
34

Бактериология, 2019, том 4, №1, с. 34–43
Bacteriology, 2019, volume 4, No 1, p. 34–43 

DOI: 10.20953/2500-1027-2019-1-34-43 

Сравнительное изучение антибактериальной 
активности бактериофага PA5 и полимиксина 
на модели летальной синегнойной инфекции 
у мышей
А.И.Борзилов, О.В.Коробова, Т.И.Комбарова, В.П.Мякинина,  
В.М.Красильникова, В.В.Верёвкин, Н.В.Воложанцев 

ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, 
Оболенск, Московская область, Российская Федерация

Распространение бактерий с множественной лекарственной устойчивостью является серьезной проблемой практиче-
ского здравоохранения. Эра эффективного использования классических антибиотиков в борьбе с бактериальными 
инфекциями уходит в прошлое. В настоящее время ведутся интенсивные поиски комбинированной антибиотикотера-
пии и новых антибактериальных препаратов, альтернативных антибиотикам. Заслуженный интерес у исследователей 
вызывают бактериофаги – вирусы бактерий, способные лизировать как антибиотикочувствительные, так и антибио-
тикорезистентные штаммы бактерий. В нашей работе мы исследовали лечебно-профилактическую эффективность 
литического бактериофага PA5 на двух моделях летальной синегнойной инфекции у мышей линии BALB/c – первич-
ного сепсиса и инфекции мягких тканей бедра. Полученные результаты показали, что при внутрибрюшинном введении 
фага в дозе 108 БОЕ в режиме профилактики выживаемость мышей с первичным синегнойным сепсисом достигает 
100%. При фаготерапии через 1,5 ч после инфицирования и далее в течение 5 дней лечебный эффект достигался 
в 70–80% случаев. Использование фага РА5 для профилактики и лечения синегнойной инфекции бедра не дало поло-
жительного терапевтического эффекта: все животные, зараженные внутримышечно культурой P. aeruginosa PAO1 или 
P. aeruginosa B1304, умирали на 1–6-е сутки. В то же время полимиксин B (10 мг/кг, 2 р/сут, 5 дней) защищал от гибе-
ли 100% мышей с первичным сепсисом и инфекцией мягких тканей бедра. 
Таким образом, по антибактериальной активности in vivo бактериофаг PA5 близок к антибиотику полимиксину, 
но только при профилактике и лечении синегнойного сепсиса у мышей. Фаг РА5 неэффективен при терапии летальной 
синегнойной инфекции бедра, тогда как антибиотик излечивает 100% мышей, инфицированных культурами штаммов 
P. aeruginosa PAO1 или P. aeruginosa B1304.
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The spread of multiple drug resistant bacteria is a serious problem in practical healthcare. The era of effective use of classical 
antibiotics to combat bacterial infections is a thing of the past. Currently, intensive search for combined antibiotic therapy as 
well as novel alternative antimicrobials is underway. Of particular scientific interest are bacteriophages, bacterial viruses, 
capable of lysing both antibiotic-susceptible and -resistant bacterial strains. We studied a therapeutic – and- prophylactic effect 
of the lytic phage PA5 using two models of Pseudomonas aeruginosa lethal infection, primary sepsis and femoral soft tissue 
infection, in BALB/c mice. The preventive i/p injection of the phage at 108 PFU to mice with P. aeruginosa sepsis resulted in the 
100% survival of the mice. The 5-day therapeutic injection of the phage provided a therapeutic effect 1.5h after infection 
in 70–80% of cases. The phage PA5 used for preventing or treating Pseudomonas aeruginosa femoral soft tissue infection did 
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Г рамотрицательные бактерии Pseudomonas aeruginosa 
являются одной из основных причин внутрибольничных 

инфекций [1]. Они способны вызывать как локализованные, 
так и системные инфекции, включая гнойные воспаления 
ожоговых ран, пневмонию, абдоминальные инфекции, хро-
нические язвы и сепсис [2–5]. Наибольшему риску синегной-
ной инфекции подвержены люди с иммунодефицитом [1]. 
Наиболее часто синегнойная инфекция встречается в отде-
лениях интенсивной терапии, где ее доля среди бактериаль-
ных инфекций составляет от 8 до 20% [2–4]. По некоторым 
данным, P. aeruginosa является причиной 16% нозокомиаль-
ных пневмоний, 10% инфекций мочевыводящих путей, 10% 
послеоперационных инфекций и 4% бактериемий [5]. Этио-
тропная терапия инфекций, вызываемых синегнойной 
палочкой, включает, как правило, использование β-лактам-
ных антибиотиков, аминогликозидов, фторхинолонов, 
макролидов и колистина [6–9]. Широкое использование раз-
личных антибактериальных препаратов нередко приводит 
к появлению штаммов P. aeruginosa, устойчивых к лекарст-
венным средствам [10–14], что затрудняет лечение синег-
нойной инфекции и ухудшает ее прогноз. Способность бак-
терий P. aeruginosa формировать биопленки также снижает 
эффективность антибиотикотерапии [15, 16].

В связи с этим в настоящее время ведутся поиск эффек-
тивных схем комбинированного применения антибиотиков и 
разработка новых антипсевдомонадных препаратов, альтер-
нативных антибиотикам [12, 17–19]. Одной из перспектив-
ных альтернатив антибиотикам являются вирусы бактерий 
(бактериофаги). В научных источниках встречается много 
сообщений о положительных результатах применения лити-
ческих бактериофагов для профилактики и лечения различ-
ных инфекций у лабораторных животных [20–24], в том 
числе вызываемых синегнойной палочкой [25–27]. 

Для оценки лечебной эффективности антибактериальных 
средств, направленных против P. aeruginosa, используют 
различные животные модели синегнойной инфекции. Одной 
из наиболее популярных является модель эксперименталь-
ной легочной инфекции мышей [17, 28–30]. В качестве экс-
периментальных животных используют инбредных и аут-
бредных иммунокомпетентных или иммунодепрессивных 
мышей. В качестве возбудителя экспериментальной синег-
нойной легочной инфекции часто выбирают общеизвестный 
штамм P. aeruginosa РАО1 или какой-либо клинический 
штамм. Заражающая доза патогена варьирует от 5 × 106 до 
5 × 108 КОЕ. 

Некоторые авторы описывают и успешно применяют 
на практике модели раневой синегнойной инфекции [31] и 
сине гнойной инфекции мягких тканей бедра [30, 32–34]. Для 
моделирования термической раны кожных покровов исполь-
зуют иммунокомпетентных животных, для воспроизведения 
инфекции бедра – мышей с индуцированной лейкопенией. 
Инфицированную рану кожных покровов получают путем 
аппликации культуры патогена на ожоговую поверхность. 
Инфекцию бедра воспроизводят путем введения культуры 
синегнойной палочки в бедренную мышцу мышей в дозе 
5 × 105–5 × 106 КОЕ. 

Эффективность противопсевдомонадных препаратов 
тести руют и на модели летального сепсиса у мышей [35]. 
Для подавления иммунитета мышам вместе с культурой 
пато гена внутрибрюшинно вводят 5% муцин. В этом случае 
клетки P. aeruginosa быстро диссеминируют в организме по-
допытных животных, колонизируя паренхиматозные органы 
и вызывая бактериемию. Животные погибают в течение 
трех суток после заражения. Сепсис моделируют и на имму-
нокомпетентных мышах, однако в этом случае используют 
более вирулентные клинические штаммы, а заражающую 
дозу P. aeruginosa увеличивают до 107 КОЕ [36].

Цель работы – изучить антибактериальную активность 
in vivo бактериофага РА5 в экспериментах по лечению 
острого синегнойного сепсиса и синегнойной инфекции 
бедра у мышей, вызываемых культурами штаммов 
P. aeruginosa PAO1 и P. aeruginosa B1304.

Материалы и методы

Бактериальные культуры
Для моделирования экспериментальной синегнойной 

инфек ции использовали культуры штаммов P. aeruginosa из 
Государственной коллекции патогенных микроорганизмов и 
клеточных культур «ГКПМ-Оболенск» – PAO1 (кат. № B-168) 
и B1304 (кат. № В-7708). Оба штамма чувствительны in vitro 
к цефтазидиму, цефепиму, имипенему, гентамицину, ципро-
флоксацину и полимиксину B. P. aeruginosa B1304 устойчив 
к цефотаксиму и доксициклину. Штамм P. aeruginosa РАО1 
обладал промежуточной устойчивостью к цефотаксиму, 
амикацину и был нечувствителен к доксициклину. 

Питательные среды, антибиотики
Для культивирования штаммов синегнойной палочки 

исполь зовали плотную питательную среду №1 ГРМ произ-
водства ФБУН ГНЦ ПМБ.

not produce a positive therapeutic effect, leading to death of all animals i/m infected with P. aeruginosa PAO1 or P. aeruginosa 
B1304 culture at day 1 or 6. Meantime polymyxin B (10 mg/kg, twice a day for 5 days) saved mice with sepsis or femoral soft 
tissue infection in 100% of cases.
Results conclude that the phage PA5 antibacterial activity in vivo is similar to that of polymyxin, but just in preventing and 
treating Pseudomonas aeruginosa sepsis in mice. The phage is ineffective in treating Pseudomonas aeruginosa lethal 
femoral infection, while the antibiotic cures mice infected with P. aeruginosa PAO1 or P. aeruginosa B1304 cultures in 100% 
of cases.
Key words:  Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas aeruginosa infection, mice, bacteriophages,  

phage therapy, polymyxin B
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LB-бульон (Hi-Media, Индия) использовали для наработки 
бактериофага РА5.

Веллобактин-В/Полимиксин-В («Бхарат Сирамс энд 
Ваксинс Лимитед», Индия) использовали в качестве эффек-
тивного антибиотика в экспериментах по лечению экспери-
ментальной синегнойной инфекции.

Выделение бактериофага РА5
Препарат бактериофага РА5 готовили из лизата бульон-

ной культуры штамма P. aeruginosa 1304. Культуру синегной-
ных бактерий выращивали в LB-бульоне при температуре 
37°C до логарифмической фазы роста. Затем добавляли 
бактериофаг в соотношении 1:10 по объему и продолжали 
инкубировать до полного просветления культуры. В фаголи-
зат вносили хлористый натрий до концентрации 1 М, инкуби-
ровали 2 ч в водяной бане при температуре 0°С и центрифу-
гировали (15 000 ×g, 10 мин при температуре 4°С). В супер-
натант добавляли полиэтиленгликоль (ПЭГ) 8000 до концен-
трации 10% и инкубировали 2 ч в водяной бане при темпе-
ратуре 0°С. Бактериофаги осаждали центрифугированием 
при 39 000 ×g в течение 10 мин при температуре 4°С. Осадок 
тщательно высушивали при комнатной температуре и суспен-
дировали в физиологическом растворе. Титр фаговых час-
тиц в препарате определяли методом Грациа [37].

Лабораторные животные 
В экспериментах in vivo в качестве модельных животных 

использовали белых мышей линии BALB/c (самцы/самки, 
18–22 г), выращенных в питомнике ФБУН ГНЦ ПМБ. 
Животных содержали в стандартных условиях в соответ-
ствии с международными нормами и требованиями. Мыши 
имели свободный доступ к воде и корму (ООО «Лабора-
торкорм», Москва).

Животных размещали в поликарбонатных клетках Lab 
Products Inc. (США) группами не более шести особей в каж-
дой и проводили ежедневное ветеринарное наблюдение 
за ними. 

Моделирование синегнойного сепсиса у мышей
Бактериальные культуры готовили на физиологическом 

растворе, содержащем 2,5% муцин. Заражающие дозы 
штаммов РАО1 и В1304 составляли 10 ЛД50, что соответ-
ствовало ~8 × 104 КОЕ и ~6 × 105 КОЕ. Взвеси штаммов 
P. aeruginosa вводили мышам внутрибрюшинно в объеме 
0,5 мл.

 Моделирование синегнойной инфекции  
мягких тканей бедра у мышей
Бедренную синегнойную инфекцию воспроизводили на 

мышах линии BALB/c с индуцированным иммунодефицитом. 
Для этого животным дважды вводили циклофосфамид 
(100 мг/кг, внутрибрюшинно) за 4 и 1 сут до заражения. 
Инокуляты культур синегнойной палочки вводили внутримы-
шечно (в левое бедро) в дозе 30 ЛД50: 3,3 × 105 КОЕ штамма 
P. aeruginosa РАО1 и 1,9 × 105 КОЕ штамма P. aeruginosa 
B1304. Вводимый объем инокулята – 50 мкл.

Бактериологический анализ биологических образцов
Обсемененность органов и тканей мышей бактериями 

P. aeruginosa определяли количественным методом с под-
счетом числа клеток патогена в 1 г/мл образца. Для этого 
животных эвтаназировали углекислым газом, затем вскры-
вали в асептических условиях и отбирали печень и селезен-
ку целиком. Паренхиматозные органы взвешивали, а затем 

перетирали пестиком в стерильных фарфоровых ступках 
с добавлением кварцевого песка. В гомогенизаты добавля-
ли стерильный физиологический раст вор (1–3 мл) и пере-
мешивали до получения однородной суспен зии. Полученные 
суспензии (цельные и их десятикратные разведения) высе-
вали на поверхность плотной питательной среды. Образцы 
крови получали пункцией сердца эвтаназированных живот-
ных и смешивали с 3,7% цитратом натрия в соотношении 3:1. 
Кровь высевали на питательный агар ex tempore. По севы 
инкубировали при температуре 37°С в течение 24 ч.

Лечение экспериментального синегнойного сепсиса
Мышей линии BALB/c, инфицированных внутрибрюшинно 

культурами штаммов P. aeruginosa РАО1 и P. aeruginosa 
B1304, рандомизировали на равные экспериментальные и 
контрольные группы по 10 животных в каждой. Мышам из 
первой экспериментальной группы вводили бактериофаг 
РА5 внутрибрюшинно однократно в количестве 5 × 108 БОЕ 
за 1 ч до заражения (группа профилактики). Вторая группа 
животных получала препарат фага в той же дозе дважды 
в день на протяжении 5 сут. Лечение начинали через 1,5 ч 
после заражения синегнойной инфекцией. Третьей группе 
животных назначали подкожные инъекции полимиксина 
в дозе 10 мг/кг дважды в сутки. Лечение начинали через 
1,5 ч после инфицирования и продолжали в течение 5 дней. 
Контрольная группа животных никаких антибактериальных 
препаратов не получала. 

Наблюдение за животными вели в течение 14 дней с мо-
мента заражения, отмечая случаи гибели животных. В конце 
указанного срока выживших мышей исследовали на носи-
тельство бактерий P. aeruginosa РАО1 и P. aeruginosa B1304.

 Лечение экспериментальной  
синегнойной инфекции бедра
Мышей линии BALB/c с индуцированным иммуноде-

фицитом и инфицированных в левое бедро культурами 
P. aeruginosa РАО1 или P. aeruginosa B1304 делили 
на 4–5 экспериментальных групп случайным образом. 
Животные из 1-й группы за 1 ч до инфицирования однократ-
но внутрибрюшинно получали фаг PA5 в дозе 1 × 108 БОЕ 
(группа профилактики). Животных из 2-й группы начинали 
лечить бактериофагом РА5 через 1,5 ч после заражения 
дважды в день в течение 5 сут. Разовая доза фага состав-
ляла 1 × 108 БОЕ внутрибрюшинно. Мышам из 3-й группы 
давали фаг РА5 по той же схеме, но препарат вводили под-
кожно (только в случае штамма P. aeruginosa B1304). 
Бакте риофаг вводили внутрибрюшинно в объеме 0,5 мл, 
а подкожно – 0,2 мл. Животным из 4-й группы в течение 
5 дней после заражения назначали полимиксин В (10 мг/кг) 
дважды в сутки подкожно в объеме 0,2 мл. Контрольная 
группа мышей не получала антибактериальных препа-
ратов. В течение 2 нед после заражения контролировали 
гибель животных в группах. В конце эксперимента оценива-
ли обсемененность паренхиматозных органов выживших 
животных бактериями P. aeruginosa РАО1 и P. aeruginosa 
B1304.

Статистические методы
Статистическую обработку результатов (вычисление 

средних арифметических значений и стандартного отклоне-
ния) проводили с использованием статистических ресурсов 
программы Microsoft Excel 2010 и Statistica 10.
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Результаты и обсуждение

Характеристика бактериофага РА5
Бактериофаг PA5 выделен из сточных вод (г. Серпухов, 

Московская обл.) и депонирован в Государственную коллек-
цию патогенных микроорганизмов и клеточных культур 
«ГКПМ-Оболенск» (кат. № Ph-88).

На газоне индикаторных штаммов P. aeruginosa фаг об-
разует прозрачные негативные колонии диаметром 1–2 мм. 
Фаголизат, полученный при размножении бактериофага PA5 
на клетках штамма P. aeruginosa В1304, устойчив к хлоро-
форму и чувствителен к нагреванию (при температуре 55°С 
фаговые частицы инактивируются в течение 15 мин). Фаг 
хорошо сохраняется в лиофильно высушенном состоянии 
при температуре 4–8°С. Титр бактериофага PA5 при размно-
жении на жидких и плотных питательных средах составляет 
около 1010 бляшкообразующих единиц (БОЕ) в 1 мл фаголи-
зата. Бактериофаг PA5 обладает достаточно широким спек-
тром активности: лизирует около 30% клинических штаммов 
P. aeruginosa (N = 46), выделенных в различных стационарах 
лечебных учреждений (Серпухов, Челябинск, Вологда, 
Москва). 

Определена полная нуклеотидная последовательность ге-
нома бактериофага PA5 (GenBank: KY000082). Геном пред-
ставлен линейной двунитевой ДНК размером 66 182 пары 
оснований (содержание G/C-пар – 55,5%), включает 101 откры-
тую рамку считывания (ORF), кодирующую 24% белков 
с предсказанными функциями (структурные белки капсида 
и хвостового аппарата, ферменты метаболизма ДНК, ком-
поненты системы упаковки ДНК в капсид и лизиса бакте-
риальной клетки) и 76% гипотетических пептидов с неуста-
новленными функциями. В геноме фага не выявлены гены 
резистентности к антибиотикам и какие-либо известные 
детер минанты вирулентности бактериальных патогенов. 
На основании данных секвенирования ДНК и сравнительно-
го геномного анализа бактериофаг PA5 отнесен к вирусам 
семейства Myoviridae, группе неклассифицированных фагов 
рода Pbunavirus (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/
Browser/wwwtax.cgi?id=1913570).

Развитие летального синегнойного сепсиса у мышей
Результаты изучения динамики развития сепсиса в орга-

низме мышей линии BALB/c показали, что уже через 1,5 ч 
наблюдается интенсивная диссеминации патогена. Концен-
трация клеток P. aeruginosa PAO1 в селезенке, печени и 
легких составляла в среднем 6,3 × 103, 6,8 × 103 и 3 × 103 КОЕ/г 
соответственно (рис. 1A). В последующие 12 ч уровень  
обсемененности этих органов бактериями P. aeruginosa воз-
растал на три порядка и достигал значений 6,8 × 106, 
5,1 × 106 и 2,7 × 106 КОЕ/г. Бактериемия у инфицированных 
животных также быстро прогрессировала. Через 1,5 ч после 
заражения количество клеток синегнойной палочки в 1 мл 
крови в среднем равнялось 122 КОЕ/мл, а через 12 ч –  
1,7 × 105 КОЕ/мл.

Введение мышам культуры штамма P. aeruginosa В1304 
также приводило к быстрой диссеминации клеток патогена 
в организме животных. Через 1,5 ч после инфицирования 
уровень содержания синегнойной палочки в селезенке, пече-
ни и легких составлял 1,8 × 104, 2,8 × 104 и 9,2 × 103 КОЕ/г 
соответственно (рис. 1Б). По истечении 12 ч экспери мен-
тальной инфекции концентрация клеток патогена в этих 
орга нах увеличивалась до 1,7 × 107, 1,3 × 107 и 1,2 × 107 КОЕ/г 
соответственно. Септицемия у инфицированных мышей 
быст ро прогрессировала в период с 1,5 до 12 ч после зара-
жения, возрастая с 1,2 × 103 до 1,1 × 106 КОЕ/мл. Все мыши, 
инфицированные культурой P. aeruginosa В1304, погибали в 
течение суток на фоне выраженного синегнойного сепсиса, 
что подтверждалось результатами бактериологического ис-
следования.

 Эффективность лечения летального  
синегнойного сепсиса у мышей
Результаты экспериментов по профилактике и лечению 

летального синегнойного сепсиса у мышей линии BALB/c, 
обусловленного внутрибрюшинным заражением культурами 
штаммов P. aeruginosa РАО1 и P. aeruginosa B1304 в дозе 
10 ЛД50, показали высокую специфическую активность 
бакте риофага РА5. При однократном введении фага мышам 
за час до инфицирования (профилактика) все животные 
оставались живыми на протяжении всего срока наблюде-
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Рис. 1. Динамика колонизации клетками P. aeruginosa организма мышей после внутрибрюшинного введения в дозе 10 ЛД50.
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ния (рис. 2). В то же время 100% мышей из контрольных 
групп умирали в течение суток. Все выжившие животные не 
были носителями бактерий P. aeruginosa PAO1 и P. aeruginosa 
B1304. Количественный бактериологический анализ печени, 
селезенки, легких и крови мышей дал отрицательный 
резуль тат.

Применение фага РА5 в режиме лечения (начало фаготе-
рапии через 1,5 ч после заражения) оказывало меньший 
эффект. Фаг защищал от гибели 80% мышей, инфицирован-
ных штаммом РАО1, и 70% мышей, зараженных штаммом 
В1304. Животные погибали в период со вторых по седьмые 
сутки. В органах погибших мышей была выявлена культура 
возбудителя синегнойной инфекции. В этих же органах был 
обнаружен в большом количестве фаг РА5.

В результате лечения бактериофагом РА5 у 4 из 8 выжив-
ших мышей была выявлена культура P. aeruginosa PAO1 
в селезенке и печени. Концентрация клеток патогена в этих 
органах варьировала от 1,5 × 103 до 8,1 × 105 КОЕ/г (табли-
ца). Культура, выделенная из органов мышей, была устойчи-
ва к литическому действию бактериофага РА5. 

Несмотря на то что фаг РА5 в режиме лечения защищал 
от гибели только 70% мышей, зараженных штаммом 
P. aeruginosa B1304, он более эффективно санировал орга-
низм животных. Все выжившие мыши были свободны от воз-
будителя экспериментальной инфекции.

Пятидневный курс антибиотикотерапии летального синег-
нойного сепсиса полимиксином дал абсолютный лечебный 
результат. Все мыши к концу срока наблюдения были живы 
и не являлись носителями P. aeruginosa PAO1 и P. aeruginosa 
B1304.

 Развитие летальной синегнойной  
инфекции бедра у мышей
Исследование динамики развития данной инфекции 

на примере штамма P. aeruginosa В1304 показало, что рас-
пространение клеток патогена в организме мышей начина-
ется через некоторое время после внутримышечного зара-
жения (рис. 3). Бактериологический анализ органов и тканей 
мышей, проведенный через 1,5 ч после инфицирования, по-
казал наличие патогена только в месте введения. Кон цен-
трация клеток P. aeruginosa В1304 в месте инъекции в это 
время составляла 2 × 105 КОЕ/г.

В течение первых 3 ч после заражения инфекция в основ-
ном локализовалась в мышечной ткани левого бедра, а затем 
происходило размножение синегнойной палочки в очаге 
воспаления, и через 36 ч ее количество в левом бедре 
дости гало в среднем 1,4 × 109 КОЕ/г. 

В селезенке единичные клетки P. aeruginosa В1304 были 
выявлены через 3 ч после инфицирования у 40% мышей, 
а через 5 ч уже у 100% мышей селезенка была обсеменена 
возбудителем (от 6,0 × 102 до 1,4 × 103 КОЕ/г). Через 1,5 сут 
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Рис. 2. Эффективность бактериофага PA5 и полимиксина В при терапии экспериментального синегнойного сепсиса у мышей линии 
BALB/c (n = 10), вызванного внутрибрюшинным введением культур P. aeruginosa PAO1 и P. aeruginosa B1304 в дозе 10 ЛД50.

Таблица. Обсемененность печени, селезенки, легких и крови выживших мышей бактериями P. aeruginosa на 14-е сутки после 
внутрибрюшинного заражения в дозе 10 ЛД50 и последующего лечения

Группа Выжившие, % Санированные, % Носители 
P. aeruginosa, %

Количество клеток P. aeruginosa PAO1, LOG 10 КОЕ/г (мл)*
селезенка печень легкие кровь

P. aeruginosa PAO1
РА5, профилактика 100 100 0 0 (10/10)** 0 (10/10) 0 (10/10) 0 (10/10)
РА5, лечение 80 40 40 4,8 ± 1,6 (4/8) 4,4 ± 1,7 (4/8) 0 (8/8) 0 (8/8)
Полимиксин 100 100 0 0 (10/10) 0 (10/10) 0 (10/10) 0 (10/10)

P. aeruginosa B1304
РА5, профилактика 100 100 0 0 (10/10)** 0 (10/10) 0 (10/10) 0 (10/10)
РА5, лечение 70 70 0 0 (7/7) 0 (7/7) 0 (7/7) 0 (7/7)
Полимиксин 100 100 0 0 (10/10) 0 (10/10) 0 (10/10) 0 (10/10)

*Среднее значение и стандартное отклонение. 
**Соотношение количества мышей с данным результатом бактериологического анализа к общему числу выживших животных.
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обсемененность ткани селезенки клетками P. aeruginosa 
В1304 возрастала в среднем до 2,5 × 107 КОЕ/г.

Бактериемия появлялась у 40% мышей через 3 ч после 
инфицирования и постепенно нарастала, достигая макси-
мального уровня к 36 ч – 1,2 × 104 КОЕ/г.

 Эффективность лечения летальной  
синегнойной инфекции бедра у мышей
Хороший лечебно-профилактический эффект бактерио-

фага РА5, полученный при экспериментальной терапии 
леталь ного синегнойного сепсиса у мышей, не повторился, 
фаготерапия инфекции мягких тканей бедра оказалась 
неэф фективной. Все мыши, инфицированные культурой 
штамма P. aeruginosa В1304 в дозе 30 ЛД50 и получавшие 
бактериофаг РА5 в качестве профилактики (за 1 ч до зара-
жения), умерли в течение 3 сут (рис. 4). 

Фаготерапию и антибиотикотерапию синегнойной инфек-
ции бедра у мышей начинали в ранние сроки инфекции, 
когда возбудитель локализовался только в месте введения 
(мышцах левого бедра), а бактериемии не наблюдалось. 
Пятидневный курс лечения фагом РА5 не дал положитель-
ного результата: все животные пали ко 2-м суткам наблюде-
ния. Средний срок гибели (ССГ) cоставил 1,8 сут. При пятид-
невном подкожном введении препарата бактериофага также 
наблюдалась гибель 100% животных, но в этом случае ССГ 
увеличивался до 3,1 сут. Мыши из контрольной группы 
(без лечения) погибали в течение первых двух дней сине-
гнойной инфекции бедра. Из селезенки, печени, крови и 
тканей левого бедра всех павших животных была выделена 
культура синегнойной палочки. 

Лечение экспериментальной синегнойной инфекции 
бедра полимиксином было эффективным. На 14-й день 
после заражения выживаемость мышей, получавших анти-
биотик, составила 100%. Бактериологическое исследование 
печени, селезенки, крови и мягких тканей левого бедра 
(места введения культуры синегнойной палочки) выживших 
мышей не выявило культуры P. aeruginosa В1304. 

Экспериментальная синегнойная инфекция бедра у мышей, 
вызываемая внутримышечным введением летальной дозы 
(30 ЛД50) штамма P. aeruginosa РАО1, также не подда валась 
фаготерапии (рис. 4). Все животные из групп про филактики 
и лечения умирали в течение 3 сут после зара жения, а все 
контрольные животные погибали в период 24–48 ч. С другой 
стороны, антибиотикотерапия инфекции дала положитель-
ный результат. Через две недели после инфицирования 
100% животных оставались живыми и не являлись носителя-
ми P. aeruginosa РАО1. 

Для сравнительного изучения терапевтической эффек-
тивности бактериофага PA5 и полимиксина В мы исполь-
зовали две модели синегнойной инфекции, поскольку 
P. aeruginosa способна вызывать различные патофизио-
логические изменения в организме хозяина в зависимости 
от локализации патогена. Мы выбрали модель острого сеп-
сиса и инфекцию мягких тканей бедра, которые заканчива-
ются быстрой гибелью экспериментальных животных. 
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Рис. 3. Диссеминация клеток P. aeruginosa В1304 в организме 
мышей после внутрибрюшинного введения в дозе 30 ЛД50. 
На диаграмме представлены средние значения и стандартные от кло-
нения концентрации синегнойной палочки в селезенке, мышцах лево-
го бедра и крови инфицированных мышей линии BALB/c. В дро би 
указано соотношение количества мышей с положительным бакте-
риологическим результатом к общему числу животных в группе. 
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Рис. 4. Лечебная эффективность бактериофага PA5 и полимиксина при профилактике и лечении летальной инфекции у иммуноде-
фицитных мышей BALB/c, вызванной внутримышечным введением 30 ЛД50 культуры P. aeruginosa.
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Летальные модели инфекции позволяют наглядно оценить 
активность различных антимикробных препаратов in vivo по 
выживаемости подопытных животных. 

В качестве инфекционных агентов использовали широко 
применяемый штамм P. aeruginosa РАО1 и клинический изо-
лят – P. aeruginosa В1304. Мышей линии BALB/c заражали 
культурами этих штаммов в относительно невысоких дозах – 
8 × 104 и 6 × 105 КОЕ соответственно, поскольку использова-
ли мышей с повышенной чувствительностью к инфекции, 
вводя им внутрибрюшинно патоген вместе с муцином, кото-
рый подавляет активность макрофагов. Таким образом, мы 
хотели снизить токсическую нагрузку на организм животных 
в случае высокой антибактериальной активности испытуе-
мых препаратов. 

В наших экспериментах мы показали, что бактериофаг 
РА5, назначаемый внутрибрюшинно в дозе 5 × 108 КОЕ, 
эффек тивно защищает животных от гибели как в случае 
профилактики (однократно за час до заражения), так и при 
пятидневном лечении (начало терапии через 1,5 ч после 
зара жения). Однако санирующее действие бактериофага 
РА5 зависело от штамма-возбудителя инфекции. Все вы-
жившие животные, зараженные культурой P. aeruginosa 
В1304, после курса фаготерапии не являлись носителями 
патогена, а в случае штамма P. aeruginosa РАО1 у половины 
выживших мышей из печени и селезенки была выделена 
культура возбудителя инфекции (таблица). Yun-Jeong Heo и 
соавт. [27] также использовали септическую модель синег-
нойной инфекции для оценки антибактериальной активно-
сти литических бактериофагов. При однократном внутри-
брюшинном введении иммунокомпетентным мышам фага 
МРК1 в дозе 2 × 107 БОЕ через 6 ч после внутрибрюшинного 
заражения культурой P. aeruginosa РАО1 100% мышей оста-
вались живыми в течение 48 ч. Интересно, что при внутри-
мышечном введении этого же бактериофага в той же дозе 
защитный эффект отсутствовал, что свидетельствует о важ-
ности выбора пути его введения. Очевидно, что при внутри-
брюшинном способе введения фаговые частицы быстрее 
находят клетки-мишени – синегнойные палочки.

Несмотря на лечебную эффективность бактериофага РА5 
при терапии острого сепсиса у мышей, мы не наблюдали 
поло жительного результата в случае лечения синегнойной 
инфекции бедра. Напротив, антибиотик полимиксин, обла-
дающий большей биодоступностью, излечивал подопытных 
животных с летальной синегнойной инфекцией мягких тка-
ней, вызываемой обоими использованными штаммами 
P. aeruginosa. Возможно, отсутствие положительного резуль-
тата при фаготерапии бедренной инфекции у мышей связа-
но с плохой проникающей способностью этого фага в мягкие 
ткани. Ранее на аналогичной модели бедренной K. pneumo
niae-инфекции нами было установлено, что бактериофаги 
способны проникать в очаг инфекции и эффективно лизиро-
вать культуру возбудителя. Так, например, клебсиеллезный 
бактериофаг KpV289 при внутрибрюшинном введении 
мышам (108 БОЕ) в режимах профилактики и лечения защи-
щал от гибели 90–100% животных, инфицированных вну-
тримышечно культурой штамма K. pneumoniae KPM9 в дозе 
100 ЛД50 [22]. Бактериологический анализ органов и тканей 
выживших животных показал, что под действием бактерио-
фага произошла элиминация клеток K. pneumoniae KPM9.

Заключение

Бактериофаг РА5 по лечебно-профилактическому дей-
ствию близок к высокоактивному антибиотику полимикси-
ну B при терапии летального синегнойного сепсиса. Прове-
ден ные эксперименты показали, что однократное внутри-
брюшинное введение мышам линии BALB/c фага в режиме 
профилактики (за 1 ч до заражения) защищает от гибели 
100% животных. Пятидневный курс фаготерапии, начатый 
через 1,5 ч после заражения, защищает от гибели 70–80% 
мышей, в зависимости от штамма P. aeruginosa. Пяти-
дневный курс лечения полимиксином дает 100% лечебный 
результат.

В отличие от полимиксина, бактериофаг РА5 неэффекти-
вен при профилактике и лечении летальной синегнойной 
инфекции бедра у мышей, что может объясняться низкой 
проникающей способностью этого фага в мышечную ткань 
инфицированных животных.
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Метаболическая регуляция микробиоты

Микробиота кишечника влияет на здоровье человека, но мы только на-
чинаем понимать взаимодействий между хозяином и микробом. Ученые 
изучили как эпителиальные клетки толстой кишки опосредуют симбиоз. 
Здоровые колоноциты поддерживают анаэробные условия в просвете 
кишечника, поскольку их метаболизм обеспечивает быстрое потребление 
кислорода. Такие условия селективны для облигатных анаэробных орга-
низмов. Как правило, это микроорганизмы, потребляющие пищевые во-
локна и производящие жирные кислоты с короткой цепью, полезные для 
хозяина. В случае изменения мета болизма колоноцитов – из-за болезней, 
диеты или других повреждений – эпителий становится оксигенированным. 
Присутствие кислорода способствует распространению факультативных 
аэробных организмов. Патогенные микроорганизмы, часто являются 
кислородно-толерантными, и результатом может быть дисбиоз. 
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