-Leclercq, 1999). Для этого микробные 

клетки используют три класса ферментов, модифицирующие аминогликозиды:   

N-ацетилтрансферазы (AAC), использующие в качестве донора ацетил-коэнзим А 

и изменяющие функции аминогруппы, O-нуклеотидилтрансферазы (ANT) и        

O-фосфотрансферазы (APH), влияющие на функции гидроксильных групп и ис-

пользующие в качестве донора АТФ. С помощью ААС может происходить ацети-

лирование 1-, 3-, 6-, и 2-аминогруппы, а для ANT и APH мишенью становятся 

гидроксильные группы аминогликозида, что и приводит к энзиматической инак-

тивации антибиотика. 

Проблема антибиотикорезистентности среди клинически значимых микро-

организмов уходит своими корнями в сложные экологические и эволюционные 

отношения между самими микроорганизмами, сложившиеся задолго до появле-

ния человека как биологического вида. Огромный потенциал генов антибиотико-

резистентности накоплен в суперинтегронах, еще не вовлеченных в генетический 

обмен среди встречающихся в клинике микроорганизмов. Несмотря на значи-

тельные успехи клинической микробиологии, этиотропная терапия, по крайней 



13 

мере, на начальном этапе остается эмпирической, основой режимов которой яв-

ляются данные о природной чувствительности к антибактериальным препаратам 

наиболее вероятных возбудителей. Однако проблема значительно осложняется 

распространением, как во внебольничных, так и особенно в госпитальных услови-

ях приобретенной резистентности. 

Лекарственная устойчивость возбудителей инфекционных заболеваний 

имеет огромное медицинское и социально-экономическое значение, связанное с 

использованием новых более дорогостоящих препаратов, а также увеличением 

сроков лечения пациентов. Поэтому поиск путей преодоления лекарственной 

устойчивости микроорганизмов представляет собой актуальную проблему.  

Один из возможных способов преодоления лекарственной устойчивости 

микроорганизмов является химическая модификация молекул антимикробных 

веществ, направленная на создание новых препаратов, активных в отношении ан-

тибиотикорезистентных микроорганизмов (Гольцева, 2013). Таким образом были 

получены полусинтетические пенициллины и цефалоспорины, устойчивые к дей-

ствию β-лактамаз: метициллин, оксациллин, диклоксациллин, цефамандол, цефу-

роксим, цефсулодин и ряд других. Однако спустя некоторое время после начала 

использования новых препаратов вновь происходит распространение детерминант 

резистентности к ним в плазмидах и транспозонах, что ведет к снижению эффек-

тивности препаратов и необходимость синтеза все новых антимикробных средств. 

Еще одним перспективным методом борьбы с распространением антибио-

тикорезистентности служит использование соединений, подавляющих определен-

ные механизмы устойчивости в бактериальной клетке. Наибольшее применение 

нашли неконкурентные ингибиторы β-лактамаз, например, клавулановая кислота, 

которая характеризуется слабой антибактериальной активностью и способна не-

обратимо ингибировать пенициллиназы грамположительных и грамотрицатель-

ных микроорганизмов (Карпов, 2005; Finlay, 2003; Casellas, 2005). 

Возможное решение проблемы антибиотикорезистентности связано с при-

менением фосфогликолипидных антибиотиков, которые взаимодействуют с поло-

выми пилями микроорганизмов и подавляют клетки-доноры, несущие R-плазмиды. 
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Пока данная группа препаратов используется в животноводстве и птицеводстве, 

что позволяет значительно снизить количество антибиотикорезистентной микро-

флоры в желудочно-кишечном тракте сельскохозяйственных животных (Василь-

кевич, 2014; Лопатнюк, 2014; Мутенко, 2014). 

Эффективным подходом борьбы с лекарственной устойчивостью микроор-

ганизмов является использование соединений, обеспечивающих удаление                

R-плазмид бактерий и действующих на детерминанты лекарственной устойчиво-

сти. Одним из способов, ведущих к элиминации плазмид из микробной клетки, 

стало применение ДНК-тропных веществ. Акрифлавин и хинакрин вызывают 

элиминацию R-факторов из сальмонелл, шигелл и эшерихий (Субботин, 2000; 

Lee, 2002). ДНК-тропные соединения замедляют развитие резистентности микро-

организмов к антимикробным препаратам за счет снижения частоты мутаций. 

Так, акрихин и акрифлавин подавляют развитие антибиотикорезистентных штам-

мов бактерий к пенициллину, ампициллину, неомицину, рифампицину и стрепто-

мицину. Использование таких препаратов, как бромистый этидий, неомицин, ри-

фампицин и представители нитрофуранов подавляют процесс переноса факторов 

устойчивости при конъюгации и трансдукции бактерий. 

Одним из наиболее перспективных способов, ограничивающих появление и 

распространение устойчивых штаммов микроорганизмов, является использование 

комбинации антимикробных препаратов (Мишин, 1999; Никонов, 2004; Абдал-

кин, 2011). Например, использование изониазида со стрептомицином предупре-

ждает развитие резистентных к антибиотику штаммов Mycobacterium tuberculosis. 

Кроме того, рационально подобранные сочетания антибактериальных препаратов 

могут воздействовать на устойчивые штаммы микроорганизмов с помощью по-

давления ферментов. Так, при комбинировании левомицетина с ампициллином и 

окситетрациклина с пенициллином удается воздействовать на штаммы 

Haemophilus influenzae и Staphylococcus spp., продуцирующие β-лактамазы, что 

приводит к восстановлению чувствительности этих микроорганизмов к                

β- лактамным антибиотикам.  
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В настоящее время в практической медицине в качестве противовоспали-

тельных, антибактериальных, противогрибковых, противовирусных, противоопу-

холевых, антисептических средств широко применяют синтетические гетероцик-

лические соединения (Kaminskyy, Zimenkovsky, Lesyk, 2009). 

 

1.2 Микробные биопленки как способ сохранения микроорганизмов 

 

Для выживания и размножения в организме человека и животных микроор-

ганизмы применяют разнообразные стратегические приемы, одним из которых 

является формирование особой структурно-функциональной их организации в со-

обществах, получившее название биопленки. 

Биопленка (англ. biofilm) – это высокоорганизованные, подвижные, непре-

рывно изменяющиеся гетерогенные сообщества, которые состоят из активно 

функционирующих клеток, так из покоящихся форм, заключенных в экзополи-

мерный матрикс (Ермолов, 1998; Ильина и др., 2004; Афиногенова и др., 2011; 

Маянский и др., 2011; Романова и др., 2011; Costerton et al., 2003; Hall-Stoodley et 

al., 2009). Для большинства бактерий состояние биопленки является базовым, вы-

работанным в течение миллионов лет под влиянием естественного отбора в ме-

няющихся экологических условиях. 

Согласно современным представлениям микробные биопленки включают в 

себя три обязательных компонента: 

1. Поверхность (интерфаза), на которой локализуется биопленка; 

2. Совокупность микроорганизмов; 

3. Внеклеточный матрикс, объединяющий микроорганизмы в единую си-

стему.  

Биопленки могут состоять из одного или нескольких видов микроорганиз-

мов (Ермолов, 1998; Ильина и др., 2004; Афиногенова и др., 2011).  

С появлением понятия «биопленка» в учении об инфекции началось каче-

ственное переосмысление, как базовых механизмов инфекционного процесса, так 

и практических подходов к терапии и профилактике биопленочной патологии. 
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Это связано с тем, что бактерии в составе биопленки имеют принципиальные от-

личия от бактерий, которые находятся в планктонном (плавающем) состоянии, 

которые могут усиливать патогенность биопленочных бактерий, а также обеспе-

чивать развитие устойчивости к эффекторам иммунной системы и антимикроб-

ным препаратам (Бехало и др., 2010; Чеботарь и др., 2012). Это может приводить 

к хронизации инфекционного процесса, развитию осложнений и неэффективности 

антибиотикотерапии (Смирнова и др., 2010; Романова и др., 2011; Лямин и др., 

2012; Donlan et al., 2002; Aparna et al., 2008; Wolcott et al., 2013). Ситуация усугуб-

ляется тем, что при лабораторной оценке эффективности антимикробного воздей-

ствия до настоящего времени все исследования выполняются на чистых культу-

рах бактерий, выращенных в богатых питательными веществами средах в планк-

тонном виде. Такие условия далеки от реальных, в которых бактерии персисти-

руют в организме пациентов c тяжелыми септическими процессами (Donlan, 

2002). 

Инфекции, патогенез которых детерминируется микробными биопленками, 

называются биопленочными инфекциями (Lynch, et al., 2008; Rumling, et al., 2012). 

Многие хронические заболевания связаны с биопленочными инфекциями – патоло-

гия зубов, околозубных тканей, средний отит, муковисцидозная пневмония, остео-

миелит, инфекции мочевыводящих путей (Лямин, и др., 2012; Donlan, et al., 2002). 

Образование биопленок – это сложный комплексный динамический про-

цесс, состоящий из нескольких этапов (рис.1.2.1): 

1. Обратимое прикрепление к поверхности и перераспределения клеточной 

массы. Чаще всего микроорганизмы существуют в виде свободно плавающих 

масс или единичных (например, планктонных) колоний. Однако в нормальных 

условиях большинство микроорганизмов стремится прикрепиться к поверхности 

и, в конечном счете, образовать биопленку.  

2. Перманентное прилипание к поверхности. На этом этапе происходит ак-

тивное деление клеток для создания клеточных кластеров. По мере размножения 

бактерий они более прочно прилипают к поверхности, дифференцируются, обме-

ниваются генами, что обеспечивает их выживаемость. 
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3. Формирование слизистого защитного экзополимерного матрикса био-

пленки. Устойчиво прикрепившись, бактерии начинают образовывать экзополи-

сахаридный окружающий матрикс, известный как внеклеточное полимерное ве-

щество (extracellular polymeric substance). Это предохранительный матрикс или 

«слизь» (EPS-matrix). Мелкие колонии бактерий затем образуют первоначальную 

биопленку (Афиногенова и др., 2011; Donlan et al., 2002).  

 

Рисунок 1.2.1 – Схема процесса формирования бактериальных биопленок (Афиногенова, 2011) 

 

Экспериментальные лабораторные исследования показали, что планктон-

ные бактерии, например, стафилококки, стрептококки, псевдомонады, кишечная 

палочка обычно присоединяются друг к другу в течение нескольких минут (Афи-

ногенова и др., 2011). В течение 2-4 часов бактерии образуют прочно соединен-

ные микроколонии, вырабатывают внеклеточные полисахариды, что делает их 

значительно толерантными к действию биоцидов, например, антибиотиков, анти-

септиков и дезинфектантов. В течение 6-12 часов формируются зрелые колонии 

биопленки, микроорганизмы которых проявляют высокую устойчивость к биоци-

дам. Такие биопленки быстро восстанавливаются после механического разруше-

ния и вновь формируют зрелую форму в течение 24 часов. В зависимости от ви-
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дов бактерий и условий роста в течение 2-4 дней уменьшается количество планк-

тонных бактерий.  

Изначальное прикрепление микробной клетки к поверхности субстрата осу-

ществляется за счет действия электростатических, гидрофобных сил, сил Ван дер 

Ваальса, неспецифической адгезии (Pace et al., 2006). Наблюдения in vitro показали, 

что степень адгезии с последующим формированием биопленок наиболее выраже-

на к таким материалам, как латекс, силикон, поливинилхлорид (Darouiche, 2001). 

Адгезия к тефлону, полиуретану, нержавеющей стали и титану проявляется в 

меньшей степени. Все эти материалы широко применяются в медицинской практи-

ке, что является дополнительным риском появления биопленок. Адгезия к биоло-

гическим поверхностям (к клеткам тканей, стенкам сосудов) обусловливается спе-

цифическим взаимодействием белков-адгезинов или лектинов фимбрий экзоплаз-

матического компартмента бактериальной клетки с рецепторами или определен-

ными доменами поверхности мембран хозяйских клеток.  

Важнейшим элементом в процессе адгезии стафилококков является PIA 

(Polysaccharide Intercellular Adhesin) – полисахарид, который участвует как в кле-

точной субстратной адгезии, так и в последующем формировании клеточных кла-

стеров (клеточно-клеточная адгезия). PIA инициирует гемагглютинацию и препят-

ствует фагоцитозу за счет активации бактериальной агрегации (Vergara-Irigaray et 

al., 2008; Vu et al., 2009). Еще один изученный компонент экзоплазматического 

компартмента это α-токсин стафилококков, кодируемый геном hla. α-токсин, по-

мимо основной своей функции – образования поровых каналов в мембранах клеток 

эукариот (один из факторов вирулентности), – обладает еще и свойствами адгезина 

(Pace et al., 2006). Мутанты с нарушенным биогенезом α-токсина и / или PIA не 

способны формировать полноценные биопленки (Gotz, 2002; Yao et al., 2005). Так-

же на первых стадиях формирования биопленок стафилококков значительную роль 

играют BAP-белки (biofilm associated protein), n-ацетилглюкозамин, тейхоевые кис-

лоты (Tormo et al., 2005; 2007). За процессы адгезии, синтеза PIA и прочих струк-

турных компонентов матрикса биопленок отвечает ica-оперон, находящийся в 

сложной системе генетической регуляции, охватывающей также экспрессию фак-
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торов вирулентности (Cho et al., 2002; Li et al., 2004; Petrelli et al., 2008; Diemond-

Hernandez et al., 2010). 

У многих видов стафилококков, а также среди некоторых других грамполо-

жительных микроорганизмов обнаружен icaADBC-локус (Qin et al., 2007; Collery 

et al., 2008; Smith et al., 2008). Все вышеперечисленные синтезируемые компонен-

ты специфически взаимодействуют с субстратами, они осуществляют якорную 

функцию и инициируют дальнейшие процессы образования биопленки.  

После необратимой адгезии популяция микроорганизма начинает интен-

сивно пролиферировать с образованием многоклеточных слоев и синтезировать 

компоненты экзополимерного матрикса EPS-matrix, что является одним из ключе-

вых моментов образования биопленок (Гостев и др., 2010). Применение лазерной 

конфокальной микроскопии, сканирующей электронной микроскопии, позволило 

установить, что биопленки имеют сложную трехмерную структурную организа-

цию (Flemming et al., 2000). Состав матричной слизи варьирует в зависимости от 

присутствующих в нем микроорганизмов и включает полисахариды, белки, гли-

колипиды и бактериальную ДНК. При этом основным компонентом являются по-

лисахариды (декстран, гиалуроновая кислота, целлюлоза и другие). По данным 

разных авторов эта фракция составляет от 40 до 95 % от общей массы биопленки; 

содержание других химических веществ значительно варьирует и зависит от так-

сономической единицы бактерии, образующей биопленку (Pace et al., 2006). Доля 

белков в биопленке может составлять до 60 %, липидов до 40 % и нуклеиновых 

кислот 1-20 % (Гостев и др., 2010; Pace et al., 2006). Порядка 80-90 % объёма био-

пленок занимает вода, поэтому все ее составляющие находятся в гидротирован-

ном состоянии. Матрикс биоплнки разделен каналами, наполненными водой, а 

также имеет полости. Через каналы транспортируются питательные вещества и 

проходят конвективные потоки кислорода от внешних к внутренним частям био-

пленки, одновременно с этим выводятся метаболиты бактериальных клеток (Гос-

тев и др., 2010).  

Формирование, рост, миграция планктонных форм клеток для колонизации 

в биопленках регулируются на уровне популяции посредством механизмов меж-
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клеточной коммуникации – «Quorum sensing» (QS) – это процесс коллективной 

координации экспрессии генов в популяции бактерий, опосредующий специфиче-

ское поведение клеток (Гостев и др., 2010). Механизм работы QS основан на 

сложной иерархической регуляции целевых локусов генома бактериальной клет-

ки. При этом регуляция осуществляется на разных уровнях воздействия: тран-

скрипционном, трансляционном, посттрансляционном. На конкретный клеточный 

сигнал клетки в популяции отвечают специфическим ответом. На сегодняшний 

день установлено, что клеточно-клеточные взаимосвязи влияют на внутрипопуля-

ционную дифференцировку клеток, на экспрессию генов вирулентности, регули-

руют ростовые процессы, характер и направление подвижности (таксис), а также 

бактериальный апоптоз и токсинообразование. Работу QS можно сравнить с гор-

мональной регуляцией функциональной активности различных органов и тканей в 

многоклеточном организме. Грамположительные и грамотрицательные микроор-

ганизмы используют различные сигнальные системы и разные химические пере-

датчики сигналов.  

Из многочисленных свойств биопленки клиническое значение имеют высо-

кая устойчивость к факторам естественной резистентности организма, к разнооб-

разным внешним воздействиям, к антибактериальным средствам (Ильина и др. 

2004; Афиногенова и др., 2011). Было установлено, что чувствительность микроор-

ганизмов к антибиотикам в планктонной фазе в 10–1000 раз выше, чем у микроор-

ганизмов в составе биопленки (Mah, 2001). 

Значительная резистентность к антибиотикам микроорганизмов в составе 

биопленок по сравнению с планктонными формами обусловлена способностью 

бактерий накапливать в матриксе внеклеточные ферменты, разрушающие анти-

биотики и химиотерапевтические препараты, и агрегационной природой биопле-

нок, связанной с уменьшением площади открытой поверхности клеток, что при-

водит к их физической недоступности. Также особую роль играет резистентный 

фенотип клеток и сниженный метаболизм микроорганизмов в биопленке, который 

достигается за счет их многослойной топографии и приводит к снижению анти-

биотикочувствительности. Строение биопленок идеально способствует процессам 
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обмена генетической информацией, в том числе резистентности к антимикробным 

химиопрепаратам, за счет тесного контакта и стабильной пространственной лока-

лизацией клеток. Исследования in vitro показали, что уровень конъюгации в био-

пленках гораздо выше, по сравнению с планктонными формами бактерий (Гостев 

и др., 2010; Афиногенова и др., 2011). Более того, процессы конъюгации могут ре-

гулироваться на популяционном уровне за счет бактериальной коммуникации, 

например, вирулентные энтерококки для передачи генетической информации ис-

пользуют сигнальные системы.  

Кроме того, по данным ряда авторов, повышение резистентности биопле-

ночных форм связано с 4 главными факторами (Huang, 1998; Mah, 2001; Ren, 

2004; Jenal, 2006): 

1. Матрикс биопленки может препятствовать диффузии, выполняя барьер-

ную функцию;  

2. Создание различных условий внутри микробного сообщества, например, 

уменьшение концентрации кислорода в глубинных слоях биопленки, приводит к об-

разованию медленнорастущих микроорганизмов; изменение pH в глубинных слоях 

приводит к изменению концентрации ионизированной и неионизированной форм 

антибиотика, что влечет за собой изменение в степени его воздействия на клетки; 

3. Дифференцирование микроорганизмов приводит к возникновению клеток-

персистеров с пониженной чувствительностью к антибиотикам. Показано, что клетки-

персистеры выживали после терапии некоторыми фторхинолонами (Kaldalu, 2004); 

4. У микроорганизмов в составе биопленки происходит экспрессия специали-

зированных генов, отвечающих за резистентность, которые не экспрессируются у 

планктонных форм. Например, ген ndvB у P. aeruginosa обеспечивает резистент-

ность к тобрамицину за счет кодирования фермента, участвующего в синтезе цикли-

ческого глюкана, который связывается с тобрамицином и не позволяет реализовать 

бактерицидное действие (Mah, 2003). Было доказано, что экспрессия этого гена 

наблюдается только у бактерий в составе биопленки. В ряде работ было показано, 

что индуцированная резистентность реализуется совместно с природными генетиче-
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скими механизмами и приводит к экспрессии ряда генов (Whiteley, 2001; Bagge, 

2004). 

Одним из основных требований к имплантируемым медицинским изделиям 

является их соответствие необходимым биологическим свойствам. Так, в случае 

протезов кровеносных сосудов, дренажей, катетеров, искусственных хрусталиков 

глаза, биосенсоров и др. взаимодействие поверхности изделия с биологической сре-

дой должно быть минимально, а для ортопедических и стоматологических имплан-

татов, напротив, требуется прорастание окружающей ткани в объем изделия        

(Ремеева, 2008). 

Формирование биопленок возможно на изделиях медицинского назначения, 

таких как катетеры, эндотрахеальные трубки, внутриматочные спирали, контакт-

ные линзы и др. (Афиногенова и др., 2011; Pascual, 2002; Hall-Stoodley et al., 

2009). Это является этиопатогенетической основой развития так называемых де-

вайс-ассоциированных инфекций. В Германии, одной из немногих стран, где ве-

дется статистический учет девайс-ассоциированных инфекции, количество по-

добных заболеваний превышает 100000 случаев в год (Mashburn-Warren et al., 

2006; Trampuz et al., 2006). В США и Западной Европе ежегодно регистрируется 

более 500000 случаев катетер – ассоциированных инфекций (Бережанский и др., 

2006). Каждое осложнение в виде катетер-ассоциированной инфекции удорожает 

лечение одного больного на сумму от 33000 до 65000 долларов США (Pittet et al., 

1994; Orsi et al., 2002). В итоге на лечение и борьбу с осложнениями биопленоч-

ных катетер-ассоциированных инфекций система здравоохранения США вынуж-

дена тратить около 2 миллиардов долларов в год (Dimick et al., 2001; Rogers et al., 

2009). В настоящее время установлено, что биопленки являются основным факто-

ром патогенеза заболеваний, характеризующихся хроническим воспалением 

(Товмасян 2009; Афиногенова и др., 2011;). Их обнаруживают более чем в 80 % 

случаев хронических инфекционных заболеваний, что позволило выдвинуть кон-

цепцию хронических болезней как болезней биопленок (Гостев и др., 2010; Афи-

ногенова и др., 2011).  
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1.3 Пути преодоления формирования микробных биопленок 

 

Большинство современных исследований направлено на поиск путей по 

преодолению устойчивости микробных биопленок к антимикробным препаратам, 

связанных с разработкой новых методов лечения, направленных на дезорганиза-

цию биопленки и уничтожение клеток-персистеров (Compans et al., 2003). Все 

предлагаемые в настоящее время направления для решения данной проблемы 

можно объединить в следующие: 

 ингибиторы системы Quorum Sensing (QS), что приводит к нарушению 

межклеточного обмена информацией;  

 ингибиторы, реализующие эффект не через систему QS;  

 блокирование синтеза или разрушение полимерного матрикса; 

 препараты, влияющие на адгезию; 

 механическое (физическое) воздействие.  

Кроме того, использование бактерицидных агентов, действующих на струк-

туру или функции биопленок, может оказаться более эффективным, чем стан-

дартная антибактериальная терапия.  

Одним из перспективных методов, препятствующих формированию мик-

робных биопленок, является сочетанное применение этиотропного антибактери-

ального препарата в комбинации с кларитромицином (антибиотик из группы мак-

ролидов).  Было установлено, что кларитомицин, к которому P. aeruginosa харак-

теризуется природной устойчивостью, приводил к редукции пилей и ингибировал 

подвижность синегнойной палочки, а также изменял архитектуру биопленки 

(Wozniak, 2004). Было показано, что сочетанное действие кларитромицина приво-

дило к уменьшению содержания экзополисахаридов в матриксе биопленок, 

уменьшалось количество альгината, гексозы, истончался гликокаликс, повыша-

лась концентрация гексоз внутри клеток, что способствовало повышению про-

никновения в клетки P. aeruginosa офлоксацина (Yasuda, 1993, 1994). 
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Показано, что в матриксе биопленок различных, неродственных микроорга-

низмов находятся фрагменты внеклеточной ДНК, содержащей гены бактериаль-

ной хромосомы и плазмид, которые представляют собой новую мишень для воз-

действия на бактерии с целью повышения эффективности антибиотикотерапии. 

Показано, что разрушение внеклеточной ДНК ферментом ДНКазой растущей и 

зрелой биопленки грамотрицательных и грамположительных бактерий приводит к 

необратимому изменению таких важных свойств, как уменьшение биомассы и 

снижение количества антибиотикоустойчивых клеток, поскольку наблюдается ча-

стичное угнетение передачи плазмидных генов, контролирующих антибиотико-

устойчивость. В результате такого воздействия отмечается повышение эффектив-

ности действия различных антибактериальных препаратов на биопленочные фор-

мы бактерий. Таким образом, использование ДНК матрикса, как дополнительной 

мишени при терапии, позволяет повысить эффективность действия различных ан-

тибиотиков на неродственные микробы, находящиеся в биопленках, снизить ве-

роятность возникновения, распространения и сохранения устойчивости к лечеб-

ному агенту, сократить общую продолжительность терапии, уменьшить сроки 

пребывания больных в стационаре и снизить частоту рецидивов заболевания.  

Еще одним перспективным направлением борьбы с микробными биоплен-

ками является клиническое использование бактериофагов, которые помимо непо-

средственного литического действия индуцируют продукцию деполимераз в мик-

робных биопленках. Установлено, что положительный клинический результат по-

сле аэрозольного применения антисинегнойного бактериофага больным муковис-

цидозом связан с эффектом активной деградации экзополисахаридного компонен-

та биопленочного матрикса, который возникает при проникновении бакте-

риофагов во внутренние слои микробной биопленки (Azeredo et al., 2008).  

В работе Carson L. et al. (2010) использованы литические бактериофаги для 

лечения и предотвращения образования биопленок Proteus mirabilis и        

Escherichia coli на урологических устройствах и катетерах у урологических боль-

ных. Наблюдалось предотвращение формирования биопленок на биоматериалах 

катетеров после их импрегнации с гидрогель-связанными бактериофагами. В ре-
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зультате применения фагов биопленочная ассоциация была редуцирована на 3–4 

lg. При этом по сравнению с необработанным контролем происходило отчетливое 

в 90% случаев подавление образования биопленок госпитальными штаммами        

Proteus mirabilis и Escherichia coli.  

Для подавления формирования биопленок, образованных S. epidermidis в 

катетерах, также были использованы бактериофаги (Curtin et al., 2006). Из поис-

ковых работ, направленных на выявление препаратов и материалов, активно ин-

гибирующих образование биопленочных консорциумов, интерес представляет ра-

бота, согласно результатам, которой миноциклин – EDTA (M-EDTA) предотвра-

щает микробную колонизацию катетеров. Работа интересна тем, что определения 

проводили как на свежеобразованной, так и на зрелой биопленке. Каждый из сег-

ментов катетеров был инкубирован с различными дозами следующих растворов – 

стрептокиназой, гепарином, ванкомицином, ванкомицином-гепарином, EDTA,  

M-EDTA. Эффект редукции колонизации S. epidermidis, S. aureus или         

Candida albicans раствором M-EDTA оказался в значительной степени более вы-

раженным в сравнении с прочими препаратами. Важно отметить, что эффект по-

давления наблюдался в отношении как свежей, так и зрелой биопленки (Raad et 

al., 2003).  

Новый способ борьбы с биопленками условно-патогенной микрофлоры, в 

частности образованных P. aeruginosa, демонстрирует возможность фотодинами-

ческой эрадикации планктонных и биопленочных культур. Этот способ называют 

фотодинамической дезинфекцией возбудителей бактериальных инфекций.           

P. aeruginosa – является проблемным оппортунистическим патогеном с множе-

ственной антибиотикорезистентностью для хирургических стационаров и способ-

ностью продуцировать защитный биопленочный матрикс. В экспериментах in 

vitro осуществлена экспозиция планктонных клеток с фотосенсибилизатором, свя-

занным с метиленовым синим. Результаты исследования (Street et al., 2009) пока-

зали, что облучение планктонных клеток с фотосенсибилизатором при использо-

вании 670 нм нетермального диодного лазера, проводимое в условиях однократ-

ной экспозиции, определяло эффект 100% эрадикации микрофлоры. В настоящее 
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время разрабатываются другие новые подходы к преодолению толерантности 

микробов в биопленках путем поиска различных препаратов, а также сочетаний 

антибиотиков, способных проникать через матрикса биопленки, растворять его 

или воздействовать другими путями, способными предупреждать развитие мик-

робных биопленок (Караев и др., 2010; Голуб, 2011; Balestrino et al., 2009). В экс-

перименте получена дезорганизация биопленок Staphylococcus aureus и CNS мета-

болитами лактобацилл (Бондаренко и др., 2010). Комбинация ципрофлоксацина 

или линезолида с рифампицином оказывает подавляющий эффект in vitro на био-

пленку, образованную E. faecalis. Предлагается рассматривать данную комбина-

цию для применения у людей с ранней инфекцией протеза, вызванной этим мик-

робом (Holmberg et al., 2012). 

Способом улучшения проникновения в микробную биопленку антимикроб-

ных препаратов может являться и совершенствование форм их доставки (Smith, 

2005). Установлено, что липосомальный комплекс амфотерицина B обладает вы-

раженной активностью по отношению к резистентным биопленкам, продуцируе-

мым Candida spp., что позволяет использовать его при инвазивных системных 

микозах (Честнова и др.,2009; Иванова и др., 2010). 

Многие из известных способов борьбы с биопленками непригодны для при-

менения в медицине, так как могут нанести вред медицинским устройствам или 

непосредственно организму больного. Однако поиск продолжается, и несколько 

вариантов могут послужить базой для дальнейших исследований. Blenkinsopp et al 

(1992) показал, что электрические поля низкого напряжения увеличивали эффек-

тивность нескольких коммерческих биоцидов так, что они воздействовали на мик-

роорганизмы даже при концентрациях существенно более низких, чем минимально 

необходимые для планктонных клеток. В работе Huang et al (1998) показано, что 

обработка ультразвуком удаляет до 95 % Pseudomonas diminuta, адгезированных на 

ультрафильтрационной мембране и продемонстрирована эффективность ультра-

звука против биопленки P.aeruginosa, адгезированной на стали, более того оказа-

лось, что эта обработка повысила эффективность гентамицина в отношении тех же 

биопленок. Интересным объектом для воздействия является экзополисахаридный 
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матрикс как немаловажный фактор для реализации устойчивости микроорганизмов 

биопленок к биоцидам. Предлагаются различные способы его удаления. Например, 

в работе Johansen et al (1997) показано, что смесь ферментов была эффективна для 

подавления жизнедеятельности выращенных in vitro биопленок некоторых микро-

организмов. Состав внеклеточного полимерного матрикса биопленок может быть 

весьма вариабельным, однако предлагается идентифицировать полисахариды для 

определенных организмов в биопленке и воздействовать на нее ферментами, изби-

рательно разрушающими определенные полисахариды.  

Было показано, что альгинатная лиаза способствует более эффективной диф-

фузии гентамицина и тобрамицина через альгинатный полисахарид биопленки 

P.aeruginosa. (О'Toole et al, 2000). Ряд других авторов в качестве объекта воздей-

ствия рассматривают некоторые специфические для биопленок сигнальные моле-

кулы (ацил-гомосериновые лактоны) (Conlon, 2002; Dong et al, 2008). Предполага-

ют, что новые виды обработки могли бы базироваться на разрушении этих систем 

коммуникации между бактериями в биопленках (Miller et al, 2001; Haugo et al, 

2002), однако конкретных решений пока не найдено.  

Используя данные о том, что молодые биопленки более восприимчивы к ан-

тибактериальным агентам, чем старые, предлагается развивать новые неинвазив-

ные методы диагностики по раннему (доклиническому) обнаружению биопленок 

во внутренней среде. В свою очередь, это даст возможность более эффективно 

воздействовать на молодые биопленки. Большое количество лабораторий в насто-

ящее время пытается выявить гены, которые экспрессируются или наоборот ре-

прессируются во время начального формирования биопленки (Duan, 2003; Harriott 

et al, 2010), что также может служить отправной точкой для появления диагности-

ческих тестов или выработки стратегии подавления биопленок на генном уровне. 

Реально в медицине только начинают понимать значение микробных сообществ, 

организованных в биопленки. Очевидно, что бактериальные клетки могут объ-

единяться в специфические дифференцированные трехмерные структуры, пока-

зывая слаженное поведение, что радикально меняет представления, господство-

вавшие в медицинской микробиологии. Только на начальном этапе находится 
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процесс создания реалистичных моделей естественных микробных сообществ в 

лабораторных условиях (Сидеренко, 2001; Miller et al, 2001).  

На данный момент наиболее перспективными представляются следующие 

направления борьбы с биопленками:  

 предотвращение первичного инфицирования имплантата,  

 минимизация начальной адгезии микробных клеток,  

 разработка методов проникновения через матрикс биопленки различных 

биоцидов с целью подавления активности связанных биопленкой клеток  

 разрушение матрикса  

 

1.4 Проблемы контаминации продуктов питания условно-патогенными           

и фитопатогенными микроорганизмами  

 

Пищевые продукты – это, как правило, нестерильные объекты (Ловкис и др., 

2008; Петухова и др., 2008). Они содержат большое количество питательных ве-

ществ и являются благоприятной средой для существования и размножения мик-

рофлоры. Каждый пищевой продукт включает комплекс питательных субстратов, 

используемый теми или иными микроорганизмами. В зависимости от потребно-

стей развивающихся микробов и специфического состав продукта создаются 

условия, благоприятные для определенных групп микроорганизмов.  

Микрофлора, которая содержится в продуктах, может быть специфической и 

неспецифической. Специфическая микрофлора состоит из тех микроорганизмов, 

которые обусловливают вкусовые и питательные свойства продуктов, например 

молочнокислые бактерии в молочнокислых продуктах и квашеных овощах. 

Неспецифическая микрофлора представлена случайно попавшими в пищевые 

продукты микроорганизмами из внешней среды. Попадание в пищевые предста-

вители неспецифисекой микрофлоры, например, стафилококков, сальмонелл, а 

также накопление их метаболитов приводит к возникновению у человека пище-

вых пищевых токсикоинфекций и токсикозов (Нетребенко, Назарова, 1999). Пи-

щевые продукты могут быть факторами передачи возбудителей кишечных ин-
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фекций: брюшного тифа и паратифов, дизентерии, холеры, а также бруцеллеза, 

туберкулеза и других инфекционных заболеваний (Блэкберн, 2008; Роева, 2008; 

Леонтьев и др., 2013). 

В продуктах животного происхождении возможно присутствие различных 

микроорганизмов, из которых санитарно-эпидемиологическое значение имеют 

патогенные для человека бактерии: Bacillus anthracis, Clostridium botulinum, 

Listeria monocytogenes, Salmonella choleraesuis. В последние годы особый интерес 

вызывают сапрофитные и условно-патогенные микроорганизмы, способные раз-

множаться в пищевых продуктах и при определенных условиях вызывать разви-

тие инфекционного процесса (Люпьен, 2001).  

Установлено, что в зависимости от пищевого продукта происходит зараже-

ние определенными возбудителями. Так, например, мясо и изделия из него могут 

быть причиной разнообразных пищевых токсикоинфекций, окорока и колбасы 

являются благоприятной средой для накопления ботулинического токсина, изде-

лия из фарша, студни могут вызвать заболевания, обусловленные сальмонеллами, 

шигеллами, патогенными эшерихиями, энтерококками, протеем, энтеротоксиген-

ными стафилококками, клостридиями и бациллами.  

Употребление некачественного молока часто вызывает токсикоинфекции, 

обусловленные наличием сальмонелл, шигелл, энтерококков, стафилококков. Мо-

локо и молочные продукты могут стать источниками заражения бруцеллезом, ту-

беркулезом, дизентерией, ящуром.  

С рыбой и водными обитателями могут быть связаны пищевые отравления, 

вызванные сальмонеллами, протеем, бациллами и, особенно часто, клостридиями 

и парагемолитическими вибрионами, которые инфицируют рыбу прижизненно. 

При эндогенном заражении из яиц выделяют сальмонеллы, стафилококки, 

кишечные палочки, протеи, псевдомонады. Особенно опасны в этом отношении 

яйца водоплавающих птиц. 

Кроме возможного присутствия микроорганизмов в пищевых продуктах, их 

экзогенное инфицирование возможно на различных технологических этапах про-

изводства. Поэтому при обследовании пищевых предприятий производят бакте-
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риологическое исследование продукта по ходу технологического процесса, начи-

ная с сырья и заканчивая готовым изделием. Одновременно осуществляют кон-

троль санитарного режима производства и санитарного состояния оборудования, 

инвентаря, рабочих мест и рук персонала методом смывов. 

Для обеспечения качества и безопасности пищевых продуктов в Российской 

Федерации принят ряд законодательных и нормативных документов: Федераль-

ный закон «О качестве и безопасности пищевых продуктов» (1999), Федеральный 

закон «О санитарно-эпидемиологическом благополучии населения» (2004), Сани-

тарно-эпидемиологические правила и нормативы СанПиН 2.3.2.1078-01 «Продо-

вольственное сырье и пищевые продукты, гигиенические требования безопасно-

сти и пищевой ценности пищевыхпродуктов». 

Микроорганизмы являются постоянными спутниками не только человека и 

животных, но и высших растений (Желдакова и др., 2006). Микроорганизмы по-

селяются и ведут активный образ жизни, как на поверхности, так и внутри зеле-

ных частей растений, их корней, семян, плодов (Мелентьев, 2007; Голованова и 

др., 2010). Все микроорганизмы, населяющие растения, можно разделить на две 

группы: 

1 – представители нормальной микрофлоры растений; 

2 – фитопатогенные микроорганизмы – возбудители заболеваний растений. 

Фитопатогенные бактерии, попадая на растение различными путями (через 

почву, воду, воздух, зараженные семена, остатки растений, через насекомых, чер-

вей, а затем через устьица, нектарники, небольшие повреждения) и проникая 

внутрь растения, вызывают их заболевания – бактериозы. Наиболее частыми воз-

будителями являются представители родов Erwinia, Pseudomonas, Agrobacterium, 

Mycobacterium, Corynebacterium.  

Бактериозы проявляются в виде гнилей, некрозов тканей, преждевременно-

го увядания растений, развитию опухолей на различных частях растений. 

Один из основных путей распространения бактерий – посадочный материал: 

семенами, клубнями и др. Обычно бактерии локализуются между семенной обо-

лочкой и эндоспермом, проникают в зародыш (Pseudomonas syringae, 
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Xanthomonas campestris и др.). Фитопатогенные бактерии способны сохраняться в 

почве, семенах и на растительных остатках. При сохранении фитопатогенных 

бактерий на поверхности растений или в их тканях, говорят о поверхностной кон-

таминации. В период заражения большинство фитопатогенных бактерий нужда-

ется в повышенной влажности (от 50 до 100 %).  

Среди возбудителей болезней растений помимо бактерий определенную 

роль играют вирусы (например, возбудители мозаичной болезни табака) и грибы 

(способны вызывать пищевые отравления – микотоксикозы). 

Бактериальные, грибковые и вирусные заболевания растений наносят зна-

чительный ущерб сельскохозяйственному производству. Фитопатогенные микро-

организмы синтезируют фитотоксины, способные подавлять или задерживать 

рост растений, а иногда и вовсе приводить к их гибели; могут накапливаться и в 

плодах (Дунаевский, 2005; Siddiqui, 2005). 

С целью борьбы с возбудителями болезней растений в настоящее время 

большое внимание уделяют биологической защите растений: появляются новые 

перспективные организмы для биологического контроля фитопатогенов (Штерн-

шис, 2004; Минаева и др., 2008). 

Основные меры профилактики распространения фитопатогенных микроор-

ганизмов заключаются в дезинфекции семян и посадочного материала, дезинфек-

ции почвы, опрыскивании растений химическими веществами, уничтожении рас-

тительных остатков, переносчиков возбудителей, удалении больных растений и 

изоляции здоровых. Однако, много нерешенных вопросов остается по методам 

обработки плодов и семян, как продуктов питания, при длительном хранении с 

целью профилактики развития фитопатогенов. 

 

1.5 Перспективы использования полимерных соединений в                            

медико-биологической и ветеринарной практике 

 

В связи с быстрой адаптацией микроорганизмов к современным антимик-

робным препаратам, связанных с природной и приобретенной устойчивостью, а 
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также высокая частота осложнений, возникающих со стороны макроорганизма 

при приеме антибиотиков и химиотерапевтических средств, существует необхо-

димость поиска принципиально новых соединений, сочетающих в себе высокую 

антимикробную активность и безопасное использование.  

Наиболее актуальными направлениями при создании новых антимикробных 

средств являются не только повышение антимикробной активности, но и увели-

чение длительности и спектра их антимикробного, снижение токсичности, аллер-

генности и экологическая безопасность.  

Использование полимерных соединений, характеризующихся антимикроб-

ной активностью, является одним из путей решения проблемы, связанной с рас-

пространением резистентности микроорганизмов к действию существующих ле-

карственных препаратов. Это позволяет повысить локальную концентрацию и 

устойчивость действующего вещества к ферментам бактерий и грибов, а также 

снизить его токсичность и увеличить длительность действия. С целью повышения 

биодоступности и стабильности создаются аналоги химиотерапевтических препа-

ратов ряда нитрофуранов: 5-нитрофурфурилиден- и 3-(5-нитро-2-фурил) -2-

пропенилиденгидразидов сульфатированной, карбоксиметилированной и исход-

ной альгиновой кислот (Серебренникова и др., 2013). 

Одним из основных ограничивающих факторов использования антимбиоти-

ков, относящихся к аминогликозидам, обладающих широким спектром антимик-

робного действия, является их высокая нефро-, ото- и нейротоксичность (Падей-

ская, 2006). В исследованиях ряда авторов показано снижение токсических 

свойств данной группы препаратов путем их модификации с использованием по-

лимерных соединений без потери выраженности антимикробного действия (Па-

нарин и др., 2014; Monfardini et al., 1998; Shtilman, 2009). Результаты проведенных 

исследований (Соловский и др., 2010) позволяют регулировать антибактериаль-

ную активность и токсичность полимерных комплексов ионогенных антимикроб-

ных веществ и расширяют возможность безопасного использования этих анти-

биотиков в клинике. 
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В работе М.В. Соловского с соавт. (2011) показано, что полученные водо-

растворимые полимерные производные (эфиры) антибиотика цефалоспоринового 

ряда цефуроксима являются антибактериальными препаратами пролонгированно-

го действия. 

Для расширения спектра антимикробного действия препаратов были созда-

ны комплексы сульфосодержащих полимеров (поли-2-акриламидо-2-

метилпропансульфокислота) с гентамицином, которые, сохраняя антибактериаль-

ную активность, подавляли размножение вирусов гриппа A (H3N2) и герпеса 

HSV1 (Еропкин и др., 2009). 

Модификацией полимером 2-аминоэтилметакрилатом антибиотика докси-

циклина были получены его полимерные кетиминовые производные, что привело 

к снижению гепатотоксичности исходного препарата и появлению полифункцио-

нальных свойств, а виде антимикробной и иммуносупрессорной активности, что 

может быть использовано при трансплантации органов и тканей осложнённых 

бактериальной инфекцией (Смирнова и др., 2011; Полимерные кетиминовые про-

изводные …, 2014; Smirnova et al., 2011). 

Биологически активные полимеры должны удовлетворять ряду требований 

(Афиногенов и др., 1993): 

1) хорошо растворяться в воде и солевых растворах; 

2) быть биосовместимыми, не обладать высокой токсичностью, не подав-

лять иммунную систему; 

3) иметь небольшую скорость выведения и выводиться из организма после 

выполнения своей функции; 

Все это накладывает определенные требования к их структуре, молекуляр-

ной массе и молекулярно-массовому распределению. 

Клеточные стенки различных микроорганизмов отличаются по строению и 

поэтому избирательно взаимодействуют с антимикробными веществами, а также 

обладают неодинаковой устойчивостью к воздействию химических соединений 

разных классов (Афиногенов и др., 1993). Так, для катионных поверхностно-

активных веществ (ПАВ) мишенями являются карбоксильные группы аминокис-
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лот и кислых полисахаридов бактерий, а для анионных ПАВ – кетонные группы 

белков, аминогруппы соответствующих углеводов и липидов, а также фосфатные 

группы тейхоевых кислот. 

В естественных условиях микробные клетки обладают общим отрицатель-

ным зарядом, поэтому наиболее широкое практическое применение нашли кати-

онные ПАВ, которые губительно действуют на грамположительные и грамотри-

цательные бактерии, дрожжевые и нитчатые грибы. В клетке также имеются мо-

лекулы, несущие положительные заряды, поэтому и анионные ПАВ губительно 

действуют на микроорганизмы, но при более высоких концентрациях. 

Имеются различия и в действии ПАВ на грамположительные и грамотрица-

тельные микроорганизмы, а также на прокариотические и эукариотические клет-

ки. Это связано с особенностями структурно-химической организации стенок и 

мембран клетки, а также ее цитоплазматического содержимого. 

Известно, что соединения, содержащие в своем составе гуанидиновую 

группу, обладают широким спектром бактерицидного действия и используются в 

качестве лечебных препаратов и фунгицидов, поэтому присутствие в элементар-

ном звене полимеров гуанидиновой группы должно придавать им высокую био-

цидную активность (Федорова, 2000). 

В настоящее время механизм действия полигуанидинов на микроорганизмы 

представляют следующим образом: 

 гуанидиновые поликатионы адсорбируются на отрицательно заряжен-

ной поверхности бактериальной клетки, блокируя тем самым дыхание, питание, 

транспорт метаболитов через клеточную стенку бактерий (этот эффект зависит от 

величины ионного заряда поликатиона); 

 макромолекулы полигуанидинов диффундируют через клеточную 

стенку, вызывая необратимые структурные повреждения на уровне цитоплазма-

тической мембраны, нуклеоида, цитоплазмы (этот процесс зависит от величины 

поверхностной активности, липофильности, растворимости в воде, простран-

ственных характеристик диффундирующей частицы); 
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 полигуанидины связываются с кислотными фосфолипидами, белками 

цитоплазматической мембраны, что приводит к ее разрыву (этот эффект зависит 

от концентрации и молекулярной массы антисептика). 

Гуанидиновые производные значительно эффективнее четвертичных аммо-

ниевых соединений, являются биоразлагаемыми, поскольку в живом организме 

имеются ферментные системы, способные вызывать их деградацию и предотвра-

щая кумуляцию, не инактивируются белками, поэтому находят широкое примене-

ние в качестве физиологически активных веществ: лекарств, антисептиков, пести-

цидов (Гембицкий и др., 1998; Гембицкий, 2000; Кудрявцев и др., 2001; Воинцева и 

др., 2009). Кроме того, полигуанидины эффективнее хлоргексидин биглюконата и 

других низкомолекулярных катионных ПАВ и относятся к IV классу токсичности.  

В работах ряда авторов показано, что полимеры с различным количеством 

гидроксильных групп, синтезированные на основе спиртов, фенолов и их произ-

водных обладают широким спектром антимикробного действия (Nonaka et 

al.,1997; Tashiro et al., 2001; Jeong et al., 2002; Lee et al., 2002). 

Химической модификацией гомо- и сополимеров 4-винилбензилхлорида со 

стиролом синтезированы полимеры, содержащие фрагменты бензилового спирта 

и фенолов, которые проявили высокую противогрибковую активность в отноше-

нии тест-культур плесневых грибов (Дьякова и др., 2012). 

В последние годы ведется активное изучение свойств нового полимерного 

соединения -–полиазолидинаммония, модифицированного гидрат-ионами йода 

(Заярский, 2012). В работах О.В. Нечаевой с соавторами (2014-2015) показана ан-

тимикробная активность этого полимера в отношении референс-штаммов грампо-

ложительных и грамотрицательных бактерий, микроскопических грибов и вируса 

трансмиссивного гастроэнтерита свиней. Оценка острой и хронической токсично-

сти данного полимера на биотест-объектах (Chlorella vulgaris Beijer и Daphnia 

magna Straus) и белых лабораторных мышах позволила отнести его к малоопас-

ным соединениям IV класса токсичности. Показана высокая бактерицидная ак-

тивность ПААГ-М в отношении санитарно-показательных микроорганизмов воды 
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и гарантированная дезинфекция при его использовании в комбинированных 

фильтрующих системах очистки воды (Веденеева, 2015).  

Таким образом, анализ литературы показал, что для борьбы с распростране-

нием антибиотикорезистентных штаммов условно-патогенных микроорганизмов, 

их планктонных и биопленочных форм, актуален поиск новых биологически ак-

тивных химических соединений, характеризующихся низкой токсичностью и вы-

сокой антимикробной активностью в отношении широкого спектра возбудителей 

заболеваний человека, животных и растений. Для обоснованного повышения эф-

фективности разрабатываемых медицинских и ветеринарных биопрепаратов 

необходимо учитывать зависимость их активности от физико-химических харак-

теристик, а также биологические особенности патогенов.  

На основании данных литературы обоснована необходимость детальной ха-

рактеристики свойств различных вариантов нового соединения − полиазолиди-

наммония, модифицированного гидрат-ионами йода, в отношении как планктон-

ных, так и биопленочных форм условно-патогенных микроорганизмов, установ-

ление эффективности его использования в качестве антисептика и дезинфектанта. 

Вышеизложенное позволило сформулировать цель и задачи исследования; подо-

брать адекватные методические подходы.  



37 

ГЛАВА 2 ОБЪЕКТ, МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1 Экспериментальные модели 

 

В работе использовали стандартные и клинические штаммы 

грамположительных и грамотрицательных бактерий, микроскопические грибы, 

характеристика которых представлена в таблицах 2.1.1 – 2.1.4. 

 

Таблица 2.1.1 - Характеристика стандартных штаммов микроорганизмов 

Штамм Источник 

Получения 

Escherichia coli 113-13 ГИСК им. Л.А. Тарасевича, г. Москва 

Pseudomonas aeruginosa 

ATCC 27853 

ГИСК им. Л.А. Тарасевича, г. Москва 

Staphylococcus aureus 209 P Музей кафедры микробиологии, вирусологии и 

иммунологии СГМУ им. В.И. Разумовского 
Candida albicans 13108 Музей кафедры микробиологии, вирусологии и 

иммунологии СГМУ им. В.И. Разумовского 

Phoma fungicola Коллекция кафедры микробиологии и физиологии растений Са-

ратовского государственного университета  

им. Н.Г. Чернышевского 

Aspergillus tubingensis Коллекция кафедры микробиологии и физиологии растений Са-

ратовского государственного университета  

им. Н.Г. Чернышевского 

Fusarium tricinctum Коллекция кафедры микробиологии и физиологии растений Са-

ратовского государственного университета  

им. Н.Г. Чернышевского 

Pectobacterium carotovorum  Коллекция ризосферных бактерий ИБФРМ РАН 

Rhizobium radiobacter  Коллекция ризосферных бактерий ИБФРМ РАН 

Xantomonas campestris Коллекция ризосферных бактерий ИБФРМ РАН 
 

Таблица 2.1.2 - Характеристика клинических штаммов Pseudomonas aeruginosa  

Название 

штамма 

Дата выделения Место получения 

№ 1 2012 Коллекция бактериологической лаборатории клинической 

больницы № 2 

№ 2 2012 Коллекция бактериологической лаборатории клинической 

больницы № 2 

№ 3 2012 Коллекция бактериологической лаборатории клинической 

больницы № 2 

№ 4 2012 Коллекция бактериологической лаборатории клинической 

больницы № 2 

№ 5 2013 Коллекция бактериологической лаборатории клинической 

больницы № 2 

№ 6 2013 Коллекция бактериологической лаборатории клинической 

больницы № 2 

№ 7 2013 Коллекция бактериологической лаборатории клинической 

больницы № 2 
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Продолжение таблицы 2.1.2 

№ 8 2013 Коллекция бактериологической лаборатории клинической 

больницы № 2 

№ 9 2013 Коллекция бактериологической лаборатории клинической 

больницы № 2 

№ 10 2013 Коллекция бактериологической лаборатории клинической 

больницы № 2 

№ 11 2013 Коллекция бактериологической лаборатории клинической 

больницы № 2 

№ 12 2013 Коллекция бактериологической лаборатории клинической 

больницы № 2 

 

Таблица 2.1.3 - Характеристика клинических штаммов Staphylococcus aureus 

Название 

штамма 

Дата  

выделения 

Место получения Характеристика  

Штамма 

№ 1 2012 Коллекция бактериологической 

лаборатории клинической больницы № 3 

MSSA 

№ 2 2012 Коллекция бактериологической  

лаборатории клинической больницы № 3 

MSSA 

№ 3 2012 Коллекция бактериологической лаборато-

рии клинической больницы № 3 

MSSA 

№ 4 2012 Коллекция бактериологической лаборато-

рии клинической больницы № 3 

MSSA 

№ 5 2012 Коллекция бактериологической лаборато-

рии клинической больницы № 3 

MRSA 

№ 6 2013 Коллекция бактериологической лаборато-

рии клинической больницы № 3 

MRSA 

№ 7 2013 Коллекция бактериологической лаборато-

рии клинической больницы № 3 

MSSA 

№ 8 2013 Коллекция бактериологической лаборато-

рии клинической больницы № 3 

MSSA 

№ 9 2013 Коллекция бактериологической лаборато-

рии клинической больницы № 3 

MSSA 

№ 10 2013 Коллекция бактериологической лаборато-

рии клинической больницы № 3 

MSSA 

№ 11 2014 Коллекция бактериологической лаборато-

рии клинической больницы № 3 

MSSA 

№ 12 2014 Коллекция бактериологической лаборато-

рии клинической больницы № 3 

MSSA 

Примечание: MSSA – метициллинчувствительный; MRSA – метициллинрезистентный 
 

Таблица 2.1.4 - Характеристика клинических штаммов Candida albicans  

Название 

штамма 

Дата  

выделения 

Место получения Характеристика 

штамма 

№ 1 2014 Коллекция бактериологической 

лаборатории клинической больницы № 3 

am
s
flu

s
 

№ 2 2014 Коллекция бактериологической лаборато-

рии клинической больнцы  

№ 2 

am
r
flu

r
 

№ 3 2014 Коллекция бактериологической лаборато-

рии клинической больницы № 2 

am
s
flu

s
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 Продолжение таблицы 2.1.4 

№ 4 2014 Коллекция бактериологической лабо-

ратории клинической больницы № 2 

am
r
flu

r
 

№ 5 2014 Коллекция бактериологической лабо-

ратории клинической больницы № 2 

am
s
flu

s
 

№ 6 2014 Коллекция бактериологической лабо-

ратории клинической больницы № 2 

am
s
flu

s
 

№ 7 2014 Коллекция бактериологической лабо-

ратории клинической больницы № 2 

am
s
flu

s
 

№ 8 2014 Коллекция бактериологической лабо-

ратории клинической больницы № 2 

am
r
flu

r
 

№ 9 2014 Коллекция бактериологической лабо-

ратории клинической больницы № 2 

am
s
flu

s
 

№ 10 2014 Коллекция бактериологической лабо-

ратории клинической больницы № 2 

am
r
flu

r
 

Примечание: «am
s
flu

s
» – штамм, чувствительный к амфотерицину B и флуконазолу, «am

r
flu

r
» – 

штамм, устойчивый к амфотерицину B и флуконазолу 

  

2.2 Химические соединения, использованные в работе 

 

Для изучения влияния полимерного соединения на биологические свойства 

микроорганизмов использовали полиазолидинаммоний, модифицированный 

гидрат ионами галогенов (ПААГ-М), его модифицированные аналоги, а также его 

комплексы с растительными биофлавоноидами, предоставленный ООО НПО 

«Альтернатива». ПААГ-М представляет собой биосовместимый полимер, 

относящийся к IV классу токсичности (рис. 2.2.1).  

 

Рисунок 2.2.1 – Формула полиазолидинаммония, модифицированного гидрат-ионами йода 

 

По структуре ПААГ-М является полиэлектролитом, относящимся к классу 

поликатионов с высокой плотностью заряда, неограниченно растворим в воде.  
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Полимер является хорошим пленкообразователем, при этом его поверхность име-

ет четкую ячеистую структуру с размером ячейки порядка 500×500 нм (рис. 2.2.2).  

 

Рисунок 2.2.2 -  АСМ изображение морфологии ПААГ-М 

 

Работу проводили с различными вариантами ПААГ-М, отличающиеся физи-

ко-химическими свойствами: длиной полимерной цепи (>100, 100-200, 200-350 и 

400-500 кДа) и содержанием гидрат-ионов йода (табл. 2.2.1). 

 

Таблица 2.2.1 – Модификации полимера ПААГ-М с различным содержанием гидрат-ионов йода 

№ 

п/п 

Лабораторный шифр варианта полимера Содержание гидрат-ионов йода, 

мкг/мл 

1. ПААГ-М6 6  

2. ПААГ-М12,5 12,5  

3. ПААГ-М25 25  

4. ПААГ-М50 50  

5. ПААГ-М0,25 250 

6. ПААГ-М0,5 500  

7. ПААГ-М1 1000 

8. ПААГ-М1,5 1500 

 

В исследованиях антисептической и регенеративной активности использова-

ли препараты, содержащие наноагрегаты флавоноидов, полученные из пчелиниго 

воска, как в чистом виде, так и стабилизированные ПААГ-М, (Патент РФ № 

2446852). По данным автора разработки исходно размеры нестабилизированных 
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наноагрегатов флавоноидов составляли 40 – 60 нм, однако они быстро агрегиро-

вали и образовывали структуры размером 500 – 700 нм (Заярский и др., 2012). 

Стабилизация наноагрегатов флавоноидов полимером проводилась путем его по-

следовательной адсорбции на поверхности носителя. Полученные структуры со-

храняли размеры 60 – 80 нм в течение длительного времени (рис. 2.2.3), что было 

подтверждено с помощью методов динамического рассеянья света на установке 

для характеристики ннаночастиц Marven Zetasizer Nano ZS.   

                        а                                                                      б 

 

 

 

Рисунок 2.2.3 а – морфология поверхности водной дисперсии наночастиц флавоноидов, 

не стабилизированных ПААГ-М; б – наночастицы флавоноидов, стабилизированные 

ПААГ-М 

 

Экспериментальные животные: В исследовании использовали 40 белых 

беспородных крыс (самок), массой 200±20 г, которые содержались на 

стандартном рационе вивария. Все эксперименты были выполнены в 

соответствии с требованиями Федерального закона от 01.01.1997 г. «О защите 

животных от жестокого обращения» и предписаниями Женевской конвенции «In-

ternational Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals» (Geneva, 

1990). 

 

2.3 Методы микробиологических исследований 

 

Биологическую активность исследуемых соединений изучали с использова-

нием метода серийных разведений (МУК 4.2.1890-04.), с помощью которого 
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определяли минимальную подавляющую концентрацию (МПК) каждого препара-

та. Образцы исследуемых соединений разводили в стерильной дистиллированной 

воде до получения рабочей концентрации 2 %, а затем получали ряд двойных раз-

ведений в мясопептонном бульоне (МПБ). 

Посевы бактерий инкубировали при температуре 37
0 

С в течение 24 часов. 

Для определения минимальной бактерицидной концентрации проводили высев 

0,1 мл бульонной культуры на поверхность мясо-пептонного агара (МПА) в 

чашки Петри с помощью шпателя. Посевы инкубировали при температуре 37
0 

С в 

течение 24 часов, после чего подсчитывали количество выросших колоний (КОЕ). 

Для количественного учета интенсивности пленкообразования проводили 

моделирование процесса в ячейках плоскодонных стерильных полистирольных 

96-ти луночных планшетов. Для этого из суточных культур исследуемых микро-

организмов готовили взвесь в физиологическом растворе с оптической плотно-

стью 0,5 по МакФарланду (Densi-La-Meter, Lachema, Чехия). Предварительно в 

лунки планшетов вносили по 200 мкл мясо-пептонного бульона (МПБ) и добавля-

ли по 200 мкл взвеси суточных культур исследуемых микроорганизмов в конеч-

ной концентрации 10
5 

КОЕ/мл. В опытные лунки предварительно вносили по 50 

мкл ПААГ-М в субингибирующей концентрации, которые для каждого микроор-

ганизма были определены экспериментальным путем. Посевы инкубировали при 

температуре 37
0 
С в течение 24 часов.  

Планктонные формы клеток удаляли путем аспирации, после чего лунки 

планшета аккуратно промывали и добавляли 1% водный раствор красителя кри-

сталлического фиолетового. Через 10 минут экспозиции при комнатной темпера-

туре раствор красителя удаляли, а лунки осторожно троекратно промывали водой. 

Образование биопленок клиническим штаммами исследуемых микроорганизмов 

оценивали по величине связывания ими кристаллического фиолетового согласно 

стандартной методике (Тец и др., 2006). Краситель, связавшийся с биопленками, 

растворяли в 200 мкл ацетон-этаноловой смеси (20:80) и определяли оптическую 

плотность на спектрофотометре Epoch (BioTek, США) при длине волны 420 нм. 
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Для построения калибровочной кривой готовили контрольные образцы (0,9% рас-

твор натрия хлорида и кристаллического фиолетового).  

Адгезивную активность изучали методом В.И. Брилис с соавт. (1986), на 

свежих эритроцитах 0(I) Rh(+), которую оценивали с помощью иммерсионной 

микроскопии по индексу адгезии микроорганизма (ИАМ). Опытные образцы 

предварительно инкубировали с добавлением сублетальных концентраций ПААГ-

М в течение 6 часов. 

 

2.3.1 Методика формирования экспериментальной полнослойной             

гнойной раны 

  

Эксперименты in vivo выполнены на 40 беспородных белых крысах-самках 

массой 200±20 г. Для исследования отбирались животные без внешних признаков 

заболевания, прошедшие карантин в виварии СГУ. Всем животным вводили нем-

бутал из расчета 35 мг на 1000 г массы животного и в стерильных условиях моде-

лировали гнойную рану по методике П.И. Толстых (1976). Для этого на спине на 

выбритом от шерсти и обработанном антисептиком участке иссекали кожу с под-

кожной клетчаткой размером 15×15 мм, затем в рану вводили марлевый шарик, 

содержащий 1 млрд. микробных тел суточной культуры S. aureus 209P и рану 

ушивали. Через 48 ч после моделирования у всех животных формировался аб-

сцесс со всеми характерными признаками воспаления. После снятия швов края 

раны разводили, марлевый тампон удаляли, эвакуировали гной. У всех животных 

ежедневно проводили обработку ран 3% раствором перекиси водорода. Все экс-

периментальные животные были разделены на 4 группы. В I контрольной группе 

раны лечению не подвергались. В опытных группах проводили ежедневную обра-

ботку ран: II группа – 0,05% раствором хлоргексидина; III группа – суспензией 

нестабилизированных наноагрегатов флавоноидов; IV группа – препаратом, со-

держащим структуры «ядро-оболочка» на основе наноагрегатов флавоноидов, 

стабилизированных ПААГ-М.  
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Течение раневого процесса у экспериментальных животных оценивали кли-

ническим методом: фиксировали сроки ликвидации отека окружающих тканей, 

сроки очищения раны, появления грануляций, начала краевой эпителизации и 

полного заживления раны. Планиметрический метод исследования. Для объек-

тивной оценки скорости заживления раны использовали метод Л.Н. Поповой. На 

рану накладывали простерилизованный лист целлофана, на котором маркером об-

рисовывали ее контуры. Целлофан с полученным контуром помещали на милли-

метровую бумагу и определяли площадь раны до начала лечения. Аналогичным 

способом проводили исследования на всех сроках лечения, вычисляя среднюю 

площадь ран, процент уменьшения площади раны от исходного (формула 1) и 

скорость заживления раны (формула 2): 

%100
S

S

0

0 



S

ПУП                                                     (1) 

где ПУП – процент уменьшения площади, S0 – исходная средняя площадь 

ран на момент измерения. 

Т

ПУППУП
СЗ 01                                                       (2) 

где СЗ – скорость заживления, ПУП1 – процент уменьшения площади ран от 

исходной на момент измерения, ПУП0 – процент уменьшения площади ран при 

предыдущем измерении, Т – количество дней между измерениями. 

 

2.3.2 Биохимические методы исследования 

 

Биохимические исследования проводили на полуавтоматическом биохими-

ческом анализаторе BS 3000 P Sinnova (КНР) и на спектрофотометре Multiskan 

Spectrum (Финляндия). Определяли показатели белкового, углеводного, липидно-

го обменов, активность ключевых ферментов, а также содержание кальция и же-

леза.  

Для определения концентрации глюкозы в крови использовали унифици-

рованный глюкозооксидазный метод (Asp, 1967; Гавриш, 2003).  



45 

Для определения концентрации общего белка в плазме крови использова-

ли модифицированный турбодиметрический метод с осаждением белка сульфоса-

лициловой кислотой и биуретовый метод (Ахмина, 2000).  

Концентрация альбумина определяли фотометрическим методом по ко-

нечной точке (Волков и др., 2006).  

Концентрацию мочевины определяли ферментативным методом (Орехов, 

2008).   

Концентрацию креатинина определяли кинетическим методом, основан-

ным на реакции Яффе, без депротеинизаци (Базарный,1999).  

Содержание мочевой кислоты определяли уриказным методом (Волкова, 

2006).  

Для определения концентрации холестерина использовали ферментатив-

ный колориметрический метод Триндера (Краснов и др., 2005).  

Концентрацию холестерина - ЛПВП определяли седиментационным ме-

тодом (Лиходед и др., 1996). Липопротеиды низкой и очень низкой плотности 

осаждали из сыворотки крови при добавлении к образцу фосфовольфрамата маг-

ния (Дыкман и др., 2008). После центрифугирования (3000 g, 10 мин) в суперна-

танте остаются липопротеиды только высокой плотности; их концентрация опре-

деляется так же, как концентрация общего холестерина. Рассчитывали индекс 

атерогенности ИА по формуле 3: 

][

][][

ЛПВПХс

ЛПВПХсОХс
ИА




                                                     (3) 

где [ОХс] – концентрация общего холестерина, [Хс-ЛПВП] – концентрация 

холестерина-ЛПВП (Дыкман и др., 2008). 

Количество липопротеидов низкой плотности рассчитывалось по формуле 4: 

][][][][ ЛПОНПХсЛПВНХсОХсЛПНПХс                         (4) 

где [ОХс] – концентрация общего холестерина, [Хс-ЛПВП] – концентрация 

холестерина-ЛПВП, [Хс-ЛПОНП] – концентрация холестерина-ЛПОНП (Голиков, 

1988). 
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Количество липопротеидов очень низкой плотности рассчитывалось по 

формуле 5: 

18,2

][
][

ТГ
ЛПОНПХс                                                      (5) 

где [ТГ] – концентрация общих триглицеридов. 

Для определения концентрации триглицеридов использовали энзиматиче-

ский колориметрический метод МакГовена (Демин, 2000; Артемов, 2006).  

Для определения активности аланиниаминотрансферазы (АЛТ) исполь-

зовалия кинетический спектрофотометрический метод без применения 5-

фосфопиридоксаля (Волкова, 2006).  

Для определения активности аспартатаминотрансферазы (АСТ) ис-

пользовали кинетический спектрофотометрический метод без применения пири-

доксальфосфата (Раби, 1974).  

Для определения активности лактатдегидрогеназы (ЛДГ) использовали 

оптический тест Варбурга, основанный на реакции восстановления пирувата в 

лактат (Alving, 1993) в модификации Малинина М.Л. (2009).  

Для определения активности креатинкиназы (КК) использовался фер-

ментативный кинетический метод с модификациями (Бубнова и др., 1999; Му-

равлева и др., 2001; Ласкавый и др., 2007; Миронов, 2011).  

Для определения активности щелочной фосфатазы (ЩФ) использовали 

кинетический метод по двум точкам с использованием α-нафтил-фосфата в каче-

стве субстрата (Маянский, 1989).  

Для определения активности кислой фосфатазы (КФ) использовался ме-

тод количественного определения в сыворотке крови (Фрейдлин и др., 1999;).  

Для определения содержания неорганического фосфора (НФ) использова-

ли метод количественного определения в сыворотке крови (Волкова, 2006).  

Для определения содержания ионизированного кальция (ИК) использова-

ли метод количественного определения в сыворотке крови (Волкова, 2006). 
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2.3.3 Методы статистической обработки экспериментальных данных 

 

Все результаты, полученные при проведении исследований, обработаны ме-

тодами вариационной статистики с определением средних арифметических вели-

чин (М) и средней ошибки средней арифметической (m) по формуле Петерса с 

использованием константы Молденгауэра (k): 

  kam                                                                   (6) 

где a – отклонение вариантов от средней арифметической, k – константа 

Молденгауэра (Ашмарин, Воробьев, 1986). 

Определяли доверительные интервалы (I) и сравнивали средние данные с 

помощью критерия Стъюдента (t) при уровне статистической значимости разли-

чий (Р) не более 0,05. При применении данного метода варьирование показателей 

в каждом ряду не оказывает значительного влияния на конечные результаты и тем 

самым достигается независимость показателей от индивидуальных различий.  

Расчет результатов осуществляли с применением пакета прикладных про-

грамм Statistica 6.0 (for Windows; «Stat Soft Inc.», США), Statgraph (Version 2.6; 

Cоulter), Microsoft Еxcel 2003 (for Windows XP). Компьютерное моделирование 

велось с помощью пакета програм Matlab 6.5. Статистические результаты счита-

лись достоверными при p≤0,05. 
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ГЛАВА 3 ИЗУЧЕНИЕ БИОЛОГИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ 

ПОЛИАЗОЛИДИНАММОНИЯ, МОДИФИЦИРОВАННОГО 

ГИДРАТ-ИОНАМИ ЙОДА, В ОТНОШЕНИИ ПЛАНКТОННЫХ ФОРМ  

УСЛОВНО-ПАТОГЕННЫХ МИКРООРГАНИЗМОВ 

 

3.1 Зависимость проявлений биологической активности                                 

полиазолидинаммония, модифицированного гидрат-ионами йода,  

от его физико-химических характеристик 

 

Была изучена антимикробная активность ПААГ-М в зависимости от длины 

полимерной цепи. Полученные результаты представлены на рисунке 3.1.1. Было 

установлено, что стандартные штаммы грамотрицательных бактерий проявили 

высокую чувствительность к варианту полимера с наименьшей молекулярной 

массой. Так для E.coli 113-13 значения МПК ПААГ-М6 с длиной полимерной    

цепи >100 кДА составили 16 мкг/мл, а с длиной полимерной цепи 100-200 кДА – 

32 мкг/мл. Для P.aeruginosa АТСС 27853 значения МПК данных вариантов поли-

мера составили 32 мкг/мл в обоих случаях. Увеличение молекулярной массы по-

лимера приводило к снижению его антимикробной активности в отношении гра-

мотрицательных бактерий.  

 

Рисунок 3.1.1 – Зависимость биологической активности ПААГ-М от длины полимерной цепи 
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Стандартные штаммы грамположительных бактерий проявили большую 

чувствительность к варианту полимера с молекулярной массой 200-350 и 400-500 

кДа, значения МПК для которых составили 16 и 32 мкг/мл соответственно. 

Полученные результаты согласуются с данными, представленными в рабо-

тах (Куликов и др., 2012; Соболева и др., 2014; Chung et al., 2008). Первым барье-

ром на пути взаимодействия микроорганизмов с антимикробными соединениями 

являются клеточная стенка и цитоплазматическая мембрана, которые обеспечи-

вают осмотический барьер и избирательное проникновение веществ в клетку. 

Большая эффективность вариантов полимера с низкой молекулярной массой 

в отношении грамотрицательных бактерий связана с особенностями строения их 

клеточной стенки. Единственным местом проникновения в клетку различных ве-

ществ являются пориновые каналы, представляющие собой систему интегральных 

белков, через которые способны проходить химических соединений только с опре-

деленной молекулярной массой и пространственной организацией (Бут, 2005).  

Для грамположительных бактерий важнейшим условием взаимодействия 

соединений с микробной клеткой является способность функционально-активных 

групп к межмолекулярной ассоциации с компонентами клеточной стенки. В со-

ставе исследуемых вариантов ПААГ-М основным действующим компонентом яв-

ляются гидрат-иона йода.  

Эффективность действия различных антимикробных средств на микроорга-

низмы зависит от их способности изменять проницаемость клеточной стенки и 

проникать внутрь клетки. Поэтому наибольшой интерес представляют препараты, 

увеличивающие пассивный транспорт и проницаемость мембран. Сильное деста-

билизирующее действие на мембраны клеток оказывают низкомолекулярные ка-

тионные поверхностно-активные вещества (ПАВ), к которым относятся варианты 

ПААГ-М с молекулярной массой >100 и 100-200 кДа. 

Увеличение концентрации гидрат-ионаов йода в составе полимера приводи-

ло к повышению эффективности антимикробного действия всех вариантов ПААГ-

М, что выражалось в снижении показателей МПК. Однако общая тенденция изби-

рательного характера действия на грамположительные и грамотрицательные бак-
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терии в зависимости от величины молекулярной массы сохранялась для всех ва-

риантов полимера (рис. 3.1.2). 

 

Рисунок 3.1.2 – Зависимость антимикробной активности ПААГ-М от концентрации      

гидрат-ионов йода 

 

Наименьшая эффективность полимерного соединения ПААГ-М была отме-

чена в отношении стандартного штамма микроскопических грибов             

C.aldicans 13108. В ходе проведенного исследования нам не удалось установить 

зависимость противогрибковой активности ПААГ-М от длины полимерной цепи: 

варианты полимера ПААГ-М6 и ПААГ-М12,5 не обладали противогрибковой ак-

тивностью даже при использовании самых высоких рабочих концентраций препа-

ратов. 

Однако установлено, что противогрибковая активность ПААГ-М зависела 

от концентрации гидрат-ионов йода в составе препарата: ПААГ-М6 и ПААГ-М12,5 

не проявили антимикробной активностью в отношении C.aldicans 13108, повы-

шение концентрации гидрат ионов йода до 25 и 50 мкг/мл в составе препаратов 

ПААГ-М25 и ПААГ-М50 приводило к появлению противогрибковой активности 
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исследуемых препаратов, хотя значения МПК были достаточно высокими и со-

ставили 500 и 250 мкг/мл соответственно.  

Таким образом, полученные результаты позволяют осуществлять выбор 

наиболее эффективных препаратов, характеризующихся антимикробной активно-

стью, с заданными физико-химическими характеристиками, что обеспечит боль-

шую избирательность их действия. 

 

3.2 Изучение биологической активности полимерного соединения в                

отношении клинических штаммов возбудителей оппортунистических микозов 

 

В ходе работы была проведена оценка чувствительности исследуемых 

штаммов микроскопических грибов к широко используемым противогрибковым 

препаратам флуконазолу и к амфотерицину B, согласно общепринятой методике 

(Саттон, 2001). Полученные результаты представлены в таблице 3.2.1.  

 

Таблица 3.2.1 – Отношение исследуемых штаммов C.albicans к антимикротическим препаратам 

Исследуемый штамм Отношение к флуконазолу и амфотерицину B* 

C.albicans № 1 am
s
flu

s
 

C.albicans №2 am
r
flu

r
 

C.albicans №3 am
s
flu

s
 

C.albicans №4 am
r
flu

r
 

C.albicans №5 am
s
flu

s
 

C.albicans №6 am
s
flu

s
 

C.albicans №7 am
s
flu

s
 

C.albicans №8 am
r
flu

r
 

C.albicans №9 am
s
flu

s
 

C.albicans №10 am
r
flu

r
 

«am
s
flu

s
» – штамм, чувствительный к амфотерицину B (МПК ≤ 1 мкг/мл) и флуконазолу (МПК ≤ 32 мкг/мл), «am-

r
flu

r
» – штамм, устойчивый к амфотерицину B (МПК ≥2 мкг/мл) и флуконазолу (МПК ≥ - 64 мкг/мл). 

 

Установлено, что 60% штаммов (C.albicans №№ 1, 3, 5, 6, 7, 9) чувствитель-

но как к флуконазолу, так и к амфотерицину B. Остальные штаммы (C.albicans 

№№ 2, 4, 8, 10) были устойчивы к обоим препаратам.  

Поскольку наименьшая чувствительность к ПААГ-М была отмечена в от-

ношении клеток микроскопических грибов, представляло интерес подобрать оп-
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тимальный вариант полимера, характеризующегося противогрибковой активно-

стью в отношении клинических штаммов C. albicans.  

Для повышения эффективности препарата было проведено насыщение ис-

ходного полимерного соединения гидрат-ионами йода и определена их антимик-

робная активность. Полученные результаты представлены на рисунке 3.2.1. 

 

 
 

Рисунок 3.2.1 – Противогрибковая активность модификаций полимерного соединения в  

отношении клинических штаммов C.albicans 

 

Установлено, что через сутки культивирования, независимо от отношения к 

противогрибковым препаратам, во всех опытных разведениях образцов полимера 

отсутствовал видимый рост исследуемых штаммов микроскопических грибов, в 

отличие от контрольных образцов. Через сутки культивирования значения МПК 

ПААГ-М0,25 для клинических изолятов C.  аlbicans №№ 1,2,3 составляли 1,6 

мг/мл, для №№ 5,7,9,10–3,1 мг/мл, №№ 4,6,8 – 6,2 мг/мл. Показатели МПК ПААГ-

М0,5 для изолятов №№ 2 и 3 по сравнению с показателями для ПААГ-М0,25 были в 

4 раза выше (6,2 мг/мл), а изоляты №№ 4 и 6, наоборот, проявили большую чув-

ствительность к ПААГ-М0,5. Для остальных клинических изолятов C. albicans 

значения МПК данных образцов были сопоставимы и не зависели от концентра-

ции гидрат-ионов йода в составе полимера. МПК ПААГ-М1 и ПААГ-М0,25 также 

практически не отличались между собой для всех изолятов. ПААГ-М1,5 по срав-

нению с остальными образцами согласно значениям МПК проявил меньшую ак-
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тивность в отношении подавляющего большинства штаммов. Следует отметить, 

что среди 4 устойчивых к амфотерицину и флуконазолу изолятов только один (№ 

8) проявил низкую чувствительность к ПААГ-М (МПК ПААГ-М1 – 12,4, ПААГ-

М1,5 –24,8 мг/мл). Согласно значениям МПК50 для каждого из образцов полимера, 

которые составили соответственно для ПААГ-М0,25 – 2,2, ПААГ-М0,5 – 2,04, 

ПААГ-М1 – 2,2 и ПААГ-М1,5 – 4,8 мг/мл, отмечено преобладание антимикотиче-

ской активности первых трех образцов над ПААГ-М1,3 с максимальной концен-

трацией гидрат-ионов йода.   

Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о том, что вариант 

полимера с повышенным содержанием гидрат-ионов йода обладает противогриб-

ковой активностью в отношении клинических штаммов C. albicans. Отсутствую-

щая взаимосвязь между отношением к флуконазолу и амфотерицину и чувстви-

тельность к исследуемому полимеру доказывают различные механизмы их дей-

ствия. Известно, что азолы и амфотерицин действуют на цитоплазматическую 

мембрану грибов. Азолы ингибируют зависимый от цитохрома Р–450 фермент – 

14α-деметилазу, имеющий важное значение в синтезе мембранного липида – эр-

гостерола, что ведет к нарушению деления и разрушению грибковой клетки, а 

амфотерицин непосредственно связывается с эргостеролом цитоплазматической 

мембраны, нарушая, таким образом, ее барьерную функцию и способствуя обра-

зованию пор (Сергеев, 2004; Зырянов, 2005). Известно, что с S-H-группами белко-

вых молекул взаимодействуют гидрат-ионы йода, в связи с этим можно предпо-

ложить, что происходит инактивация этих групп данным полимерным соединени-

ем. Принимая во внимание, что в составе полимера присутствует йод, не исклю-

чено, что вследствие окисления основных компонентов, оказывается повреждаю-

щее действие на мембрану микроскопических грибов. По сравнению с другими 

образцами препарата, ПААГ-М с максимальным содержанием гидрат-ионов йода 

обладает меньшей активностью в отношении исследуемых клинических штаммов 

C. albicans, что может быть связано с экранирующим эффектом молекул полиме-

ра. Очевидно, что молекулы полимера при взаимодействии с клетками микроско-

пических грибов претерпевают конформационные изменения, частично ослабляя 
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окислительную активность части гидрат-ионов йода. Эти предположения без-

условно требуют дальнейшего изучения. Необходимо отметить, что полученные 

значения МПК различных образцов ПААГ-М достаточно высоки по сравнению с 

МПК противогрибковых препаратов для энтерального и парэнтерального приме-

нения. Однако эти значения не превышают концентрации рабочих растворов ши-

роко применяемых антисептиков и дезинфектантов. Благодаря отсутствию раздра-

жающего эффекта, препараты ПААГ-М с содержанием гидрат-ионов йода 0,25, 0,5 

и 1,0 мг/мл могут рассматриваться в качестве перспективных антисептических и 

дезинфицирующих средств с противогрибковой активностью (Пхакадзе, 2002).  

 

3.3 Влияние полиазолидинаммония, модифицированного гидрат-ионами   

йода, на адгезивные свойства Candida albicans 

 

Адгезия микроорганизмов является первым этапом взаимодействия как с 

клетками макроорганизма, так и с инертными поверхностями изделий медицин-

ского назначения, что обеспечивает начальные этапы формирования биопленок и 

способствует развитию катетерассоциированных инфекций. Поэтому представля-

ло интерес изучить влияние сублетальных концентраций ПААГ-М, на адгезивные 

свойства стандартного и клинических штаммов Candida albicans (рис.3.3.1). 

 

А 

1 

 

2 

 

 

 

 

 

 

Б 

Рисунок 3.3.1 – Адгезия Candida albicans на эритроците: А – до обработки ПААГ-М, Б – 

после обработки ПААГ-М (1 – эритроцит, 2 – клетки Candida albicans) 
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Оценку адгезивных свойств микроскопических грибов проводили по пока-

зателю индекса адгезии микроорганизма (ИАМ). В зависимости от ИАМ все мик-

роорганизмы можно разделить на 4 группы: 

- неадгезивные, если ИАМ от 1,00 до 1,75; 

- низкоадгезивные, если ИАМ от 1,76 до 2,49; 

- среднеадгезивные, если ИАМ от 2,50 до 3,99; 

- высокоадгезивные, если ИАМ> 4,00. 

Полученные результаты представлены на рисунке 3.3.2  

 

Рисунок 3.3.2 – Показатели адгезивной активности микроорганизмов при действии ПААГ-М 

 

Было установлено, что исходно по показателям ИАМ стандартный штамм 

C. albicans 13108 характеризовался как среднеадгезивный, а все клинические 

штаммы – как высокоадгезивные. Обработка клеток ПААГ-М приводила к сни-

жению адгезивных свойств стандартного и клинических штаммов C. albicans до 

неадгезивного уровня. Вероятно, это связано с влиянием ПААГ-М на их клеточ-



56 

ную стенку и блокировкой гликопротеиновых фибрилл, обеспечивающих процесс 

неспецифической адгезии. 

Таким образом, полученные результаты открывают перспективы использо-

вания полиазолидинаммония, модифицированного гидрат-ионами йода, для обра-

ботки изделий медицинского назначения с целью снижения адгезивных свойств 

микроорганизмов, нарушая тем самым процесс формировании микробных био-

пленок. 
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ГЛАВА 4 ОСОБЕННОСТИ ФОРМИРОВАНИЯ МИКРОБНЫХ 

БИОПЛЕНОК СТАНДАРТНЫМИ И КЛИНИЧЕСКИМИ ШТАММАМИ              

УСЛОВНО-ПАТОГЕННЫХ МИКРООРГАНИЗМОВ И ОЦЕНКА 

ДЕЙСТВИЯ ПОЛИАЗОЛИДИНАММОНИЯ, МОДИФИЦИРОВАННОГО 

ГИДРАТ-ИОНАМИ ЙОДА, НА ПЛЕНКООБРАЗОВАНИЕ 

 

4.1 Динамика формирования in vitro микробных биопленок 

 

Поскольку возникновение осложнений и хронизацию инфекционного 

процесса связывают с формированием микробных биопленок, предсавляло 

интерес изучить динамику пленкообразования стандартными и клиническими 

штаммами условно-патогенных микроорганизмов.  

При культивировании микробных биопленок, образуемых стандартным 

штаммом S. aureus 209 Р в лунках иммунологического планшета, содержащих 

МПБ, на 1-е сутки происходило увеличение связывания красителя в 3,65 раза по 

сравнению с контролем (р<0,01) (рис. 4.1.1). На 2-е и 3-и сутки культивирования 

биопленок достоверных различий в интенсивности связывания красителя 

микробной биопленкой выявлено не было (р>0,05). 
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Рисунок 4.1.1 – Динамика величин связывания кристаллического фиолетового микробными 

биопленками, образованными стандартным и клиническими штаммами S.aureus (n=12) 
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При культивировании микробных биопленок клинических изолятов S. 

aureus на 1-е сутки регистрировали увеличение накопления кристаллического 

фиолетового в 6,16 раз по сравнению с контролем (р<0,001), на 2-е сутки– в 1,95 

раза по сравнению с 1-ми сутками (р<0,001), на 3-и сутки – в 2,61 раза по 

сравнению с 2-ми сутками (р<0,001).  

При культивировании биопленок стандартного штамма P. aeruginosa АТСС 

27853 в лунках планшета через 24 часа происходило увеличение накопления 

кристаллического фиолетового биопленкой микроорганизмов в 8,9 раз по 

сравнению с контролем (р<0,001) (рис. 4.1.2).  
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Рисунок 4.1.2 – Динамика величин связывания кристаллического фиолетового микробными 

биопленками, образованными стандартным и клиническими штаммами P. aeruginosa (n=12) 

 

Через 48 часов культивирования достоверных изменений в связывании 

красителя по сравнению с предыдущими сутками выявлено не было (р>0,05). 

Через 72 часа культивировании биопленок происходило резкое увеличение 

накопления красителя в 15 раз по сравнению со 2-ми сутками (р<0,001).  

При культивировании биопленок клинических штаммов P. aeruginosa в 

первые 24 часа наблюдалось накопления кристаллического фиолетового в 9,6 раз 

по сравнению с контролем (р<0,001), через 48 часов – изменения в накоплении 

красителя были незначительными, а через 72 часа наблюдалось возрастание 
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интенсивности накопления кристаллического фиолетового в 2,3 раза по 

сравнению с предыдущими сутками (р<0,001).  

При культивировании биопленок клинических штаммов C. albicans через 

24 часа отмечалось увеличение связывания кристаллического фиолетового в 16,55 

раза по сравнению с контрольными значениями (р1<0,01) (рис.4.1.3). Через 48 

часов культивирования происходило достоверное увеличение связывания 

красителя кандидозной биопленкой по сравнению с предыдущими сутками в 1,44 

раза (р2<0,01). Через 72 часа моделирования микробных биопленок клиническим 

штаммами микроскопических грибов наблюдалось дальнейшее увеличение 

связывание красителя в 1,61 раза по сравнению со вторыми сутками 

культивирования (р3<0,01). 
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Рисунок 4.1.3 – Динамика величин связывания кристаллического фиолетового микробными 

биопленками, образованными клиническими штаммами C. albicans (n=12) 

 

При культивировании микробных биопленок, образованных ассоциацией 

клинических штаммов S. aureus, P. aeruginosa и C. albicans было установлено 

увеличение связывание красителя в первые сутки культивирования в 9,9 раза по 

сравнению с контролем (рис. 4.1.4). На вторые сутки культивирования биопленки 

происходило увеличение интенсивности связывания кристаллического фиолетового 

в 1,92 раза, на третьи – в 1,77 раза по сравнению с предыдущими сутками. 
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Рисунок 4.1.4 – Динамика величин связывания кристаллического фиолетового микробными 

биопленками, образованными ассоциациями клинических штаммов 

S. aureus +P. aeruginosa+C. albicans (n=12) 

 

Согласно данным литературы, биопленки способны образовывать более 

90% известных видов бактерий и микроскопических грибов, а их формирование 

выявляется более чем при 80% заболеваний микробной этиологии (Михайлова, 

Червинец, 2009; Гостев Сидоренко, 2010; Donlan, 2002). Это определяет 

необходимость изучения способности и интенсивности формирования биопленок 

у наиболее распространенных видов микроорганизмов. Нами было установлено, 

что все исследуемые стандартные и клинические штаммы S.aureus, P.aeruginosa и 

C.albicans, а также их ассоциации обладали способностью к образованию 

биопленки.  

При изучении пленкообразования у стандартного и клинических штаммов 

золотистого стафилококка наблюдалось увеличение накопления красителя 1-х по 

3-и сутки инкубации в лунках иммунологических планшетов с МПБ. Вероятно, 

что в этот период происходит созревание и дифференцировка стафилококковой 

биопленки. В этот период микробные клетки характеризуются высоким уровнем 

метаболической кооперации и активно продуцируют факторы, отвечающие за 

процесс неспецифической адгезии.  
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Критическая масса микробных биопленок, образованных стандартным 

штаммом и клиническими изолятами S. aureus была достигнута через 72 часа 

культивирования, что связано с достаточным количеством питательного 

субстрата и доступностью питательных веществ для микробных клеток. 

При культивировании in vitro микробных биопленок стандартного штамма  

P. aeruginosa было установлено, что накопление красителя происходит в две фа-

зы. Вероятно, первый пик накопления красителя совпадал со стадией созревания 

микробной биопленки, а, следовательно, характеризовался высокой метаболиче-

ской активностью. Интенсивное снижение связывания кристаллического фиоле-

тового через 48 часов культивирования, возможно, связано с гибелью части кле-

точной популяции из-за нехватки питательных веществ. Однако, через 72 часа 

культивирования биопленки наблюдался второй пик связывания красителя, что, 

вероятно, связано с использованием погибших клеток в качестве питательного 

субстрата. 

При оценке особенностей формирования биопленок клинических изолятов  

P. aeruginosa было установлено, что происходит удлинение фазы их созревания. 

Поскольку клинические штаммы при культивировании in vitro характеризуются 

низкой метаболической активностью, то в первые 48 часов культивирования про-

цесс накопления кристаллического фиолетового был незначительным и носил мо-

нотонный характер. Через 72 часа культивирования происходило достоверное 

увеличение интенсивности накопления красителя по сравнению с предыдущими 

сутками, что, вероятно, соответствовало стадии дифференцировки микробной 

биопленки. 

Полученные результаты позволили установить, что наибольшая скорость 

формирования биопленок клиническими штаммами C. albicans была 

зафиксирована в первые 24 часа моделирования. Вероятно, это время совпадает со 

стадией созревания биопленки, для которой характерны высокий уровень 

клеточного метаболизма. Резкое снижение интенсивности накопления красителя 

через 48 и 72 часа культивирования возможно связано с накоплением токсических 

продуктов метаболизма, а также нехваткой питательных веществ для развития 
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клеток микроскопических грибов. Однако незначительное нарастание количества 

микробных клеток, вероятно, происходит за счет использования в качестве 

питательного субстрата компонентов погибших клеток. 

При оценке динамики микробной биопленки, содержащей ассоциации 

клинических штаммов микроорганизмов, было установлено, что максимальная 

скорость их формирования фиксировалась в первые сутки культивирования. 

Снижение скорости накопления красителя в последующие сутки, вероятно, 

связано с различной метаболической активностью ассоциантов и нехваткой 

питательного субстрата для их развития. 

 

4.2 Особенности процесса формирования микробных биопленок in vitro при 

действии полиазолидинаммония, модифицированного гидрат-ионами йода 

 

Поскольку предварительные исследования позволили установить, что со-

зревание микробной биопленки происходит в первые сутки ее моделирования, 

представляло интерес изучить влияния ПААГ-М на процесс формирования био-

пленок условно-патогенных бактерий, микроскопических грибов, а также их ас-

социаций. Полученные результаты представлены на рисунке 4.2.1. 

Предварительная обработка лунок планшета сублетальными концентрация-

ми ПААГ-М приводила к уменьшению связывания кристаллического фиолетово-

го микробными биопленками всех исследованных микроорганизмов, а также их 

ассоциаций. Так происходило снижение накопление красителя биопленками, об-

разованными клиническим штаммами S. aureus в 10,93 раза, P. aeruginosa – в 3,48 

раза, а C. albicans – 13,57 раза по сравнению с контролем. Сходные результаты 

были отмечены в отношении биопленки, сформированной ассоцоацией микроор-

ганизмов: происходило снижение интенсивности связывания красителя в 8,57 ра-

за по сравнению с контролем.  

Нарушение процесса формирования микробных биопленок, вероятно, 

связано с нарушением ПААГ-М процессов неспецифической адгезии 

микроорганизмов, что позволяет рассматривать его в качестве эффективного 
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антибиопленочного препарата для обработки катетеров, дренажных систем и 

других изделий медицинского назначения. 
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Рисунок 4.2.1 – Интенсивность связывания кристаллического фиолетового 

микробными биопленками 

 

Для подтверждения данного предположения в качестве объекта исследова-

ния был выбран уретральный катетер, изготовленный из полиуретана. Фрагменты 

катетера помещали в МПБ, содержащий суточные культуры исследуемых микро-

организмов в концентрации 2×10
5
 м.к./мл с целью формирования микробной био-

пленки. Опытные образцы были предварительно обработаны 0,5 % раствором 

ПААГ-М. Опытные и контрольные образцы инкубировали в течение суток при 

температуре 37
0
С, а затем оценивали процесс пленкообразования с использовани-

ем атомно-силовой микроскопии. 

Было установлено, что все исследуемые монокультуры и ассоциации мик-

роорганизмов к концу первых суток культивирования адгезировали на полиурета-

новой поверхности и образовывали зрелые биопленки с интенсивно выраженным 

экзополимерным матриксом (рис. 4.2.2а и 4.2.3а).  

Предварительная обработка уретрального катетера ПААГ-М вызывала вы-

раженную дисперсию микробных биопленок (рис. 4.2.2б и 4.2.3б), что, вероятно, 

связано с нарушением процесса адгезии клеток микроорганизмов.  
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Рисунок 4.2.2 – АСМ микробной биопленки клинического штамма S. aureus № 5 на                 

поверхности уретрального катетера: А – контроль, Б – после обработки ПААГ-М 
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Рисунок 4.2.3 – АСМ микробной биопленки клинического штамма C. albicans № 7 на поверхно-

сти уретрального катетера: А – контроль, Б – после обработки ПААГ-М 
 

Полученные результаты позволяют рекомендовать ПААГ-М для предвари-

тельной обработки изделий медицинского назначения с целью предотвращения 

формирования микробных биопленок. 
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ГЛАВА 5 ПЕРСПЕКТИВЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ПРЕПАРАТОВ  

НА ОСНОВЕ ПОЛИАЗОЛИДИНАММОНИЯ, МОДИФИЦИРОВАННОГО 

ГИДРАТ-ИОНАМИ ЙОДА, В МЕДИКО–БИОЛОГИЧЕСКОЙ  

И ВЕТЕРИНАРНОЙ ПРАКТИКЕ 

 

5.1 Влияние препарата наноагрегатов флавоноидов, стабилизированных 

 полиазолидинаммонием, модифицированным гидрат-ионами йода,  

на заживление экспериментальных гнойных ран лабораторных животных 

 

Для оценки влияния препаратов, содержащих ПААГ-М, на течение ранево-

го процесса все экспериментальные животные были разделены на 4 группы по 10 

животных в каждой: 

– группа № 1 (контроль 1) – раны не обрабатывали; 

– группа № 2 (контроль 2) – раны обрабатывали 0,5%-ным раствором хлор-

гексидина (стандартным антисептиком); 

– группа № 3 – раны обрабатывали препаратом, содержащим наноагрегаты 

флавоноидов; 

– группа № 4 – раны обрабатывали препаратом, содержащим наноагрегаты 

флавоноидов, стабилизированные ПААГ-М. 

Эффективность лечения ран оценивали по изменению площади раневого 

дефекта и срокам его полного заживления. Динамика изменения площади экспе-

риментальных полнослойных гнойных ран представлена на рисунке 5.1.1.  

По общепринятой методике через 48 часов после проведения операции оце-

нивали состояние экспериментальных гнойных ран: края ран животных и близле-

жащие ткани были гиперемированы, в ране наблюдалось обильное содержание 

гноя. Исходная площадь ран составила 225±0,8 мм
2
. 

На 3-и сутки после начала лечения происходило незначительное сокраще-

ние площади ран во всех группах, наиболее выраженное в опытной группе жи-

вотных, раны которых обрабатывали препаратом, содержащим стабилизирован-

ные ПААГ-М наноагрегаты флавоноидов: в группе № 1 площадь раны, составила 
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202±8,12 мм
2
, в группе № 2 – 189,8±12,4 мм

2
, в группе № 3 – 172,2±6,18 мм

2
, а в 

группе № 4 – 164,24±8,32 мм
2
. 
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Рисунок 5.1.1 – Динамика изменения площади экспериментальных гнойных ран 

 

На 5-е сутки после начала лечения в ранах животных контрольной группы    

№ 2 и обеих опытных группах происходило достоверное уменьшению площади 

ран по сравнению с контрольной группой № 1, площадь раны в которой составила 

186,6±4,86 мм
2
: в группе № 2 площадь раны была 146,8±8,4 мм

2
, в группе № 3 – 

124,02±3,8 мм
2
, в группе № 4 – 88,62±6,8 мм

2
. 

К 7 суткам от начала лечения наблюдалось достоверное сокращение площа-

ди экспериментальных ран во всех группах животных, особенно выраженное в 

опытной группе, в которой раны обрабатывали наноагрегатами флавоноидов, ста-

билизированных ПААГ-М: в группе № 1 площадь раны составила 153,65±12,74 

мм
2
, в группе № 2 – 89,0±3,57 мм

2
, в группе № 3 – 72,22±2,88 мм

2
, а в группе № 4 

– 27,25±3,06 мм
2
.  

На 10-е сутки от начала лечения у животных экспериментальной группы № 

4 наблюдалось полное заживление раны с образованием нежного рубца. В 

остальных группах происходило дальнейшее сокращение площади ран площадь 
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ран, которая в группе № 1 составила 112,4±6,22 мм
2
, в группе № 2 – 28,45±4,67 

мм
2
, в группе № 3 – 24,8±4,78 мм

2
 

К 12-м суткам от начала эксперимента в контрольной группе № 2 и опытной 

группе № 3 происходило уменьшение площади ран по сравнению с контролем в 5 

раз и их размеры составили 12,06±3,28 мм
2
 и 11,84±2,22 мм

2
 соответственно. До-

стоверное уменьшение раневой поверхности наблюдалось и в контрольной группе 

животных № 1 (площадь ран составила 58,7±6,4 мм
2
).  

Полное заживление ран животных контрольной группы № 2 и опытной 

группы № 3 происходило на 18 сутки, а в контрольной группе № 1– на 22 сутки от 

начала лечения с образованием соединительнотканного рубца  

Таким образом, в ходе проведенных исследований было установлено, что 

наиболее эффективное очищение экспериментальных гнойных ран происходило 

при их обработке препаратом, содержащим наноагрегаты флавоноидов, стабили-

зированные ПААГ-М, что способствовало сокращению сроков заживления ран в 

2,2 раза по сравнению с контролем. Сокращение сроков заживления ран при об-

работке нестабилизированными наноагрегатами флавоноидов связана с их высо-

кой регенеративной способностью и, вероятно, стимулированием неспецифиче-

ских механизмов антимикробной резистентности макроорганизма. 

 

5.2 Оценка действия препарата наноагрегатов флавоноидов,  

стабилизированных полиазолидинаммонием, модифицированным  

гидрат-ионами йода, на метаболические процессы в организме лабораторных 

животных 

 

С целью обоснования возможности использования препарата, содержащего 

наноагрегаты флавоноидов, стабилизированные ПААГ-М, в качестве комплексно-

го регенегативного и антимикробного средства была проведена оценка его влия-

ния на биохимические показатели активности ключевых метаболических фермен-

тов, состояния белкового, липидного и углеводного обменов в организме лабора-

торных животных.  



69 

В исследования использовали слитую кровь крыс-самок, участвовавших в 

эксперименте по моделированию полнослойных гнойных ран, которые обрабаты-

вали нестабилизированными и стабилизированными ПААГ-М наноагрегатами 

флавоноидов. 

Активность АСТ в опытной группе животных № 4, раны которых обраба-

тывали препаратом, содержащим наноагрегаты флавоноидов, стабилизированные 

ПААГ-М, повышалась по сравнению с контролем в 1,3 раза, а в группе животных 

№ 3, раны которых обрабатывали нестабилизированными наноагрегатами флаво-

ноидов, практически не менялась (рис. 5.2.1). Активность АЛТ в опытных груп-

пах была в 2,5 – 3,3 раза ниже, по сравнению с контролем. Значения коэффициен-

та Де Ритиса в опытных группах не различались, но были в 3,1 раза выше, чем в 

контроле. 

 

 

Рисунок 5.2.1 – Значения АСТ, АЛТ, ЛДГ и Креатинкиназа в сыворотке крови крыс 

 

Значительное увеличение коэффициента Де Ритиса, вероятно, указывает на 

смещение метаболического акцента в сторону катаболизма. Однако, поскольку 

константа равновесия обратимых реакций, катализируемых трансаминазами, 

близка к единице, процессы переаминирования можно отнести к амфиболиче-

ским. Следовательно, необходимо уточнить вывод о преобладании катаболиче-

ских реакций у животных опытных групп по сравнению с контролем.  
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Для опытной группы № 4 активность ЛДГ в сыворотке крови крыс была 

выше в 1,4 раза по сравнению с контролем, что указывало на повышение образо-

вания АТФ в гликолизе.  

При использовании препарата, содержащего стабилизированные наноагре-

гаты флавоноидов, показатели КК достоверно не отличались от контрольных зна-

чений, однако в опытной группе животных № 3 значения данного фермента были 

ниже в 1,2 раза по сравнению с контролем, что свидетельствовало о повышении 

проницаемости клеточных мембран. 

Индекс ферментемии (ИФ = АСТ/АЛТ + КК/ЛДГ + АСТ/ЛДГ) определяли 

по оригинальной методике (Малинин, 2009).  Установлено, что значения ИФ у 

животных опытных групп достоверно не отличалось от показателей контрольной 

группы. Следовательно, в данном случае наибольшее значение имеет выраженное 

снижение активности АЛТ, что указывает на снижение интеграции азотистого и 

углеводного обмена (рис. 5.2.2). 

 

 

Рисунок 5.2.2 – Значения коэффициента де Ритиса, индекс ферментемии и индекса фос-

фатаз в сыворотке крови экспериментальных животных 

 

Вывод о преобладании в организме животных опытных групп катаболиче-

ских реакций подтверждается результатами анализа концентрации общего белка 

(рис. 5.2.3), мочевины (рис. 5.2.4) и их соотношения.  
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Так, концентрация общего белка в сыворотке кровивозрастала на 8-11%, а 

мочевины – почти в 3 раза.  Снижение соотношения общего белка и мочевины в 

2,6-2,7 раза указывает на то, что у экспериментальных животных опытных групп  

повышается активность не только катаболических, но и анаболических реакций, 

но катаболических более значительно.  
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Рисунок 5.2.3 – Значения общего белка в сыворотке крови экспериментальных животных 

 

У этих же животных отмечено достоверное снижение концентрации моче-

вой кислоты (рис. 5.2.4).  

 

 

Рисунок 5.2.4 – Значения мочевины и мочевой кислоты в сыворотке крови эксперимен-

тальных животных 
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Поскольку мочевая кислота у млекопитающих является основным метабо-

литом пуринового обмена, то уменьшение ее концентрации указывает на усиле-

ние клеточной пролиферации и снижение гибели клеток.  

Достоверное уменьшение концентрации глюкозы (рис. 5.2.5) в крови жи-

вотных обеих опытных групп на фоне более низкой активности АЛТ указывает на 

снижение активности глюкозо-аланинового шунта, работающего преимуществен-

но в направлении синтеза углеводов и, косвенно, на усиление белкового обмена. 

В крови животных опытных групп определялось также незначительное по-

вышение концентрации холестерина (рис. 5.2.5) по сравнению с контролем, что 

свидетельствует об увеличении значения липидов в энергетическом обмене на 

фоне более низкой концентрации глюкозы.  

 

 

Рисунок 5.2.5 – Значения глюкозы и общего холестерина в сыворотке крови эксперимен-

тальных животных 

 

Это подтверждает, что снижение концентрации глюкозы является следстви-

ем не повышения потребности в ней, а изменения активности глюкозо-

аланинового шунта. Липидный профиль у животных опытных групп не изменен 

по сравнению с контролем, что указывает на усиление энергетического обмена 

как причину повышения концентрации общего холестерина. 
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Оценка показателей минерального обмена свидетельствовала о его незначи-

тельных изменениях. Фосфорно-кальциевое произведение оставалось в пределах 

нормы (рис. 5.2.6). В то же время индекс фосфатаз существенно возрастал за счет 

увеличения активности щелочной фосфатазы и снижения активности кислой 

фосфатазы (рис. 5.2.7).  

 

 

Рисунок 5.2.6 – Значения кальция ионизированного, фосфора неорганического и фос-

форно–кальциевого произведение в сыворотке крови экспериментальных животных 

 

 

Рисунок 5.2.7 – Значения щелочной и кислой фосфатазы в сыворотке крови эксперимен-

тальных животных 
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Это косвенно указывает на усиление регенеративных процессов в повре-

жденных тканях, что было наиболее выражено в опытной группе животных, раны 

которых обрабатывали нестабилизированными наноагрегатами флавоноидов. 

Увеличение концентрации билирубина в обеих опытных группах животных 

по сравнению с контролем за счет фракции непрямого билирубина (рис. 5.2.8) 

указывает на более интенсивный порфириновый обмен и адекватную реакцию пе-

чени.  

 

 

Рисунок 5.2.8 – Значения общего билирубина в сыворотке крови экспериментальных 

животных 

 

При сравнении результатов исследований сывороток крови двух опытных 

групп животных между собой обращает на себя внимание более высокая актив-

ность АСТ, АЛТ, КК, ЛДГ, ЩФ у крыс, раны которых обрабатывали препаратом 

наноагрегатов флавоноидов, стабилизированных ПААГ-М, что указывает на бо-

лее высокую интенсивность обменных процессов в их организме. Кроме того, у 

животных этой же опытной группы отмечены наиболее низкие показатели каль-

ция, фосфора и их произведения, глюкозы и индекса ферментемии, а также 

наиболее высокие значения ЛДГ, что указывает на интенсивную регенерацию 

мышечной ткани. 
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Таким образом, в ходе проведенных исследования было установлено, что 

использование препаратов, содержащих как нестабилизированные наноагрегаты 

флавоноидов, так и их стабилизированные ПААГ-М формы, для лечения экспе-

риментальных гнойных ран, не приводило к нарушению активности основных ме-

таболических процессов и не вызывало признаков интоксикации в организме экс-

периментальных животных. Поскольку препарат, содержащий наноагрегаты фла-

воноидов, стабилизированные ПААГ-М, помимо высокой регенеративной актив-

ности характеризуется широким спектром антимикробного действия, это обу-

славливает перспективы его использования в качестве комплексного антисепти-

ческого и ранозаживляющего средства. 

 

5.3 Изучение активности полиазолидинаммония, модифицированного      

гидрат-ионами йода, в отношении фитопатогенных  

микроорганизмов 

 

Широкий спектр антимикробной активности ПААГ-М позволил нам пред-

положить его эффективность в отношении фитопатогенных микроорганизмов. В 

качестве экспериментальной модели в исследованиях использовали фитопатоген-

ные бактерии – Pectobacterium carotovorum, Rhizobium radiobacter, Xanthomonas 

campestris из коллекции ризосферных бактерий ИБФРМ РАН, и грибы – Aspergil-

lus tubingensis, Phoma fungicola, Fusarium tricinctum, выделенные из пораженных 

плодовых культур семейства Розоцветных сотрудниками кафедры микробиологии 

и физиологии растений Саратовского государственного университета им. Н.Г. 

Чернышевского. 

Антимикробную активность ПААГ-М в отношении фитопатогенных бакте-

рий определяли методом серийных разведений в МПБ. Было установлено, что 

наибольшую чувствительность к препарату проявили P. carotovorum и X. campestris, 

значения МПК для которых составили 8 мкг/мл, а для R. radiobacter – 32 мкг/мл.  

Противогрибковую активность ПААГ-М определяли методом серийных 

разведений на плотной среде BDA, в состав которой вносили рабочие концентра-
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ции препарата. Было установлено, что фитопатогенные грибы также чувствитель-

ны к ПААГ-М, однако значения МПК были выше по сравнению с исследуемыми 

бактериями: так для F. tricinctum показатели МПК составили 125 мкг/мл, а для         

P. fungicola и A. tubingensis – 250 мкг/мл (рис. 5.3.1–5.3.3). 

 

 

А 
 

Б 

Рисунок 5.3.1 – Рост F. tricinctum на среде BDA: А – контороль; Б – с добавлением ПААГ-М 

 

А Б 

Рисунок 5.3.2 – Рост P. fungicola на среде BDA: А – контороль; Б – с добавлением ПААГ-М 
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А 
Б 

Рисунок 5.3.3 – Рост A. tubingensis на среде BDA: А – контороль; Б – с добавлением ПААГ-М 

 

Таким образом, получение результаты позволяют рассматривать ПААГ-М в 

качестве эффективного антимикробного средства для обработки плодов и семян 

при хранении с целью уничтожения фитопатогенных микроорганизмов.  

 

5.4 Использование полиазолидинаммония, модифицированного  

гидрат-ионами йода, в качестве дезинфицирующего средства для обработки 

холодильных камер пищевого производства 

 

Одной из причин загрязнения пищевых продуктов бактериями и плесневы-

ми грибами на производстве является нарушения санитарного состояния холо-

дильных камер. 

Исследования проводились на производственной базе компании «Генераль-

ские колбасы» (г. Саратов). В качестве объектов исследования были выбраны 

следующие: 

– образец № 1 – холодильная камера для хранения фарша; 

– образец № 2 – холодильная камера для проведения осадки колбасных изде-

лий; 

– образец № 7 – холодильная камера № 20 склада готовой продукции; 
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– образец № 8 – холодильная камера № 22 склада готовой продукции 

Забор проб с поверхностей исследуемых холодильных камер осуществляли 

методом смывов с помощью стерильных ватных тампоном на палочках, которые 

предварительно увлажняли стерильным физиологическим раствором. Смывы 

проводили в нескольких местах исследуемого объекта площадью в 100,0–200,0 

см
2
, уделяя наиболее пристальное внимание местам, труднодоступным для мытья 

и дезинфекции. В соответствии с гигиеническими нормативами по микробиоло-

гической безопасности были определены следующие показатели: 

– рост мезофильных аэробных и факультативно-анаэробных микроорганиз-

мов (МАФАнМ) на среде МПА; 

– рост бактерий группы кишечных палочек (БГКП) на среде Кесслера, с по-

следующем пересевом на среду Эндо; 

– рост плесневых грибов на среде Сабуро. 

Посевы на МПА и среде Эндо инкубировали при температуре 37 
0
С, пред-

варительную оценку роста осуществляли через 24 часа, а окончательную – через 

48 часов. Инкубирование посевов на среде Сабуро осуществляли при температуре 

22
0
С с предварительной оценкой роста через 48 часов и окончательной – через 72 

часа. 

В ходе проведенных исследований была установлена высокая микробная 

обсемененность образцов № 1, 2 и 8 представителями воздушной микрофлоры – 

бациллами и коагулазонегативными стафилококками (рис. 5.4.1). Наименьшее ко-

личество КОЕ микроорганизмов было обнаружено в образце № 7. 

При посеве на среду Эндо было установлено, что только в образце № 1 от-

сутствовали БГКП. В образце № 2 была выявлена E. coli по характерным лакто-

зоположительным колониям с металлическим блеском, а также колонии лакто-

зонегативных бактерий (рис. 5.4.2). Образцы № 7 и № 8 содержали большое коли-

чество бактерий, неферментирующих лактозу. 

При оценке роста на среде Сабуро было установлено наличие «микроорга-

низмов порчи» – плесневых грибов в образцах № 1, 2 и 8 (рис. 5.4.3). 
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Рисунок 5.4.1 – Показатели общей микробной обсемененности исследуемых образцов 

  

Рисунок 5.4.2 – Присутствие БГКП в исследуемых смывах с холодильного оборудования 
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Рисунок 5.4.3 – Присутствие плесневых грибов в смывах с холодильного оборудования 

 

Таким образом, установлена высокая микробная обсемененность исследуе-

мых образцов холодильного оборудования, используемых на различных этапах 

приготовления колбасных изделий. 

С целью уничтожения микроорганизмов на поверхности исследуемого хо-

лодильного оборудования на их рабочие поверхности был нанесен 1%-ный рас-

твор ПААГ-М. Через сутки экспозиции в холодильники произвели закладку про-

дукции согласно технологическому процессу. Смывы с обработанных поверхно-

стей проводили через каждые 2 дня. 

Было установлено, что через 7 суток после обработки на МПА в посевах с 

обработанных поверхностей рост микроорганизмов отсутствовал (рис.5.4.4–5.4.6). 

При посеве смывов на среду Эндо и среду Сабуро рост микроорганизмов также 

отсутствовал. 

Через 10-14 суток экспозиции в смывах с холодильного оборудования были 

обнаружены единичные колонии на МПА, однако БГКП и плесневые грибы от-

сутствовали. 

Достоверное увеличение количества КОЕ в смывах с холодильного обору-

дования происходило к 20-23 суткам экспозиции, однако в посевах на среду Эндо 

и среду Сабуро рост микроорганизмов отсутствовал. 
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Рисунок 5.4.4 – Результаты посева смывов на МПА для определения общего микробного числа 

через 7 суток после обработки холодильного оборудования 
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Рисунок 5.4.5 –  Результаты посева смывов на среду Эндо для определения БГКП через 7 суток 

после обработки холодильного оборудования 
 

 

  

Рисунок 5.4.6 –  Результаты посева смывов на среду Сабуро для определения плесневых грибов 

через 7 суток после обработки холодильного оборудования 
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Таким образом, высокая антимикробная активность ПААГ-М в отношении 

широкого спектра микроорганизмов и высокая эффективность позволяет рассмат-

ривать его в качестве перспективного дезинфектанта для обработки оборудова-

ния, используемого в пищевом производстве. Для повышения эффективности 

действия препарата обрабоку рабочих поверхностей необходимо проводить каж-

дые 10 дней. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Ежегодно происходит увеличение количества устойчивых штаммов услов-

но-патогенных микроорганизмов, что приводит к снижению эффективности лече-

ния больных (Супотницкий, 2011; Туркутюков, 2011). Этому способствует несо-

блюдение принципов рациональной химиотерапии в стационарах, а также назна-

чение химиотерапевтических препаратов при отсутствии показаний и самолече-

ние (Сидоренко, 2002; Miller et al, 2001; Kato et al 2002). Кроме того, формирова-

нию полирезистентных штаммов также способствует возможность микроорга-

низмов к образованию биопленок, в составе которых бактерии и микроскопиче-

ские грибы защищены от действия антимикробных препаратов (Ермолов, 1998; 

Ильина и др., 2004; Афиногенова и др., 2011). Считается, что более 65% всех ин-

фекционных заболеваний обусловлены микроорганизмами, существующими в 

форме биоплёнок. Микробная биопленка – причина возникновения и развития 

очагов инфекции в стоматологии, кардиохирургии, урологии, ортопедии, гинеко-

логии. Кроме того с биопленками связано возникновение катетер-

ассоциированных инфекций, причиной которых становятся биопленки, развива-

ющиеся на различных изделиях медицинского назначения – катеторах, имплантах 

– при проведении инвазивных манипуляций. 

В последние годы ведутся активные разработки, целью которых является 

предупреждение развития микробных биопленок, а также ее дезорганизация, уни-

чтожение клеток-персистеров (Тец, 2007; Голуб, 2011; Compans et al., 2003; Ehr-

lich, 2003; Azeredo et al., 2008; Carson et al., 2010). 

Для решения проблемы, связанной с распространением антибиотикорези-

стентных штаммов микроорганизмов, требуется целенаправленный поиск новых 

химических соединений, обладающих антимикробной активностью в отношении 

как планктонных, так и биопленочных форм возбудителей. Высокой антимикроб-

ной активностью характеризуются полимерные соединения. В настоящее время 

создаются экспериментальные препараты, представляющие собой модифициро-

ванные полимерными соединениями аналоги современных антибиотиков, что 
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позволяет преодолеть возникшую к ним устойчивость микроорганизмов (Дьякова 

и др., 2012).  

Одним из перспективных полимерных соединений с высокой антимикроб-

ной активностью является полиазолидинаммоний, модифицированный гидрат-

ионами йода.  Ранее в работах Нечаевой О.В. с соавторами (2014, 2015) установ-

лено антимикробное действиие этого полимерного соединения в исходной полу-

ченной форме в отношении референс штаммов грамположительных и грамотри-

цательных бактерий, некоторых микроскопических грибов и вируса трансмиссив-

ного гастроэнтерита свиней. В этой связи необходимо было изучить зависимость 

антимикробных свойств вариантов ПААГ-М от их физико-химических характе-

ристик. Кроме того, для повышения эффективности синтетических химиотерапев-

тических антимикробных препаратов необходимо учитывать биологические осо-

бенности возбудителей инфекционных заболеваний, связанных, например, со 

строением их клеточной стенки.  

Учитывая вышеизложенное, нами был проведен анализ антимикробной ак-

тивности полимерного соединения ПААГ-М в зависимости от его физико-

химических характеристик в отношении условно-патогенных микроорганизмов.  

Из четырех вариантов ПААГ-М с разной длиной полимерной цепи в отно-

шении стандартных штаммов E.coli 113-13 и P.aeruginosa АТСС 27853 наиболь-

шую антимикробную активность проявили варианты с низкой молекулярной мас-

сой >100 и 100-200 кДа, а в отношении S. aureus 209Р – варианты с молекулярной 

массой 200-350 и 400-500 кДа. Особенности строения клеточной стенки грамот-

рицательных бактерий обуславливают их чувствительность к низкомолекулярным 

вариантам исследуемого полимера, поскольку благодаря наличию интегральных 

пориновых белков в клетку транспортируются химические соединения с невысо-

кой молекулярной массой и определенной пространственной конформацией. В 

отношении грамположительных бактерий большая активность высокомолекуляр-

ных вариантов полимера, вероятно, связана с более эффективной блокировкой 

функциональных групп клеточной стенки. 
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Низкая активность ПААГ-М отмечена в отношении стандартного штамма 

C.albicans 13108, что не позволило нам определить значения МПК и установить 

зависимость от длины полимерной цепи, что, вероятно, связно со сложностью 

проникновения химических соединений через плотную клеточную стенку грибов, 

содержащую хитин.  

Поскольку основным действующим началом в составе полимера являются 

гидрат-ионы йода, представляло интерес оценить зависимость антимикробной ак-

тивности от их содержания в составе полимера. Была установлена линейная зави-

симость повышения эффективности антимикробного действия ПААГ-М при по-

вышении концентрации гидрат-ионов йода. Кроме того, препараты с высоким со-

держанием гидрат-ионов йода характеризовались антимикотической активно-

стью, однако показатели значений МПК были высокими. 

Для повышения противогрибковой активности ПААГ-М представляло ин-

терес подобрать максимально эффективную концентрацию гидрат-ионов йода в 

составе полимера для создания препарата с высокой противогрибковой активно-

стью. В исследованиях использовали клинические штаммы C.albicans, 60 % кото-

рых были чувствительны к стандартным антибиотикам – флуконазолу и амфоте-

рицину B, а 40 % характеризовались устойчивостью к обоим препаратам. Вне за-

висимости от отношения к антимикотическим препаратам все клинические 

штаммы C.albicans проявляли высокую чувствительность к вариантам полимера, 

насыщенным гидрат-ионами йода. Наибольшая противогрибковая активность от-

мечена для вариантов полимера с концентрацией гидрат-ионов йода 250, 500 и 

1000 мкг/мл. Однако повышение содержания гидрат-ионов йода до 1500 мкг/мл 

приводило к резкому снижению антимикотических свойств полимера, что, оче-

видно, связано с ослаблением окислительной активности гидрат-ионов йода при 

взаимодействии с микробными клетками. 

В дальнейших исследованиях мы провели оценку влияния сублетальных 

концентраций ПААГ-М на адгезивные свойства микроскопических грибов, по-

скольку именно адгезия является первичным этапом взаимодействия микробных 

клеток с чувствительными клетками макроорганизма или инертными поверхно-
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стями изделий медицинского назначения. В исследованиях использовали стан-

дартный и клинические штаммы C.albicans, характеризующиеся исходно средне-

адгезивными и высокоадгезивными свойствами соответственно. Культивирование 

всех исследуемых штаммов микроскопических грибов с добавлением ПААГ-М 

приводило к снижению показателей ИАМ до неадгезивного уровня. Поскольку 

согласно литературным данным первичная адгезия микроскопических грибов 

происходит за счет гликопротеиновых фибрилл клеточной стенки, то, вероятно, 

обработка ПААГ-М приводит к их блокировке. 

Еще одним актуальным вопросом прикладной микробиологии и практиче-

ской медицины является проблема формирования микробных биопленок как в 

макроорганизме, так и на поверхности изделий медицинского назначения. Это 

приводит к росту устойчивости биопленочных форм микроорганизмов к дей-

ствию антимикробных препаратов, хронизации инфекционного процесса, а также 

развитию катетерассоциированных инфекций. Для повышения эффективности 

борьбы с микробными биопленками необходимо детальное изучение этапов их 

формирования. Поэтому нами была изучена динамика формирования микробных 

биопленок стандартыми и клиническими штаммами условно-патогенных микро-

организмов, а также их ассоциаций в условиях in vitro.  

Было установлено, что стандартный и клинические штаммы S. aureus имели 

сходную динамику при формировании биопленок в лунках иммунологических 

планшетов: максимальное связывание кристаллического фиолетового происходи-

ло через 24 часа культивирования биопленки, а затем интенсивность связывания 

снижалась, поскольку через 72 часа происходило критическое уменьшение коли-

чества питательных веществ в среде культивирования. 

Процесс формирования микробных биопленок у стандартного штамма         

P. aeruginosa отличался двухфазным характером накопления красителя, причем 

наличие первого пика связано, вероятно, со стадией созревания микробной био-

пленки к концу первых суток культивирования. Второй пик обусловлен использо-

ванием погибших клеток в качестве питательного субстрата, что компенсирует не-

достаток питательных веществ в среде к третьим суткам культивирования. 
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У клинических штаммов P. aeruginosa ввиду низкой метаболической актив-

ности отмечалась пролонгация стадии созревания биопленки, а максимальное 

накопление кристаллического фиолетового происходило к третьим суткам культи-

вирования. 

Максимальное накопление кристаллического фиолетового клиническими 

штаммами C. albicans происходило через 24 часа культивирования, а через 48 и 72 

часа наблюдался резкий спад в накоплении красителя, что, возможно, связано с 

лимитирующим воздействием токсических продуктов метаболизма. 

При оценке динамики формирования микробных биопленок ассоциацией   

условно-патогенных микроорганизмов было отмечено максимальное накопление 

кристаллического фиолетового также к концу первых суток культивирования. 

Так как предыдущие исследования позволили выявить, что обработка мик-

робных клеток ПААГ-М приводит к снижению адгезивной активности микроор-

ганизмов, нами были проведены исследования по изучению влияния сублеталь-

ных концентраций полимера на процесс формирования микробных биопленок в 

условиях in vitro. Для этого опытные лунки иммунологических планшетов пред-

варительно обрабатывали 0,5 % раствором ПААГ-М. Было установлено, что об-

работка лунок планшета полимером приводила к резкому снижению интенсивно-

сти связывания кристаллического фиолетового как всеми исследованными услов-

но-патогенными микроорганизмами, так и их ассоциациями, что свидетельство-

вало о нарушении процесса пленкообразования. 

С целью предупреждения развития микробных биопленок на поверхностях 

изделий медицинского назначения рядом авторов предлагается использование 

химических соединений, нарушающих различные этапы их формирования (Carson 

et al., 2010). В исследования провели оценку возможности использования ПААГ-

М в качестве антибиопленочного препарата. Микробные биопленки формировали 

на поверхности фрагментов полиуретанового уретрального катетера, опытные об-

разцы которого были обработаны 0,5 % раствором полимера. Методами атомно-

силовой микроскопии было показано, что предварительная обработка катетера 

ПААГ-М приводила к выраженной дисперсии микробных биопленок всех иссле-
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дованных микроорганизмов, а также их ассоциаций и разрушению полисахарид-

ного матрикса.  

Широкий спектр антимикробного действия и высокая эффективность 

ПААГ-М явились обоснованием для создания биологически активных препаратов 

на его основе. Нами была изучена регенеративная активность препарата, содер-

жащих наноагрегаты флавоноидов, стабилизированных полимером, на модели 

экспериментальных полнослойных гнойных ран. Было установлено, что обработ-

ка раневых дефектов исследуемым препаратом приводила к достоверному сокра-

щению их площади и сокращению сроков заживления в 2,2 раза по сравнению с 

контролем.  

Для оценки влияния этого препарата на метаболические процессы в орга-

низме экспериментальных животных определяли биохимические показатели уг-

леводного, белкового, липидного и минерального обмена. Было установлено, что 

обработка экспериментальных гнойных ран препаратом, содержащим стабилизи-

рованные ПААГ-М наноагрегаты флавоноидов, не вызывало достоверных изме-

нений показателей основных метаболических процессов, что свидетельствовало 

об отсутствии признаков интоксикации в организме экспериментальных живот-

ных. 

С целью обоснования применения исследуемого полимерного соединения в 

качестве дезинфицирующего средства была проведена обработка холодильных 

камер, используемых на различных технологических этапах при производстве 

колбасных изделий на производственной базе компании «Генеральские колбасы». 

Было установлено, что изначально обильно обсемененные поверхности после об-

работки препаратом, содержащим 1% раствор ПААГ-М, сохраняли стерильность 

в течение недели при обычном режиме работы предприятия. Единичные колонии 

микроорганизмов появились в смывах, полученных после 10-14 дней экспозиции, 

а достоверно значимое увеличение количества КОЕ происходило только через 20-

23 дня после обработки.  

Исследования активности ПААГ-М в отношении фитопатогенных микроор-

ганизмов позволило установить их чувствительность к исследуемому препарату, 
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особенно выраженную для бактериальных патогенов: так для P. carotovorum и      

X. campestris, значения МПК составили 8 мкг/мл, а для R. radiobacter – 32 мкг/мл. 

Для фитопатогенных грибов ингибирующие концентрации ПААГ-М были выше и 

составили для F. tricinctum 125 мкг/мл, а для P. fungicola и A. tubingensis – 250 мкг/мл.  

Полученные результаты позволили рассматривать ПААГ-М в качестве пер-

спективного дезинфиктанта для обработки контаминированных поверхностей. 

Таким образом, высокая антимикробная активность ПААГ-М в отношении 

как планктонных форм условно-патогенных микроорганизмов, так и их биопле-

нок, а также в отношении фитопатогенных бактерий и грибов открывает перспек-

тивы его использования в качестве эффективного антисептического и дезинфици-

рующего средства. Повышение эффективности и избирательности действия пре-

паратов на основе ПААГ-М связано с возможностью использования вариантов 

полимера с различными физико-химическими характеристиками. Препараты, со-

держащие наноагрегаты флавоноидов, стабилизированные ПААГ-М, могут рас-

сматриваться в качестве высокоэффективных комплексных средств с высокой ре-

генерирующей и антимикробной активностью для лечения как неосложненных, 

так и гнойных ран. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. Установлена зависимость проявления антимикробной активности полиа-

золидинаммония, модифицированного гидрат-ионами йода, от его физико-

химических характеристик: в отношении грамотрицательных бактерий наиболь-

шую активность проявили варианты ПААГ-М с низкой молекулярной массой по-

лимерной цепи (˃100 и 100-200 кДа), а в отношении грамположительных бакте-

рий – варианты с большей молекулярной массой (200-350 и 400-500 кДа). Дей-

ствие ПААГ-М в отношении клеток микроскопических грибов не зависело от его 

молекулярной массы. 

2. Выявлена прямая зависимость антимикробной активности полиазолиди-

наммония, модифицированного гидрат-ионами йода, от концентрации в его со-

ставе гидрат-ионов йода в отношении условно-патогенных микроорганизмов. По-

казана высокая чувствительность фитопатогенных микроорганизмов к исследуе-

мому полимеру, наиболее выраженная в отношении бактериальных видов. 

3. Установлено снижение адгезивной способности клеток микроскопиче-

ских грибов в результате их обработки 0,5%-ным раствором полимера, что обес-

печивало нарушение процесса формирования in vitro микробных биопленок 

условно-патогенных бактерий и микроскопических грибов при действии полиазо-

лидинаммония, модифицированного гидрат-ионами йода. 

4. Обработка экспериментальных гнойных ран лабораторных животных 

препаратом, содержащим полиазолидинаммоний, модифицированный гидрат-

ионами йода и наноагрегаты флавоноидов, приводила к сокращению сроков их 

заживления в 2,2 раза по сравнению с необработанными ранами, и не влияла на 

основные показатели углеводного, белкового, липидного и минерального обмена 

организма животных. 

5. Использование 1 % раствора полиазолидинаммония, модифицированного 

гидрат-ионами йода, при обработке поверхности холодильных камер, используе-

мых на различных технологических этапах пищевого производства, приводило к 
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сохранению их стерильности в течение недели при обычном режиме работы 

предприятия. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

 

АБП – антибактериальные препараты 

АЛТ – аланиниаминотрансфераза 

АСТ – аспартатаминотрансфераза 

БГКП – бактерии группы кишечных палочек 

ИФ – индекс ферментемии 

ИАМ – индекс адгезии микроорганизмов  

КК – креатинкиназа 

МАФАнМ – мезофильные аэробные и факультативно-анаэробные               

микроорганизмы 

КОЕ – колониеобразующая единица 

КФ – кислая фосфатаза 

ЛДГ – лактатдегидрогеназа  

М.к. – микробные клетки 

МПА – мясо-пептонный агар 

МПБ – мясо-пептонный бульон  

МПК – минимальная подавляющая концентрация  

ПСБ – пенициллинсвязывающие белки  

ПААГ–М – полиазолидинаммоний, модифицированный гидрат ионами йода 

ЩФ – щелочная фосфатаза  

LD50 – средняя летальная доза  

MRS – метициллинрезистентные стафилококки 

MSS – метициллинчувствительные стафилококки 
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