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В последние годы бактериофаги все чаще стали использовать для профилактики и лечения различных бактериальных 
инфекций у людей. Зачастую литические фаги оказываются единственным эффективным средством в борьбе 
с микроорганизмами, обладающими устойчивостью ко многим антибиотикам. Высокая специфичность бактериофагов 
позволяет избежать негативного влияния на микробиом человека, что делает их более привлекательными для лече-
ния по сравнению с антибактериальными препаратами широкого спектра действия. В нашей работе мы оценили 
лечебно-профилактическое действие бактериофага Pm3 на двух моделях протейной инфекции у мышей – летальном 
сепсисе и инфекции ожоговой раны кожи. Показано, что однократное внутрибрюшинное введение фага в дозе 
108 БОЕ в режиме профилактики обеспечивает выживаемость 90% животных, инфицированных летальной дозой 
Proteus mirabilis M32. Курсовое лечение генерализованной протейной инфекции, начатое через 1,5 ч после инфициро-
вания, защищало от гибели 80% мышей и было сопоставимо с антибиотикотерапией (лечебный эффект – 90%). 
Парен теральное и наружное применение бактериофага Рm3 для лечения протейной инфекции ожоговой раны кожи 
оказывало слабое терапевтическое действие, выражавшееся в снижении обсемененности клетками P. mirabilis M32 
поверхности раны и предотвращении инвазии инфекции у части животных. Ципрофлоксацин, назначаемый в виде 
раствора для орошения раны или подкожно, давал выраженный лечебный результат: поверхность раны и глубокие 
слои кожи были санированы у 100% модельных животных, а в селезенке и почках животных культура протея отсут-
ствовала. 
Таким образом, по антибактериальной активности in vivo бактериофаг Pm3 оказался близок к антибиотику ципро-
флоксацину, но только при профилактике и лечении протейного сепсиса. Фаг Pm3 малоэффективен при терапии 
ожоговой протейной инфекции. Ципрофлоксацин обладает высокой эффективностью при лечении как протейного 
сепсиса, так и инфекции термической раны кожи, вызываемой штаммом P. mirabilis M32, у мышей.
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Effectiveness of bacteriophage Pm3 and ciprofloxacin 
in treating experimental proteus infections in mice

A.I.Borzilov, O.V.Korobova, T.I.Kombarova, V.P.Myakinina,  
V.M.Krasilnikova, V.V.Verevkin, E.A.Ganina, N.V.Volozhantsev

Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk, Russian Federation

In recent years, bacteriophages have been widely used to prevent and to treat various bacterial infections in humans. Lytic 
phages are often the only effective tool to combat multi-antibiotic resistant microorganisms. The high specificity of the 
bacteriophages allows avoiding negative effects on the human microbiome, making them more therapeutically attractive 
compared to broad-spectrum antibacterials. In our work, we evaluated therapeutic and prophylactic effects of bacteriophage 
Pm3 by using two models of Proteus-associated infection in mice, lethal sepsis and skin burn wound infection. Our results 
showed that a single preventive intraperitoneal administration of the phage at 108 PFU saved 90% of animals infected with a 
lethal dose of Proteus mirabilis M32. The course treatment of generalized Proteus infection initiated 1.5 hours after infection 
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П ротеи представляют собой грамотрицательные аэроб-
ные полиморфные палочки, достигающие в длину 

не более 3 мкм. Бактерии этого вида способны вырабаты-
вать эндотоксины и лизировать эритроциты. У штаммов 
P. vulgaris обнаружена лецитиназная активность. Кроме 
того, протеи обладают способностью к адгезии. Например, 
у высокоадгезивных штаммов P. rettgeri на одной уроэпите-
лиальной клетке фиксируется до 60–65 бактериальных кле-
ток, а у низкоадгезивных штаммов P. mirabilis – в три раза 
меньше. Показано, что адгезивные свойства протея напря-
мую связаны с устойчивостью к фторхинолонам [1–4].

Бактерии рода Proteus представляют большой интерес 
для микробиологов и инфекционистов, так как в последнее 
время они становятся причиной заболеваний у человека. 
Что касается внутрибольничных инфекций, то наиболее 
часто протеи обнаруживаются в гное из послеоперационных 
ран урологических больных и больных с трофическими язва-
ми. Протеи вызывают около 45% катетер-ассоциированных 
инфекций мочевыводящих путей [5–7]. Благодаря способ-
ности образовывать фермент уреазу протеи формируют 
благоприятную среду для образования фосфатных камней 
в почках, возникновения некрозов почечной ткани и сниже-
ния местного иммунитета. В результате бактерии могут бес-
препятственно размножаться и вызывать инфекцию моче-
выводящих путей у человека [8–10]. Нередко они являются 
причиной сепсиса, пневмоний, инфекции ран, глаз, желу доч-
но-кишечного тракта, менингитов [11–14]. Кишечная про-
тейная инфекция наиболее часто протекает в виде гаст ро-
энтерита, гастрита и колиэнтерита [15]. 

Клинически значимыми штаммами протея являются 
P. mirabilis, P. rettgeri и P. morganii. Реже из биологических 
материалов выделяют P. vulgaris [12, 16].

По данным некоторых авторов, по восприимчивости 
к антибиотикам P. mirabilis отличается от P. vulgaris. Как 
пра вило, бактерии P. mirabilis не чувствительны к нит ро-
фуран тои ну и тетрациклину, но восприимчивы к ампицил-
лину, амокси циллину, пиперациллину, цефалоспоринам, 
аминогли кози дам, имипенему, ципрофлоксацину и тримето-
прим/суль фаметоксазолу [17–19]. Чувствительность штам-
мов P. mirabilis и P. vulgaris к цефиксиму составляет 63 и 
100%, к офлоксацину – 88 и 100%, налидиксовой кислоте – 
75 и 67%, гентамицину – 75 и 67%, нитрофурантоину – 63 и 
67% соответственно [20]. В других случаях чувствитель-
ность P. mirabilis и P. vulgaris была следующей: амокси-
циллин/клавулановая кислота – 53 и 53%, цефтриаксон – 

96 и 98%, ципрофлоксацин – 96 и 95%, налидиксовая кисло-
та – 53 и 51%, гентамицин – 72 и 71%, триметоприм/сульфа-
метоксазол – 48 и 46%, нитрофурантоин – 62 и 53%, тетра-
циклин – 47 и 46% соответственно [21]. Другие исследовате-
ли приводят данные о чувствительности штаммов P. mirabilis 
к цефтазидиму и цефотаксиму [22] и устойчивости к дей-
ствию цефтриаксона [11]. 

Несмотря на чувствительность P. mirabilis к антибиоти-
кам, описаны случаи вспышек инфекции, вызываемой штам-
мами, устойчивыми одновременно к ампициллину, цефа-
лотину, тетрациклину, хлорамфениколу, карбенициллину, 
колистину, триметоприм/сульфаметоксазолу, стрептомици-
ну и аминогликозидам [23]. Иногда множественная анти-
биотикорезистентность клинических изолятов P. mirabilis 
сочетается с устойчивостью к дезинфектантам [24].

Бактерии P. penneri обычно более устойчивы к пеницил-
лину. Они, как правило, чувствительны к цефокситину, цефа-
лоспоринам широкого спектра действия (цефотаксим, цеф-
триаксон, цефтизоксим и цефтазидим), цефепиму, азтрео-
наму, аминогликозидам, ципрофлоксацину, тазобактаму 
и имипенему, цефефоксину, цефефозину, но устойчивы 
к цефо ксиму [17, 19], цефамандолу, цефдиниру, цефопера-
зону, лоракарбефу, ампициллину и уреидопеницилли-
нам [25]. Лечение протейной инфекции проводят с примене-
нием эффек тивных антибиотиков, пробиотиков, симбиоти-
ков и бактериофагов.

Для оценки in vivo эффективности новых антибактериаль-
ных препаратов, направленных против бактерий рода 
Proteus, используют различные модели экспериментальной 
протейной инфекции: легочную инфекцию, инфекции моче-
выводящих путей, сепсис, энцефалит, раневую инфекцию.

Легочную инфекцию воспроизводят на иммуносупрес-
сивных мышах (C3H/HeJ) и крысах, вводя им культуру 
P. mirabilis интраназально. В результате происходит бактери-
альная коло низация легких без возникновения клинических 
симптомов и гибели животных [26].

Инфекцию мочевыводящих путей (ИМП) моделируют 
на аутбредных мышах CD-1, которых заражают трансуре-
трально культурой штаммов P. mirabilis различного проис-
хождения. После изучают состояние мочевого пузыря и 
почек, а также делают бактериологический анализ на содер-
жание клеток P. mirabilis в гомогенатах этих органов [27]. 
Другие исследователи моделируют хронический пиелонеф-
рит, кото рый вызывают трансуретральным введением мы-
шам линии CBA/J культуры клинического штамма P. mirabilis 

protected 80% of mice from death and was comparable to antibiotic therapy (90% therapeutic effect). Parenteral and external 
use of bacteriophage Pm3 for treating Proteus infection of burns showed a weak therapeutic effect manifested as decreased 
contamination of the wound surface with P. mirabilis M32 cells and prevention of infection invasion in some animals. 
Ciprofloxacin applied as a wound irrigation solution or subcutaneously gave a pronounced therapeutic effect: the wound surface 
and deep skin layers were sanitized in 100% of cases, and Proteus culture in the spleen and kidneys of the animals was absent.
Thus, in vivo antibacterial activity of bacteriophage Pm3 was close to that of ciprofloxacin, but in preventing and treating 
Proteus-associated sepsis only. The phage is low effective in treating burn Proteus infection. Ciprofloxacin is highly effective in 
treating both Proteus-associated sepsis and skin thermal wound infections caused by P. mirabilis M32 in mice.
Keywords: Proteus mirabilis, Proteus infection, sepsis, burn infection, mouse model, bacteriophage, phage therapy, ciprofloxacin
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в дозе 109 КОЕ. Высокая доза патогена вызывает гибель 
35% инфицированных животных [28, 29].

Для моделирования нелетальной ИМП используют также 
крыс. Так, например, крысам линии Вистар (самки весом 
150–180 г) инокулят культуры P. mirabilis (клинический изо-
лят) в количестве 3 × 108 КОЕ вводят в мочевой пузырь, 
в результате чего клетки патогена колонизируют почки 
живот ных и сохраняются в них в течение 8 недель, вызывая 
гистологические и физиологические изменения, которые 
приводят впоследствии к хроническому пиелонефриту [30].

Описана модель микст-инфекции (Pseudomonas aerugi
nosa / Proteus mirabilis), вызывающей менингоэнцефалит 
у белых мышей. Подопытных животных заражают путем 
внутричерепного введения культур. Гибель мышей наступа-
ет в связи с развитием сепсиса и полиорганной недостаточ-
ности [31].

Раневую протейную инфекцию вызывают путем инфици-
рования культурой P. mirabilis скальпированной [32] или 
термической раны у мышей [33]. Заражающая доза патогена 
составляет 107–108 КОЕ. Подобное инфицирование может 
приводить к гибели до 80–100% экспериментальных живот-
ных. В процессе развития инфекции исследуют обсеменен-
ность раны клетками патогена.

Острый протейный сепсис у аутбредных мышей воспро-
изводят внутрибрюшинным заражением культурой P. vulgaris 
в дозе 107 КОЕ. Учитывая низкую вирулентность штаммов 
протея для мышей, бактериальную суспензию вводят с рас-
твором 5%-го желудочного муцина, что повышает чувстви-
тельность животных к данному возбудителю [34]. 

При внутривенной инъекции взвеси клеток P. mirabilis 
(2 × 108 КОЕ) мышам BALB/c гибель может достигать 16%, при 
этом образование почечных камней не наблюдается [35].

Цель исследования – сравнительной изучение антибак-
териальной активности in vivo бактериофага Рm3 и ципро-
флоксацина на моделях летального сепсиса и инфекции 
ожоговой раны кожи у мышей, вызываемых P. mirabilis M32.

Материалы и методы

Бактериальные культуры
Для моделирования экспериментальной протейной инфек-

ции использовали культуру клинического штамма P. mirabilis 
M32 (кат. № B-7522) из Государственной коллекции патоген-
ных микроорганизмов и клеточных культур «ГКПМ-Обо-
ленск». Штамм обладает чувствительностью in vitro к цефта-
зидиму, цефотаксиму, цефепиму, амикацину, имипенему, 
ампициллину, гентамицину, ципрофлоксацину, хлорамфени-
колу, ко-тримоксазолу. P. mirabilis M32 имеет промежуточ-
ную чувствительность к доксициклину. 

Питательные среды, антибиотики
Для приготовления взвеси для заражения животных куль-

туру протея выращивали на плотной питательной среде № 1 
ГРМ производства ФБУН ГНЦ ПМБ (Россия). В качестве 
селек тивной среды, предотвращающей «роение» колоний, 
использовали среду XLD-агар (ФБУН ГНЦ ПМБ).

Жидкую питательную среду Luria Bertoni Broth (HiMedia, 
Индия) использовали для получения фаголизатов. 

В качестве контрольного антибиотика в экспериментах 
по лечению применяли ципрофлоксацин (ICN, США).

Выделение бактериофага Рm3
Очищенный препарат бактериофага Pm3 готовили из 

лиза та бульонной культуры штамма Proteus mirabilis M32. 
Культуру P. mirabilis M32 выращивали в LB-бульоне при тем-
пературе 37°C. Затем добавляли бактериофаг в соотноше-
нии 1:10 и продолжали инкубировать культуру до полного 
просветления. В фаголизат вносили хлористый натрий 
до концентрации 1М (29,2 г на 500 мл). Инкубировали 2 ч 
в водяной бане при температуре 0°С. Примеси осаждали 
с помощью центрифугирования при 15000 g в течение 
10 мин при температуре 4°С.

В супернатант вносили полиэтиленгликоль (ПЭГ 8000) до 
концентрации 10%. Инкубировали 2 ч в водяной бане при 
температуре 0°С. Бактериофаг осаждали центрифугирова-
нием при 39000g в течение 10 мин при температуре 4°С. 
Осадок основательно высушивали при комнатной темпера-
туре, затем суспендировали в физиологическом растворе. 
Титр фаговых частиц в препарате определяли методом 
Грациа.

Выделенные бактериофаги не обладали токсическим 
действием на мышей при внутрибрюшинном введении 
в дозе 5 × 108 БОЕ в 0,5 мл (данные не приводятся).

Лабораторные животные
В экспериментах in vivo в качестве модельных животных 

использовали белых аутбредных (беспородных) мышей (сам-
цы/самки, 20–25 г) и мышей линии BALB/c (самцы/самки, 
18–22 г), выращенных в питомнике ФБУН ГНЦ ПМБ.

Протейную инфекцию моделировали на здоровых мышах 
и на мышах с индуцированным иммунодефицитом. Имму-
носупрессию у мышей вызывали одновременным вну-
трибрюшинным введением 5%-го муцина с культурой 
P. mirabilis M32.

Модельных животных содержали в стандартных услови-
ях в соответствии с международными нормами и требо-
ваниями. Мыши имели свободный доступ к воде и корму 
(ООО «Лабораторкорм», Москва).

Мышей размещали в поликарбонатных клетках «Lab 
Products Inc.» (США) группами не более шести животных 
в каждой и проводили за ними ежедневное ветеринарное 
наблюдение. Умерших в процессе эксперимента мышей уда-
ляли из клеток незамедлительно.

 Приготовление бактериальных культур  
для заражения
Бактериальную суспензию для заражения мышей готови-

ли из агаровой культуры P. mirabilis M32, доводя мутность 
до 5,0 единиц по МакФарланду, для моделирования раневой 
инфекции, что приблизительно соответствует 2,6 × 109 КОЕ/мл. 
Для внутрибрюшинного заражения делали суспензию с мут-
ностью 4,7 по МакФарланду (2 × 109 КОЕ/мл), а затем разво-
дили ее физиологическим раствором до нужной концентра-
ции. Контроль количества клеток во взвеси осуществляли 
путем высева по 0,1 мл из соответствующих разведений при-
готовленной суспензии на плотную питательную среду XLD. 
Посевы инкубировали в течение 24 ч при температуре 37°С.

 Моделирование летального  
протейного сепсиса у мышей
Летальный сепсис моделировали на мышах линии BALB/с, 

вводя им внутрибрюшинно культуру P. mirabilis М32 в дозе 
6 × 107 КОЕ, что составляло приблизительно 100 ЛД50. Перед 
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заражением культуру патогена разводили 1:1 с 5%-м муци-
ном (Sigma, США).

 Моделирование инфицированной  
ожоговой раны кожи
Термические раны у мышей получали методом, описан-

ным Liyi Huang [33]. В качестве модельных животных исполь-
зовали аутбредных (нелинейных) мышей. За сутки до нане-
сения ожога у животных выбривали участок кожи на спине 
размером 2 × 2 см и дополнительно обрабатывали кремом-
депилятором для лучшего удаления шерсти. Подопытных 
мышей перед нанесением ожога анестезировали с помощью 
подкожной инъекции смеси золетила с ксилазином. Ожог 
вызывали разогретыми до температуры 100°C металли-
ческими пластинами. Приподнятую складку кожи на спине 
зажимали разогретыми пластинами на 60 с, в результате 
у животных формировался ожог 3-й степени. Общая пло-
щадь ожога составляла 2 см2, что соответствует 5% от 
общей площади поверхности тела. Незамедлительно после 
нанесения термической раны мышам внутрибрюшинно вво-
дили 0,5 мл стерильного физиологического раствора.

Через 5 мин после нанесения ожога рану заражали культу-
рой P. mirabilis М32. Для этого на место ожога наносили 0,04 мл 
бактериальной взвеси с концентрацией 2,6 × 109 КОЕ/мл, рас-
пределяя ее на поверхности, равной 2 см2. Таким образом, 
заражающая доза патогена составляет 1 × 108 КОЕ/мышь. 
Через 5–7 мин инфицированную рану покрывали марлевым 
тампоном, смоченным стерильным физиологическим рас-
твором (0,85% NaCl), и фиксировали бандажом (эластичным 
бинтом) вокруг тела мыши. 

Изучение динамики развития инфекции раны
Динамику развития протейной инфекции кожных покро-

вов изучали на 30 аутбредных мышах, которых заражали 
накожно культурой P. mirabilis M32 (1 × 108 КОЕ) и следили 
за формированием гнойной раны на коже. Через 3, 6, 12, 24, 
48 и 72 ч контролировали степень обсемененности поверх-
ности раны клетками P. mirabilis M32, делая смывы с поверх-
ности раны у пяти мышей. Этих же животных подвергали 
эвтаназии и иссекали кожный лоскут c ожоговой инфициро-
ванной раной, а также отбирали селезенку и кровь для вы-
явления бактерий P. mirabilis M32. 

Смывы с поверхности кожи
Смывы с поверхности инфицированной раны кожи 

у мышей делали с помощью стерильного ватного тампона, 
пропитанного физиологическим раствором, проводя по ее 
поверхности 5–6 раз. После этого тампон погружали в ми-
кроцентрифужную пробирку с 0,5 мл физиологического рас-
твора и тщательно перемешивали. Образцы смывов титро-
вали методом последовательных разведений в физиологи-
ческом растворе, высевали на плотную питательную среду и 
выдерживали в течение ночи при температуре 37°С. 

Бактериологический анализ биологических образцов
Животных эвтаназировали углекислым газом или мето-

дом декапитации, а затем после констатации смерти вскры-
вали для получения образцов органов и крови. Селезенку, 
почки и кожный лоскут перетирали в стерильных фарфоро-
вых ступках с добавлением кварцевого песка. В гомогениза-
ты добавляли стерильный физиологический раствор (1 мл) и 
перемешивали до получения однородной суспензии. Полу-
ченные суспензии (цельные и их десятикратные разведения) 

высевали на поверхность питательного агара. В качестве 
питательной среды для выявления культуры синегнойной 
палочки использовали XLD-агар. Посевы инкубировали при 
температуре 37°С в течение 18–24 ч.

Гистологическое исследование раны кожи
После эвтаназии у животных иссекали участок кожи с ме-

стом ожога. Полученные образцы помещали во флакон 
с 50 мл 4%-го раствора параформа. Через 24 ч экспозиции 
раствор параформа заменяли свежей порцией. Исследо ва-
нию подвергали срезы кожи, проходящие через участок 
ожоговой раны. Гистологические срезы окрашивали гема-
токсилином и эозином по стандартной методике. Определяли 
наличие признаков воспалительно-некротических измене-
ний в различных слоях кожи и подкожной клетчатки.

Лечение экспериментального протейного сепсиса
Mышей линии BALB/c, инфицированных внутрибрюшинно 

культурой P. mirabilis M32, случайным образом распределя-
ли на пять экспериментальных и одну контрольную группы 
по десять особей в каждой. Животным из первой экспери-
ментальной группы за час до заражения давали однократно 
фаг Pm3 (внутрибрюшинно, 5 × 108 БОЕ в 0,5 мл) – группа 
профилактики. Мышам из второй группы вводили бактерио-
фаг в той же дозе через 1,5 ч после заражения 2 раза в день 
с интервалом 8 ч в течение 5 дней. Третью, четвертую и 
пятую группы мышей лечили по той же схеме, но ципрофлок-
сацином. Разовая терапевтическая доза антибиотика состав-
ляла соответственно 25, 50 и 100 мг/кг внутрижелудочно.

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. mirabilis M32.

Лечение протейной инфекции ожоговой раны
Беспородных белых мышей с инфицированным термиче-

ским ожогом кожи делили на четыре лечебные (по пять живот-
ных в каждой) и контрольную группу (семь мышей). Через 
24 ч после заражения мышей начинали лечить бактерио-
фагом Pm3 или ципрофлоксацином. Лечение продолжали 
в течение двух дней. Мышам из группы № 1 назначали бак-
териофаг в дозе 5 × 108 БОЕ накожно (орошение раны 
0,04 мл). Экспериментальной группе № 2 Pm3 вводили два 
раза в день в той же разовой дозе в объеме 0,5 мл. Живот-
ным из группы № 3 рану орошали дважды в день 0,04 мл 
раствора ципрофлоксацина (15 мг/мл), а животным из груп-
пы № 4 антибиотик вводили подкожно в объеме 0,2 мл 
в дозе 100 мг/кг дважды в день. Группа № 5 являлась 
контроль ной и не получала никаких антибактериальных пре-
паратов.

На третьи сутки после заражения животных эвтанази-
ровали и определяли обсемененность клетками протея 
поверх ности раны, кожного лоскута в месте ожога и ткани 
селезенки. В крови клетки возбудителя не определяли, так 
как в предварительных экспериментах было установлено, 
что бактериемия у животных не развивается.

Статистические методы
Статистическую обработку результатов (вычисление 

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

Развитие летального протейного сепсиса у мышей
Изучение динамики развития протейного сепсиса у мы шей 

лини BALB/c, обусловленного внутрибрюшинным введением 
6 × 107 КОЕ культуры P. mirabilis М32, показало, что у живот-
ных происходит стремительная генерализация инфекции 
(табл. 1). Уже через 1,5 ч после заражения у животных 
среднее количество клеток протея в селезенке мышей 
состав ляло 6,55 ± 0,1 LOG10 КОЕ/г, а затем возрастало 
до 8,40 ± 0,11 LOG10 КОЕ/г (12 ч). В тот же период времени 
концентрация клеток P. mirabilis М32 в почках увеличивалась 
с 5,46 ± 0,29 до 7,65 ± 0,25 LOG10 КОЕ/г. У мышей наблюда-
лась выраженная бактериемия (5,32 ± 0,22 LOG10 КОЕ/мл) 
на ранней стадии инфекции, через двенадцать часов дости-
гавшая критических значений – 7,77 ± 0,18 LOG10 КОЕ/мл. 
Генерализация протейной инфекции приводила к быстрой 
гибели животных. Через сутки после заражения все мыши 
умирали, а из их органов высевалась культура патогена – 
P. mirabilis М32.

 Эффективность лечения летального  
протейного сепсиса у мышей
Результаты экспериментального лечения летального 

протейного сепсиса у мышей показали высокую антибак-
териальную активность in vivo бактериофага Pm3. 
Однократное введение фагового препарата в количестве 
1 × 108 БОЕ в режиме профилактики за час до заражения 
культурой P. mirabilis М32 способствовало выживанию 90% 
животных (рис. 1). В то же время все мыши из контрольной 
группы (без лечения) умирали от инфекции в течение 24 ч 
после заражения. Пятидневная фаготерапия, начатая 
через 1,5 ч после инфицирования, защищала от гибели 
80% животных в течение 14 дней наблюдения. Все живот-
ные, выжившие после фаготерапии, оказались свобод-
ными от бактерий P. mirabilis М32. Бактериологический 
анализ внутренних органов и крови эвтаназированных 

мышей из этих групп показал отсут ствие в образцах кле-
ток патогена.

Лечебная эффективность ципрофлоксацина напрямую 
зависела от его разовой дозы. Пятидневная терапия экспе-
риментальной протейной инфекции ципрофлоксацином 
в дозах 25 и 50 мг/кг способствовала выживанию не более 
30% мышей. Введение антибиотика в разовой дозе 100 мг/кг 
обеспечивало 90%-й лечебный эффект. Все выжившие 
в тече ние 14 дней мыши не являлись носителями бактерий 
P. mirabilis М32. 

Таким образом, в экспериментах по профилактике и лече-
нию генерализованной летальной протейной инфекции 
установлено, что бактериофаг Pm3 по своей лечебной 
эффек тивности не уступает антибиотику ципрофлоксацину.

 Развитие протейной инфекции  
ожоговой раны кожи у мышей
В качестве второй модели для оценки специфической 

активности фага Pm3 была использована модель протейной 
инфекции термической раны кожи. Термическую рану инфи-
цировали культурой P. mirabilis М32 в дозе 1 × 108 КОЕ. 
Через 3, 6, 12, 24, 48 и 72 ч проводили анализ обсеменен-
ности поверхности раны, кожного лоскута с местом ожога и 
селезенки эвтаназированных мышей.

Результаты бактериологического анализа смывов с по-
верхности инфицированной раны у мышей показали, что 
в период с 3 до 24 ч после заражения концентрация клеток 
P. mirabilis M32 возрастала с 5,28 ± 0,26 до 6,17 ± 0,70 LOG10 
КОЕ/см2, а в последующие часы снижалась до 4,66 ± 1,33 
LOG10 КОЕ/мл (табл. 2). В кожном лоскуте в течение двух 
суток после инфицирования содержание клеток патогена 
увеличивалось с 5,55 ± 0,55 до 8,58 ± 0,33 LOG10 КОЕ/г, 
а через три дня оставалось на том же уровне.

В ходе исследования было установлено, что бактерии 
P. mirabilis M32 способны диссеминировать из ожоговой раны 
кожи во внутренние органы мыши. Так, например, в первые 
три часа инфекции возбудитель выделили из селезенки у 2 из 
5 мышей (40%). Средняя обсемененность органа оказалась 
невысокой и составила 2,52 ± 1,01 LOG10 КОЕ/г. Через 48 ч 
селезенка была инфильтрирована клетками протея у всех ин-
фицированных мышей, а средний уровень обсемененности 
составил 3,53 ± 1,18 LOG10 КОЕ/г. Максималь ная концентра-
ция бактерий P. mirabilis M32 в ткани селезенки была выявле-
на через 24 ч после заражения – 4,33 ± 1,21 LOG10 КОЕ/г.

Бактериологический анализ крови животных, инфици-
рованных P. mirabilis M32, показал отсутствие бактериемии 
на протяжении всего срока наблюдения (72 ч). 

Таблица 1. Динамика обсемененности клетками P. mirabilis 
М32 селезенки, почек и крови мышей линии BALB/c после 
внутрибрюшинного заражения в дозе 100 ЛД50

Время после 
заражения, ч

Среднее количество клеток 
P. mirabilis М32, LOG10 КОЕ в 1 г (мл)

Селезенка Почки Кровь
1,5 6,55 ± 0,19 5,46 ± 0,29 5,32 ± 0,22 
3 6,49 ± 0,25 5,81 ± 0,24 5,85 ± 0,43 
6 7,85 ± 0,25 7,39 ± 0,11 6,99 ± 0,34
12 8,40 ± 0,11 7,65 ± 0,25 7,77 ± 0,18 

Примечание: представлены средние значения (n = 5) и стандартные 
отклонения.
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Рис. 1. Терапевтическая эффективность бактериофага Pm3 и 
ципрофлоксацина (ЦФ) при профилактике и лечении летальной 
инфекции, вызываемой внутрибрюшинным заражением мышей 
линии BALB/c культурой P. mirabilis М32 в дозе 100 ЛД50.
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При микроскопическом исследовании гистологических 
срезов кожи, поврежденной ожогом и инфицированной куль-
турой P. mirabilis М32, были выявлены значительные патоло-
гические изменения, в том числе некротического характера 
(рис. 2). 

В коже отсутствовали наружные слои – эпидермис и верх-
ний слой дермы. Выраженный отек охватывает всю толщу 
кожи, подкожную ткань и подлежащий слой скелетных 
мышц (1). Хорошо виден слой дермы с волосяными фолли-
кулами, которые в большом количестве видны вдоль поверх-
ности среза кожи. В дерме имеется множество полнокров-
ных капилляров, что свидетельствует о наличии гемоцирку-
ляции. Микробные клетки диффузно располагаются по всей 
толщине верхнего слоя ожоговой раны. Ниже имеется базо-
фильно окрашенный слой, представляющий собой плотное 
скопление микробных клеток в рыхлой соединительной 
ткани дермы (2). В ниже расположенных слоях (мышцах 
кожи, подкожной соединительной ткани) микробные клетки 
отсутствуют. В различных слоях дермы и в подкожной ткани 
имеется множество разрушенных полиморфноядерных 
лейко цитов (3), а также некоторое количество лимфоцитов 
и моноцитов. Такого же клеточного состава инфильтрат 
наблю дается в соединительной ткани между мышечными 
волокнами скелетных мышц (5).

 Эффективность лечения протейной инфекции  
ожоговой раны у мышей
Результаты лечения протейной ожоговой инфекции пока-

зали, что использованная нами модель пригодна для оценки 
эффективности антибактериальных препаратов. Животные, 
которым инфицированную ожоговую рану орошали раство-
ром ципрофлоксацина (группа № 3) или вводили антибиотик 
подкожно (группа № 4), на третьи сутки после начала тера-
пии полностью излечивались от протейной инфекции. 
В обеих лечебных группах с поверхности раны, из кожного 
лоскута и селезенки выделить культуру P. mirabilis М32 не 

удалось (табл. 3). В то же время среднее количество клеток 
протея в смывах, в кожном лоскуте и селезенке у контроль-
ных животных составляло 4,86 ± 0,83; 78,37 ± 0,87 и 
2,71 ± 0,57 КОЕ/г соответственно.

Фаготерапия протейной инфекции кожи оказалась менее 
эффективной по сравнению с антибиотикотерапией. Через 
72 ч после наружного применения фагового препарата толь-
ко у одной из пяти мышей культура P. mirabilis M32 присут-
ствовала в смывах с поверхности раны. При этом концентра-
ция патогена в смывных водах составила 4 × 102 КОЕ/мл, 
что в 600 раз меньше, чем у контрольных животных 
(4,86 ± 0,83 LOG10 КОЕ/см2). В кожном лоскуте патоген был 
обнаружен у 100% мышей, при этом среднее количество 
клеток P. mirabilis М32 достигало 7,32 ± 0,73 LOG10 КОЕ/г и 
было в пятнадцать раз меньше, чем у нелеченых мышей. 

Таблица 2. Содержание бактерий Proteus mirabilis M32 в органах и тканях нелинейных мышей, инфицированных накожно дозой 
1 × 108 КОЕ

Время после заражения, ч Среднее количество клеток P. mirabilis M32, LOG10 KOE/г (мл) 
Смывы* Кожный лоскут Селезенка Кровь

3 5,28 ± 0,26 (5/5) 5,55 ± 0,55 (5/5) 2,52 ± 1,01 (2/5) <1,11 (5/5)
6 5,20 ± 0,24 (5/5) 6,50 ± 0,91 (5/5) 2,46 ± 0,96 (5/5) <1,11 (5/5)
12 5,86 ± 0,44 (5/5) 6,84 ± 1,19 (5/5) 2,84 ± 0,18 (5/5) <1,11 (5/5)
24 6,17 ± 0,70 (5/5) 8,43 ± 1,13 (5/5) 4,33 ± 1,21 (5/5) <1,11 (5/5)
48 4,25 ± 1,55 (5/5) 8,58 ± 0,33 (5/5) 3,53 ± 1,18 (5/5) <1,11 (5/5)
72 4,66 ± 1,33 (5/5) 8,20 ± 0,78 (5/5) 2,69 ± 0,68 (4/5) <1,11 (5/5)

Примечание: в скобках указано соотношение количества животных с положительным бактериологическим ответом к общему числу животных в группе; 
* – КОЕ/см2.

Таблица 3. Антибактериальная эффективность бактериофага Pm3 и ципрофлоксацина при лечении термической раны кожи 
у золотистых хомячков, инфицированной P. mirabilis M32

Группы Среднее количество клеток P. mirabilis M32, LOG10 KOE/г (мл)
Селезенка Кожный лоскут Смывы

1 Pm3, накожно 2,72 ± 0,44 (2/5) 7,32 ± 0,73 (5/5) 2,60 (1/5)
2 Pm3, в/бр 3,77 ± 1,46 (4/5) 7,76 ± 0,68 (5/5) 4,05 ± 0,57 (4/5)
3 Ципрофлоксацин, накожно <1 (5/5) <1 (5/5) <1,3 (5/5)
4 Ципрофлоксацин, п/к <1 (5/5) <1 (5/5) <1,3 (5/5)
5 Контроль 2,71 ± 0,57 (4/7) 8,37 ± 0,87 (7/7) 4,86 ± 0,83 (7/7)

Примечание: среднее значение и стандартное отклонение; в числителе указано количество мышей – носителей P. mirabilis M32, а в знаменателе – количество 
мышей в группе.

Рис. 2. Микрофотография среза кожи мыши, сделанная через 
24 ч после нанесения термического ожога и инфицирования 
культурой P. mirabilis М32.
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Почти у половины леченных фагом животных патоген оста-
вался в селезенке (2,72 ± 0,44 КОЕ/г). 

При внутрибрюшинном способе введения бактериофага 
результаты лечения инфицированной раны были хуже. 
Только у одной из пяти мышей культура протея отсутствова-
ла в смывных водах и селезенке. Однако обсемененность 
клетками P. mirabilis М32 поверхности раны и кожного лоску-
та мышей из группы № 4 была, соответственно, в двенад-
цать и пять раз ниже по сравнению с контролем. Селезенка 
оказалась инфицированной у четырех животных из пяти. 
Среднее количество клеток протея в 1 г органа составляло 
3,77 ± 1,46 LOG10 КОЕ/г, что даже превышало этот показа-
тель в контрольной группе.

Таким образом, двухдневное лечение экспериментальной 
протейной инфекции термической раны кожи у мышей по-
казало невысокую эффективность бактериофага Pm3 как 
при наружном (орошение раны), так и при парентеральном 
способе применения. Ципрофлоксацин предотвращал дис-
семинацию клеток P. mirabilis M32 в организме мышей и 
приводил к полной санации раны кожи (поверхности и глубо-
ких слоев). Следует отметить, что антибиотик был активен 
при наружном и парентеральном способах применения. 

Для сравнительного изучения терапевтической активности 
бактериофага Pm3 и ципрофлоксацина были использованы 
две модели протейной инфекции, так как P. mirabilis спосо-
бен вызывать различные нозологические формы инфекции 
у чело века. Генерализованная протейная инфекция приводит 
к быстрой гибели экспериментальных животных. Эта осо-
бенность инфекции позволяет наглядно оценить актив ность 
in vivo различных антимикробных препаратов по показателю 
выживаемости модельных животных. Неле тальную модель 
протейной инфекции термической раны кожи у здоровых аут-
бредных белых мышей мы использовали для оценки актив-
ности антибактериальных препаратов при наружном приме-
нении. Предварительные исследования показали, что культу-
ра P. mirabilis М32 хорошо приживается в ожоговой ране кожи 
3-й степени, а максимальная кон центрация патогена в ране 
наблюдается через 72 ч после зара же ния.

В качестве возбудителя протейной инфекции использова-
ли наиболее вирулентный клинический штамм P. mirabilis 
М32 из коллекции «ГКПМ-Оболенск». Для воспроизведения 
генерализованной инфекции мышей линии BALB/c заража-
ли культурой протея в дозе 6 × 107 КОЕ в растворе муцина. 
Муцин повышает вирулентность бактериальных штаммов 
при внутрибрюшинном введении, препятствуя лизису клеток 
в макрофагах [36]. Среднелетальная доза использованно-
го штамма при таком способе заражения была равной 
6 × 105 КОЕ. Таким образом, заражающая доза патогена со-
ставила около 100 ЛД50. Муцин позволяет повысить воспри-
имчивость животных к P. mirabilis М32, так как подавляет 
активность перитонеальных макрофагов.

Для лечения летального протейного сепсиса мы исполь-
зовали бактериофаг Рm3, который активно лизирует in vitro 
клетки P. mirabilis М32. Оказалось, что фаг, назначаемый 
внутрибрюшинно однократно в дозе 5 × 108 БОЕ за час 
до заражения (режим профилактики), способствует выжива-
нию 90% мышей. Об эффективности профилактической 
фаготерапии свидетельствует и тот факт, что все выжившие 
мыши не являлись носителями P. mirabilis М32. Ранее нами 

была показана высокая эффективность профилактической 
фаготерапии летальной септической инфекции у мышей, вы-
зываемой бактериями других видов – Staphylococcus aureus, 
Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa [37–39]. Следует отме-
тить, что терапевтическая доза использованных бактерио-
фагов (SA18, KpV289, PA5) составляла 5 × 108–5 × 109 БОЕ, 
а защитный эффект наблюдался в 80–100% случаев. 

Применение бактериофага Pm3 в режиме лечения (нача-
ло терапии через 1,5 ч) дало близкие результаты к профи-
лактике (выживаемость 80%). При этом у всех выживших 
мышей произошла полная элиминация возбудителя. Кроме 
того, по своей эффективности фаготерапия была на уровне 
антибиотикотерапии, которая дала положительный тера-
певтический эффект в 90% случаев. Следует отметить, что 
ципро флоксацин оказался эффективным при лечении про-
тейного сепсиса только в максимальной разовой дозе 
(100 мг/кг), которая соответствует разовой терапевтической 
дозе антибиотика для человека.

Несмотря на высокую активность бактериофага Pm3 при 
лечении генерализованной протейной инфекции у мышей, 
он оказался малоэффективен при лечении ожоговой инфек-
ции, обусловленной штаммом P. mirabilis M32. При местном 
применении Pm3 через 24 ч после инфицирования он сани-
ровал поверхность раны у 4 из 5 мышей. Таким образом, 
бактериофаг успешно лизировал бактерии P. mirabilis M32, 
которые размножались на поверхности раны, образуя, воз-
можно, биопленки. Экспериментально доказано, что протей-
ные бактериофаги способны эффективно разрушать кри-
сталлические биопленки, формируемые протеем [40, 41]. 
В то же время, несмотря на двухдневную аппликацию раны 
препаратом бактериофага Pm3, он не смог лизировать клет-
ки протея, находившиеся в глубоких слоях кожи, о чем сви-
детельствовала высокая обсемененность протеем кожного 
лоскута. Низкий терапевтический эффект был, скорее всего, 
связан с плохой проницаемостью кожных тканей для фаго-
вых частиц при наружном способе применения. Тем не 
менее местное применение фагов при лечении ожоговой 
инфекции способно давать хорошие результаты. По данным 
Kumari S. [42], бактериофаг Kpn5 в составе гидрогеля при 
однократном нанесении на поверхность раны, инфициро-
ванной вирулентным штаммом K. pneumoniae, защищал 
от гибели 63,33% мышей в течение недели, в то время как 
при ежедневном орошении раны раствором гентамицина 
(1 мг/мл) выживаемость животных составляла 53,3%. Однако 
авторы не исследовали остаточную обсемененность клетка-
ми патогена места ожога, что не позволяет судить о степени 
санации инфицированной раны. Таким образом, можно 
гово рить о том, что фаг Kpn5 воспрепятствовал развитию 
генерализованной инфекции, источником которой служила 
инфицированная рана. 

Внутрибрюшинное введение бактериофага Pm3 практи-
чески не приводило к эрадикации клеток протея с поверх-
ности и глубоких слоев кожи в месте ожога. В своих иссле-
дованиях Kumari S. et al. [42, 43] установили, что литические 
клебсиеллезные фаги могут быть эффективными при лече-
нии летальной ожоговой инфекции кожи у мышей. Исполь-
зованные ими для лечения бактериофаги в отдельности и 
в виде коктейля достоверно снижали уровень обсемененно-
сти клетками K. pneumoniae B5055 кожного лоскута (ожого-
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вой раны 3-й степени) и паренхиматозных органов, но не 
санировали полностью ни одного подопытного животного. 
С другой стороны, однократное внутрибрюшинное введение 
фаговых препаратов предотвращало гибель 100% мышей. 
В литературе описаны стафилококковые и псевдомонадные 
бактериофаги с более высокими инвазивными свойствами, 
способные активно проникать в ожоговую рану после одно-
кратного парентерального введения и полностью элимини-
ровать из нее возбудителя инфекции [44, 45].

Заключение

Бактериофаг Рm3 обладает высокой активностью при 
профилактике и лечении летального сепсиса у мышей, 
вызван ного внутрибрюшинным введением культуры клини-
ческого штамма P. mirabilis M32. Защитное действие фага 
не уступает по своей эффективности антибиотику ципро-
флоксацину в терапевтической дозе 100 мг/кг. Проведенные 
исследования показали, что однократное внутрибрюшинное 
введение мышам линии BALB/c фага Рm3 (5 × 108 БОЕ) 
в режи ме профилактики (за один час до заражения), защи-
щает от гибели 90% животных, которые в результате тера-
пии полностью излечиваются от протейной инфекции. 
Пятидневный курс фаготерапии, начатый через 1,5 ч после 
заражения, защищает от гибели и санирует 80% мышей. 

Пятидневное лечение экспериментального протейного 
сепсиса ципрофлоксацином в разовой дозе 100 мг/кг дает 
90%-й лечебный результат.

Бактериофаг Pm3 оказывает незначительное санирую-
щее действие при лечении протейной инфекции ожоговой 
раны кожи у мышей. Орошение раны препаратом фага 
в тече ние 2 дней приводит к некоторому снижению ее обсе-
мененности клетками P. mirabilis M32, но не предотвращает 
инвазию инфекции. 

Обработка раны раствором ципрофлоксацина или его 
парентеральное введение способствует не только санации 
раны кожи, но и защищает организм мышей от генерализа-
ции инфекции.
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Обнаружен механизм защиты от антибиотиков у опасных бактерий

Группа ученых из Имперского колледжа Лондона (Великобритания) исследовала 
бактерии Klebsiella pneumoniae. Эта бактерия является опасной внутрибольничной 
инфекцией, проникающей в легкие и кровь пациентов с ослабленным иммунитетом. 

Как и многие другие опасные бактерии, палочка Фридлендера становится все 
более невосприимчивой к самым эффективным антибиотикам.

Исследователи сравнили структуры устойчивых и восприимчивых к карбапене-
мам бактерий Klebsiella pneumoniae. В структуре клеток бактерии существуют по-
верхностные поры, через которые антибиотики попадают внутрь возбудителя. 
В устойчивых к антибиотикам клетках исследователи обнаруживали измененные 
версии белка, формирующего поры в клеточной стенке, или вовсе не находили тако-
го протеина. 

В опытах на мышах выяснилось, что «закупорившиеся» бактерии потребляют 
меньше питательных веществ, что приводит к замедлению их роста и ослаблению, 
но не влияет на их резистентность к антибиотикам. Эти изыскания могут способство-
вать в разработке препаратов, способных «вскрывать замки» бактерий. 

По оценкам ВОЗ, около 70 тыс. человек ежегодно умирают от устойчивых к лекарствам штаммов бактериальных инфек-
ций, СПИДа, туберкулеза и малярии. Эксперты предупреждают, что к 2050 году эта цифра может увеличиться до 10 млн. 

https://ru.rt.com/e8t4
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