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О текущих результатах выполнения 

программы создания и развития 

Центра геномных исследований 

мирового уровня в области 

обеспечения биологической 

безопасности и технологической 

независимости (ЦГИМУ)

В
соответствии с Указом Президента РФ 

(№680 от 28.11.2018) разработана и 

утверждена Правительством РФ 

(Постановление №479 от 22.04.2019) 

Федеральная научно-техническая програм-

ма развития генетических технологий на 

2019–2027 годы, целью которой является 

комплексное решение задач ускоренного 

развития генетических технологий, в том 

числе технологий генетического редактиро-

вания, и создание научно-технологических заделов для медицины, сельского хозяйства и 

промышленности, а также совершенствование мер предупреждения чрезвычайных ситуа-

ций биологического характера

ЦГИМУ создан на конкурсной основе в составе трех учреждений: ФБУН «ГНЦ ПМБ», 

ФБУН «ГНЦ ВБ «Вектор», ФБУН «ЦНИИ эпидемиологии». Основной задачей Центра являет-

ся развитие генетических технологий в сфере борьбы с опасными инфекционными болезня-

ми путем создания эффективных средств диагностики, профилактики и лечения, широкое 

распространение и внедрение разработанных методологий в научные исследования и раз-

работки, а также образовательные процессы.

Для информационной поддержки направления к настоящему времени создан и находит-

ся в стадии тестирования «Национальный интерактивный каталог патогенных микроорга-

низмов и биотоксинов», направленный на объединение всех коллекционных фондов стра-

ны в единую базу данных, позволяющую в ускоренном режиме проводить идентификацию 

выделенных патогенов, определять их свойства и происхождение, предсказывать появле-

ние новых форм. Наполненный каталог будет содержать данные о примерно 40 тыс. штам-

мов патогенов, что сравнимо с самой крупной коллекцией такой направленности – АТСС 

(США).

Проведены работы по формированию электронно-вычислительной инфраструктуры на 

базе ФБУН «ГНЦ ПМБ» для обеспечения работы каталога. Развернута отказоустойчивая 

структура, объединяющей виртуальные системы, сети и хранилища в единые пулы ресурсов 

информационной системы национального каталога. Проведены тесты на расчетную величи-

ну бесперебойной работы комплекса технических средств. Установлены виртуальные маши-

ны.  На созданных серверных мощностях ФБУН «ГНЦ ПМБ» установлено специализирован-

ное программное обеспечение для функционирования каталога, разработанное ФГАНУ 

«Центр информационных технологий и систем органов исполнительной власти». Проведены 

проверка работоспособности и опытная эксплуатация «Национального интерактивного ката-

лога патогенных микроорганизмов и биотоксинов». Таким образом, каталог уже работает в 

тестовом режиме и продолжается отладка его компонентов.
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В развитие каталогизации патогенов разрабатывается направление по изучению вирома 

Российской Федерации путем сбора образцов от людей с тяжелым и атипичным течением 

заболевания, от пациентов с летальным исходом, от больных и мертвых млекопитающих, от 

насекомых и из объектов внешней среды. Изучено более 2000 объектов и выявлен ряд воз-

будителей геморрагических лихорадок. Определены полногеномные последовательности 

большого количества изолятов нового коронавируса SARS-CoV-2.

В диагностическом направлении разрабатываются и уже частично внедрены подходы на 

основе метагеномного анализа (секвенирование всех НК в пробах), создаются мультиплекс-

ные тест-системы для полимеразной цепной реакции (ПЦР), LAMP-, ИХ- и ИФА-тесты, с ко-

нечной задачей создать генетические и иммунохимические компоненты для всех опасных 

инфекционных агентов, обеспечив быстрое развертывание массовых производств в случае 

возникновения биологических угроз. Принципиально новым является создание систем точ-

ной диагностики на основе системы генетического редактирования (CRISPR-Cas), совме-

щенной с LAMP, организация отечественного производства компонентов системы, часть из 

которых уже клонирована и получены продуценты. Система успешно испытана при выявле-

нии возбудителя туляремии и будет тиражирована для других возбудителей.

При разработке методов быстрой оценки гуморального и клеточного иммунного ответа 

при COVID-19 с использованием собственных рекомбинантных антигенов SARS-CoV-2 соз-

дан ряд серологических тестов для выявления антител и антигенов и организован их вы-

пуск – ИФА-тесты на антитела (10 млн исследований), ИХ-тесты на антитела (200 тыс.) и на 

антиген (1 млн с расширением производства до 3 млн в год). ИХ-тесты на антиген полностью 

из отечественных парных сывороток имеют высокую чувствительность на уровне ПЦР и 

дают результат за 5–7 мин. Высокая чувствительность (на уровне 1 пг на мл) достигнута за 

счет детектирования антигена подобранным сочетанием поликлональных и моноклональных 

иммуноглобулинов в ИХ-тесте. В стадии регистрации полоски ИХ-тестов, упакованные в 

тубы, для проведения массовых анализов, что в настоящий период наиболее актуально. 

В сфере создания новых препаратов для специфической профилактики опасных инфек-

ций созданы прототипы генно-инженерных вакцин против чумы, сибирской язвы, туляремии 

и эшерихиозов, разработаны пилотные технологии их производства. Впервые получена вы-

сокая степень защиты животных от заражения высокопатогенными, наиболее актуальными 

штаммами возбудителя энтерогеморрагического эшерихиоза при использовании полисаха-

ридной вакцины нового поколения. При разработке живой культуральной вакцины против 

сезонного гриппа с помощью технологии обратной генетики созданы 4 клона рекомбинант-

ных вирусов гриппа 4 субтипов с целью получения 4-валентной кандидатной живой аттенуи-

рованной вакцины. Получены стабильные клеточные линии – продуценты вирусных белков 

2 сегментов вируса Конго-крымской геморрагической лихорадки с перспективой создания 

вакцины. Проведен дизайн ДНК-вакцин и синтез генов, кодирующих белки S и RBD SARS-

CoV-2. Показано, что эти вакцины обеспечивают синтез соответствующих мРНК и целевых 

белков S и RBD SARS-CoV-2 в эукариотах.

С целью решения проблем антибиотикорезистентности, нарастающих в связи с осложне-

ниями COVID-19, проведены генно-инженерные разработки по получению рекомбинантных 

молекул бактериофагов – эндолизинов, разрушающих клеточную стенку бактерий, и депо-

лимераз, разрушающих биопленки, которые в сочетании с антибиотиками позволяют значи-

тельно повысить терапевтический эффект. Наработаны образцы нативного бактериоцина – 

мундтицина Р436 – широкого спектра действия. Полученные образцы препаратов всесторон-

не изучены на биологических моделях и имеют выраженную клиническую перспективу. 

Разрабатываются методы выявления патогенных грибов, актуальных в период пандемии, 

создан вариант селективной питательной среды для выделения особо патогенного высоко-

резистентного возбудителя Candida auris, разработаны варианты мультиплексного ПЦР-

анализа для идентификации патогенных грибов, в том числе в формате LAMP. Продолжается 

пополнение коллекции резистентных штаммов с охарактеризованными генами устойчивости 

для мониторинга ситуации по распространению существующих и появлению новых полире-

зистентных штаммов в период пандемии.

Разработки терапевтических препаратов в рамках Центра ведутся в двух направлениях – 

создание терапевтических человеческих моноклональных антител и использование системы 

генетического редактирования CRISPR-Cas. Разработана технология селекции специфиче-

ских плазмобластов человека, синтезирующих антитела, направленные к целевым токси-

нам – ботулотоксину, рицину и шигатоксину второго типа. Созданы штаммы-продуценты 

соответствующих моноклональных антител, которые испытаны на токсиннейтрализующую 
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активность с положительным эффектом. Продолжена разработка терапевтических препара-

тов на основе моноклональных антител для лечения вирусных инфекций – лихорадки 

Западного Нила и геморрагической лихорадки с почечным синдромом. 

При создании подходов на основе генетического редактирования для повышения устой-

чивости клеток иммунной системы к ВИЧ и удаления провирусов ВИЧ получены модельные 

клеточные линии для проверки эффективности препарата для борьбы с ВИЧ-инфекцией, 

экспрессирующие рецептор CD4 в комбинации с корецепторами. Проведены пилотные экс-

перименты по определению неспецифической активности комплексов системы CRISPR-Cas 

с помощью технологии SITE-seq. Технологии позволяют проводить оценку безопасности и 

эффективности применения белковых комплексов CRISPR-Cas в различных областях. 

Результаты использованы для создания кандидата в генотерапевтический препарат для ле-

чения ВИЧ. Получены прототипы комплексов системы CRISPR-Cas (II, V и VI типа) для соз-

дания отечественной производственной платформы, получены белки Cas13d, Cas14a1 и 

Cas12g1, которые могут быть использованы для создания инновационных терапевтических 

и диагностических препаратов. Приоритетной задачей ЦГИМУ является создание отече-

ственного производства компонентов CRISPR-Cas-системы для расширения исследователь-

ских работ и конструирования новых препаратов на основе генетического редактирования.
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Эффективность фаготерапии 

экспериментальной эшерихиозной 

инфекции у мышей

А.И.Борзилов, О.В.Коробова, Т.И.Комбарова, Е.А.Денисенко, В.В.Верёвкин, Е.А.Ганина, Н.В.Воложанцев

ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, 

Оболенск, Московская область, Российская Федерация

Длительное использование антибиотиков в медицинской практике, ветеринарии и неадекватное их применение в быту 
привело к широкому распространению штаммов бактерий с множественной лекарственной устойчивостью. В резуль-
тате в значительной степени усложнилось лечение бактериальных инфекций у человека. Стандартные схемы антибио-
тикотерапии зачастую оказываются неэффективными. Кроме того, антибиотики нередко вызывают различные аллер-
гические реакции и негативно влияют на нормальную микрофлору человека. Поэтому в настоящее время ведутся 
поиски альтернатив антибиотикам, среди которых большой интерес вызывают литические бактериофаги, обладаю-
щие высокой специфичностью в отношении тех или иных микроорганизмов.
В своей работе мы оценили лечебно-профилактическое действие бактериофага VEc8 на двух моделях эшерихиозной 
инфекции у мышей – летальном сепсисе и кишечной инфекции. В результате проведенных исследований было уста-
новлено, что однократное внутрибрюшинное введение фага в дозе 5 × 108 БОЕ в режимах профилактики или трех-
дневного лечения защищает от гибели и санирует 100% мышей линии BALB/c, инфицированных летальной дозой 
Escherichia coli 3421E/19. Подобный лечебный эффект был получен при трехдневном курсе антибиотикотерапии цеф-
тазидимом и ко-тримоксазолом.
Внутрижелудочное применение бактериофага VEc8 для лечения эшерихиозной кишечной инфекции приводит к 
заметному снижению концентрации клеток E. coli 3421E/19 в фекалиях инфицированных мышей линии C57BL/6. 
Внутрибрюшинное введение фагового препарата менее эффективно санирует кишечник от клеток патогенной кишеч-
ной палочки. Однократное назначение VEc8 подопытным животным в режиме профилактики (за час до заражения) 
дает меньший лечебный эффект по сравнению с пятидневным лечебным курсом фаготерапии. Важно отметить, что 
внутрижелудочное введение мышам ко-тримоксазола в течение 5 дней оказывает меньший санирующий эффект по 
сравнению с фаготерапией.
Таким образом, лечебная эффективность бактериофага VEc8 как при профилактике, так и при лечении эшерихиоз-
ного сепсиса у мышей сопоставима с антибиотикотерапией. Фаг VEc8 более эффективен при терапии кишечного 
эшерихиоза по сравнению с использованием эффективных in vitro антибиотиков. Бактериофаг VEc8 может рассматри-
ваться как перспективный препарат для профилактики и лечения эшерихиозной инфекции у людей. 
Ключевые слова: Escherichia coli, экспериментальный эшерихиоз, сепсис, кишечная инфекция, мышиная модель, 
фаготерапия, антибиотикотерапия

Для цитирования: Борзилов А.И., Коробова О.В., Комбарова Т.И., Денисенко Е.А., Верёвкин В.В., Ганина Е.А., Воложанцев Н.В. Эффективность 
фаготерапии экспериментальной эшерихиозной инфекции у мышей. Бактериология. 2021; 6(2): 8–22. DOI: 10.20953/2500-1027-2021-2-8-22

Phage therapy efficiency of experimental escherichiosis 
infection in mice

A.I.Borzilov, O.V.Korobova, T.I.Kombarova, E.A.Denisenko, V.V.Verevkin, E.A.Ganina, N.V.Volozhantsev
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The long-term use of antibiotics in medical practice, veterinary medicine and their inadequate use in everyday life has led to the 
widespread of multidrug-resistant bacterial strains. As a result, the treatment of bacterial infections in humans has become 
much more difficult. Standard antibiotic treatment is often ineffective. In addition, antibiotics often cause various allergic 
reactions and negatively affect the normal human microflora. Therefore, at present, the search for alternatives to antibiotics is 
underway, among which of great interest are lytic bacteriophages, which have a high specificity in relation to certain 
microorganisms.
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In our work, we evaluated the therapeutic and prophylactic effect of the bacteriophage VEc8 in two models of Escherichiosis 
infection in mice – lethal sepsis and intestinal infection. As a result of the studies, it was found that a single intraperitoneal 
injection of phage at a dose of 5 × 108 PFU in the prophylaxis or three-day treatment regimens protects from death and sanitizes 
100% of BALB/c mice infected ин a lethal dose of Escherichia coli 3421E/19. A similar therapeutic effect was obtained with a 
three-day course of antibiotic therapy with ceftazidime and co-trimoxazole.
Intragastric application of bacteriophage VEc8 for the treatment of escherichiosis intestinal infection leads to a noticeable 
decrease in the concentration of E. coli 3421E/19 cells in the feces of infected C57BL/6 mice. Intraperitoneal administration of 
a phage preparation less effectively sanitizes the intestines from pathogenic E. coli cells. A single administration of VEc8 to 
experimental animals in a prophylactic regimen (one hour before infection) gives a lesser therapeutic effect compared to a five-
day therapeutic course of phage therapy. It is important to note that intragastric administration of co-trimoxazole to mice for 5 
days has a lower sanitizing effect compared to phage therapy.
Thus, the therapeutic efficacy of bacteriophage VEc8 both in the prevention and treatment of escherichiosis sepsis in mice is 
comparable to antibiotic therapy. Phage VEc8 is more effective in the treatment of intestinal escherichiosis in comparison with 
the use of effective in vitro antibiotics. Bacteriophage VEc8 can be considered as a promising drug for the prevention and 
treatment of escherichiosis infection in humans.
Key words: Escherichia coli, experimental escherichiosis, sepsis, intestinal infection, mouse model, phage therapy, antibiotic 
therapy

For citation: Borzilov A.I., Korobova O.V., Kombarova T.I., Denisenko E.A., Verevkin V.V., Ganina E.A., Volozhantsev N.V. Phage therapy efficiency of 
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E
scherichia coli – грамотрицательные палочки средних 

размеров с закругленными концами, факультативные 

анаэробы. Они обладают подвижностью благодаря перитри-

хиально расположенным жгутикам, многие штаммы имеют 

микрокапсулу. Растут на обычных питательных средах, 

выделяют бактерицидные вещества – колицины. 

Эшерихии содержат соматические (О), капсульные (К) и 

жгутиковые (Н) антигены. Обнаружено 173 варианта сомати-

ческого О-антигена, 97 разновидностей К-антигена, 57 вари-

антов Н-антигена. Количество возможных комбинаций этих 

антигенов превышает 2000 [1]. 

E. coli делятся на непатогенные (резидентные) и патоген-

ные (экзогенного происхождения), а также на возбудителей 

парентеральных и энтеральных инфекций. Непатогенные 

кишечные палочки относятся к нормальной микрофлоре 

кишечника человека. К возбудителям парентеральных эше-

рихиозов относятся уропатогенные E. coli (UPEC) и E. coli, 

вызывающие менингиты новорожденных (NMEC) [1]. 

Диареегенные эшерихии (DEC) относятся к энтеральным 

патогенам. В соответствии с систематикой Всемирной орга-

низации здравоохранения DEC-штаммы делят на пять пато-

генетических групп: энтеропатогенные (EPEC), энтеротокси-

генные (ETEC), энтерогеморрагические (EHEC), энтероинва-

зивные (EIEC), энтероаггрегативные (EAgEC). Перечисленные 

группы эшерихий вызывают разные формы острой кишеч-

ной инфекции. 

Среди всех патогенных кишечных палочек энтеротокси-

генные E. coli являются наиболее распространенными воз-

будителями диареи человека в разных странах мира: в год 

регистрируется более 650 млн случаев энтеротоксигенных 

инфекций, среди которых 800 тыс. случаев заканчиваются 

смертью [2, 3]. 

EHEC чаще всего относятся к серогруппам 026, О45, О55, 

О91, О103, О104, О111, О113, О121, О145 и 0157. В геномах 

EHEC имеются гены патогенности: rfb, eae, stx1, stx2, ehx, 

кодирующие соответственно специфические липополисаха-

риды, основной ген адгезии – интимин, шига-токсины 1-го и/

или 2-го типов и энтерогемолизин [4, 5]. E. coli группы EHEC 

вызывают диарею, кровавую диарею и колит, которые про-

ходят без лечения в большинстве случаев. Однако примерно 

у 5–10% пациентов (в основном детей) развивается гемоли-

тико-уремический синдром (ГУС), характеризующийся тром-

боцитопенией, микроангиопатической гемолитической ане-

мией и острой почечной недостаточностью. Уровень смерт-

ности у пациентов с ГУС достигает 25% [6, 7]. Известно, что 

при заболеваниях, вызванных штаммами, продуцирующими 

токсин Stx2, осложнения в виде ГУС возникали в 7 раз чаще, 

чем при инфекциях, вызванных штаммами, продуцирующи-

ми токсин Stx1 или оба токсина [8].

Штаммы кишечной палочки серотипа O157:H7 вызывают 

большинство инфекций EHEC во всем мире [9]. В последние 

годы выявляются гибридные патотипы диареегенных эшери-

хий – энтероаггрегативные геморрагические E. coli (EAHEC) 

и шига-токсин продуцирующие энтеротоксигенные E. coli 

(STEC/ETEC) [8, 10].

В 2011 г. в Европе произошла массовая вспышка кишеч-

ной инфекции, вызванная новым редким серотипом E. coli 

O104:H4 [11]. Этот штамм является гибридом STEC и EAgEC 

кишечной палочки. Он продуцирует шига-токсин 2-го типа 

(Stx2) и факторы адгезии эшерихий группы EAgEC [12–14]. 

Геномное секвенирование показало, что штамм O104:H4 при-

обрел ген stx2 [15], а также имеет локус, ассоциированный с 

множественной резистентностью к антимикробным препара-

там [16]. Усиленная адгезия этого штамма к эпителию кишеч-

ника способствует системному всасыванию шига-токсина, 

что, вероятно, и вызывает высокую частоту ГУС [12].

С каждым годом увеличивается количество клинических 

изолятов кишечной палочки, обладающих устойчивостью к 

различным антибиотикам [17, 18]. Показано, что штаммы 

E. coli могут продуцировать β-лактамазы с расширенным 

спектром действия [19]. Имеются сообщения о резистент-

ности штаммов E. сoli к хинолонам/фторхинолонам (нали-

диксовая кислота, ципрофлоксацин, левофлоксацин, мок-

сифлоксацин, норфлоксацин) [20]. Некоторые авторы [21] 

обнаружили, что до 30% штаммов E. сoli, выделенных из 

кишечника людей, высокоустойчивы к ампициллину, тетра-

циклину, стрептомицину, ципрофлоксацину и ко-

тримоксазолу, но менее устойчивы к гентамицину и хлорам-

фениколу. В других исследованиях было показано, что 

среди штаммов кишечной палочки, выделенных от пациен-

тов в отделении интенсивной терапии, 20% были устойчивы 

к цефазолину, 0,7% – к цефепиму, 3,7% – к цефтриаксону, 



А.И.Борзилов и др. / Бактериология, 2021, т. 6, №2, с. 8–22

10

3% – к гентамицину, 21,1% – к фторхинолонам, 1,9% – к пи-

перациллин-тазобактаму и 24,8% – к триметоприм-сульфа-

метоксазолу [22].

Гены устойчивости к антибиотикам могут располагаться в 

транспозонах, интегронах и плазмидах, которые способны к 

внутривидовой и межвидовой передаче [23, 24], в том числе 

и в микробиоме человека [25].

Антибактериальную терапию эшерихиозов, как правило, 

начинают через 2–3 дня после начала лечения энтеросор-

бентами и регидратантами. Наиболее часто применяемые 

антибиотики – нитрофураны (нифуроксазид, нифурател), 

аминогликозиды (гентамицин, амикацин), цефалоспорины 

(цефиксим, цефотаксим) и налидиксовая кислота [26–28].

Лечение инфекций, вызванных шигатоксин-продуцирую-

щими E. coli, в основном поддерживающее, без этиотропной 

терапии [29]. В STEC гены stx находятся в геномах профа-

гов, интегрированных в бактериальной хромосоме [30]. 

Активация фагового литического цикла может происходить 

с помощью широкого ряда соединений (включая некоторые 

антибиотики), индуцирующих выработку Stx, который выде-

ляется при лизисе бактериальных клеток в начале литиче-

ской фазы фага [31]. Лекарства, обычно используемые в 

клинике для лечения бактериальных инфекций, такие как 

антибиотики, противопоказаны и даже рассматриваются как 

факторы риска развития ГУС [32]. 

Шигаподобный токсин Stx2a, инактивирующий рибосомы, 

высвобождается в везикулах наружной мембраны во время 

роста клеток [33–35]. Ципрофлоксацин, меропенем, фосфо-

мицин и полимиксин B значительно увеличивают образова-

ние везикул наружных мембран в клетках E. coli O104:H4 и 

O157:H7. Ципрофлоксацин также повышает количество 

Stx2a, связанного с везикулами, тогда как другие антибио-

тики увеличивают производство везикул без токсина. Эти 

два эффекта могут ухудшить клинический исход инфекций, 

вызванных шигаподобными токсинами, продуцируемыми 

E. coli. Существуют рекомендации избегать применения ан-

тибиотиков для лечения этих инфекций [36]. Если антибио-

тикотерапия EHEC-инфицированных пациентов неизбежна, 

то возможно применение препаратов, не увеличивающих 

токсичность штаммов-возбудителей E. coli O104:H4 и 

O157:H7, таких как гентамицин, рифаксимин, тигециклин, 

азитромицин и хлорамфеникол [12]. Значительное снижение 

токсичности у обоих штаммов было выявлено при примене-

нии хлорамфеникола [36]. Для лечения инфекций STEC 

перспективны применение вакцин, ингибиторы токсинов и 

иммунотерапия [37]. 

В настоящее время проводятся исследования по поиску 

специфических бактериофагов (автономно или в составе 

коктейлей) для лечения экспериментальной эшерихиозной 

инфекции у лабораторных животных [38, 39]. В случае энте-

ральной инфекции использование литических фагов позво-

ляет элиминировать патогенные E. coli из кишечника без 

изменения профиля его микробиоты [40].

Ведутся исследования по разработке эффективных вак-

цин против эшерихиозов, вызываемых EHEC-штаммами 

[41, 42].

Для оценки эффективности различных антибактериаль-

ных препаратов и вакцин необходимы охарактеризованные 

модели экспериментальных инфекций, в том числе и эшери-

хиозов. В зависимости от целей исследования могут быть 

использованы летальные и нелетальные модели инвазив-

ных и неинвазивных инфекций, вызываемых штаммами ки-

шечной палочки.

Наиболее популярная мышиная модель кишечной инфек-

ции, вызываемой EHEC-штаммом, была предложена 

E.A.Wadolkowski et al. [43]. Эта колонизационная модель за-

ключалась во внутрижелудочном заражении (1010 КОЕ E. coli 

O157:H7) самок мышей линии BALB/c после пятидневного 

назначения мышам 0,5%-го раствора стрептомицина с пи-

тьевой водой. В результате подавления нормальной кишеч-

ной микрофлоры животные становятся восприимчивыми к 

заражению культурой EHEC. В дальнейшем ведут контроль 

клеток патогена в фекалиях зараженных мышей. Ранее по-

хожую модель описал M.L.Myhal [44], но в ней были исполь-

зованы самцы аутбредных мышей CD-1, а инфицирующая 

доза кишечной палочки O157:H7 составляла 1010 КОЕ. 

Похожую модель эшерихиозной кишечной инфекции, но с 

использованием мышей линии C57BL/6, применяли для из-

учения транскрипции белков TJ. Животным с подавленной 

микрофлорой кишечника вводили E. coli O157:H7 в меньшей 

дозе – 2 × 108 КОЕ [45].

Кишечную модель эшерихиоза с длительной персистен-

цией E. coli O157:H7 моделируют также на мышах BALB/c с 

неизмененной микрофлорой кишечника [46]. Для этого жи-

вотным перорально вводят культуру EHEC-штамма в коли-

честве 109 КОЕ. В результате бактерии E. coli O157:H7 вы-

деляются с фекалиями в течение недели в большом количе-

стве (109 КОЕ), а 30% мышей теряют в весе.

Y.Chong et al. [47] использовали мышей линии C3H/HeN 

для внутрижелудочного заражения различными вариантами 

штамма E. coli O157:H7 с целью выявления в них шига-ток-

сина (Stx2), интимина и системы III типа секреции. 

Заражающая доза составляла 109 КОЕ. У животных отмеча-

ли изменения общего состояния, внешние признаки инток-

сикации и изменения в кишечнике.

Способность штаммов кишечной палочки колонизовать 

мочевыводящие пути оценивают на мышиной модели. 

Мышей линии C3H/HeN или CBA/J заражают с помощью 

мочевого катетера культурой кишечной палочки в дозе 

1 × 104 КОЕ или 1 × 108 КОЕ соответственно. Через сутки 

оценивают обсемененность клетками патогена мочевых пу-

зырей [48–50].

Интересный подход при изучении патогенных свойств 

штамма кишечной палочки, выделенной из спинномозговой 

жидкости ребенка, использовали Thewaini et al. [51]. Они 

воспроизводили менингит у мышей, вводя культуру штамма 

E. coli CSF в дозе 105 КОЕ различными путями: per os, вну-

трибрюшинно и внутривенно.

Нередко оценку вирулентности изолятов E. coli, вызываю-

щих у новорожденных менингит, сепсис и инфекции мочевы-

водящих путей, проводят на мышах линии BALB/c, заражая 

их внутрибрюшинно в дозе 108 КОЕ, или на пятидневных 

крысятах, инфицируя их внутрибрюшинно в дозе 102 КОЕ. 

Тяжесть инфекции оценивают по общему состоянию живот-

ных и смертности [50–52].

Разработка модели экспериментальной эшерихиозной 

инфекции предполагает поиск штаммов кишечной палочки, 

способных приживаться в органах и тканях макроорганизма, 
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вызывать в нем инфекционный процесс и приводить к гибели 

модельных животных. Кроме того, важно выбрать вид лабо-

раторных животных, максимально чувствительных к эшери-

хиозной инфекции. Для моделирования летальной или неле-

тальной инфекции необходимо установить оптимальную за-

ражающую дозу патогена. Использование слишком высоких 

заражающих доз может приводить к стремительной гибели 

животных от инфекции или от токсического шока в случае 

применения эффективных антибактериальных препаратов. 

Нередко для снижения заражающей дозы бактериальных 

агентов используют животных с индуцированным иммуноде-

фицитом. Различные кишечные инфекции воспроизводят на 

животных с искусственным дисбиозом кишечника.

В наших исследованиях мы разработали модели леталь-

ной и нелетальной эшерихиозной инфекции у мышей, при-

годные для оценки in vivo эффективности различных анти-

микробных препаратов. В качестве возбудителя инфекции 

использовали клинический штамм кишечной палочки.

Цель работы – изучение эффективности фаготерапии и 

антибиотикотерапии на примере лечения двух моделей эше-

рихиозной инфекции у мышей, вызываемых штаммом E. coli 

3421E/19.

Материалы и методы

Бактериальные культуры

Для моделирования экспериментальной эшерихиозной ин-

фекции использовали штамм E. coli 3421E/19 (кат. №B-8871) 

из Государственной коллекции патогенных микроорганизмов 

и клеточных культур «ГКПМ-Оболенск». Штамм 3421E/19 (се-

ротип О18) принадлежит к группе NMEC – возбудителей па-

рентеральных инфекций. Использованная нами культура ки-

шечной палочки не продуцирует шига-токсин. Бактерии E. coli 

3421E/19 чувствительны к цефтазидиму (минимальная пода-

вляющая концентрация (МПК) <0,25 мкг/мл), амикацину (МПК 

8 мкг/мл), ко-тримоксазолу (МПК 10/2 мкг/мл), но устойчивы к 

тетрациклину (МПК >200 мкг/мл).

Питательные среды, антибиотики

Плотную питательную среду №1 ГРМ производства ФБУН 

ГНЦ ПМБ (Россия) применяли для культивирования кишеч-

ной палочки. В качестве селективной среды для выявления 

клеток E. coli 3421E/19 в фекалиях мышей использовали 

агар Эндо-ГРМ (ФБУН ГНЦ ПМБ) с добавлением тетраци-

клина (20 мкг/мл).

В качестве антибиотиков для лечения экспериментально-

го эшерихиоза использовали амикацин (ОАО «КРАСФАРМ», 

Россия), цефтазидим (Glaxo Welcome S.p.a., Италия) и ко-

тримоксазол (Biocraft, США). Тетрациклина гидрохлорид 

(ООО «НПК «Асконт», Россия) применяли в качестве селек-

тивной добавки для питательных сред. Клинадамицин 

(Hemofarm A.D., Сербия) назначали животным для провоци-

рования дисбиоза кишечника.

Выделение бактериофага VEc8

Для наработки бактериофага VEc8 использовали штамм 

E. coli К12 С600 (r-m-), геном которого не содержит факторов 

патогенности и профагов. Это позволило применять для те-

рапии фаголизат без дополнительной очистки.

Бактериальную культуру С600 выращивали в жидкой 

питательной среде в течение ночи при температуре 37°С 

без аэрации до концентрации 109 КОЕ/мл. Выросшую куль-

туру разводили в 5 раз жидкой питательной средой LBM, 

содержащей 10 мМ магния сульфата (MgSO4) в среде LB, и 

заражали бактериофагом VEc8 с множественностью инфи-

цирования (МИ) 0,01–0,1 БОЕ/КОЕ. Смесь инкубировали 

при температуре 37°С при аэрации (качалка, скорость вра-

щения 170 об./мин) до просветления культуры (обычно от 2 

до 3,5 ч). Фаголизат стерилизовали добавлением 1% хло-

роформа (v/v) с последующим интенсивным перемешива-

нием в течение 20 мин. Клеточный дебрис удаляли низко-

скоростным центрифугированием при скорости вращения 

10000 об./мин в течение 10 мин, надосадочную жидкость 

отбирали в стерильную емкость. Количество фаговых ча-

стиц в фаголизате определяли методом Грациа, используя 

для этого штаммы E. coli С600 и вирулентный 3421Е/19.

Выделенный бактериофаг не обладал токсическим дей-

ствием для мышей при внутрибрюшинном введении в дозе 

5 × 108 БОЕ в 0,5 мл (данные не приводятся).

Лабораторные животные

В качестве модельных животных использовали мышей 

линий BALB/c и C57BL/6, выращенных в питомнике ФБУН 

ГНЦ ПМБ.

Эшерихиозный сепсис моделировали на мышам линии 

BALB/c с индуцированным иммунодефицитом. 

Иммуносупрессию у мышей вызывали внутрибрюшинным 

введением 5%-го муцина одновременно с культурой кишеч-

ной палочки.

Кишечную эшерихиозную инфекцию моделировали на 

мышах линии C57BL/6 с антибиотик-зависимым дисбиозом 

кишечника.

Модельных животных содержали в стандартных условиях 

в соответствии с международными нормами и требования-

ми. 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 на-

блюдение. Умерших в процессе эксперимента мышей удаля-

ли из клеток по мере обнаружения.

Моделирование дисбактериоза кишечника у мышей

Для санации кишечника подопытным мышам за сутки до 

заражения подкожно вводили клиндамицин в количестве 

400 мг/кг. Этот антибиотик вызывает дисбиоз у лаборатор-

ных животных, критически изменяя состав нормальной ми-

крофлоры кишечника и делая его восприимчивым к инфици-

рованию условно-патогенными микроорганизмами [53, 54].

Моделирование летального сепсиса

Исходную суспензию клеток E. coli 3421E/19 готовили из 

16-часовой агаровой культуры, суспендированной в физио-

логическом растворе до мутности, эквивалентной 3,4 по 

стандарту МакФарланда, что соответствует 1 × 109 КОЕ/мл. 

Бактериальную взвесь для заражения мышей готовили ме-

тодом серийных разведений культуры E. coli до концентра-

ции 3 × 103 КОЕ/мл в 2,5%-м муцине с физиологическим 
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раствором. Контроль количества клеток во взвеси осущест-

вляли путем высева по 0,1 мл из соответствующего разведе-

ния исходной взвеси на плотную питательную среду №1 

ГРМ. Посевы инкубировали в течение 24 ч при температуре 

37°С. 0,5 мл приготовленной взвеси вводили мышам линии 

BALB/c внутрибрюшинно с использованием инсулинового 

шприца с иглой диаметром G26-28. Заражающая доза со-

ставляла 1,5 × 103 КОЕ (100 ЛД50).

Моделирование кишечной инфекции

Взвесь клеток E. coli 3421E/19 для внутрижелудочного 

введения готовили из агаровой культуры, суспендирован-

ной в физиологическом растворе до мутности 5,2 по стан-

дарту МакФарланда (≈2 × 109 КОЕ/мл). Количество клеток 

во взвеси контролировали методом, описанном выше. 

0,5 мл приготовленной взвеси (1 × 109 КОЕ) кишечной па-

лочки вводили мышам с индуцированным дисбиозом ки-

шечника внутрижелудочно с помощью металлического 

зонда (Stanford Equipment Company, США) соответствую-

щего размера. За 2 ч до проведения процедуры у животных 

отбирали корм.

Изучение динамики развития первичного эшерихиозного 

сепсиса

Развитие генерализованной инфекции, вызываемой куль-

турой штамма E. coli 3421Е/19, изучали на мышах линии 

BALB/c (самцы/самки, вес 20–24 г). Животных инфицирова-

ли внутрибрюшинно дозой 1,5 × 103 КОЕ (100 ЛД50) с муци-

ном. Предварительно было установлено, что все заражен-

ные этой дозой мыши умирают в течение суток. Через 1,5; 3; 

6 и 12 ч после заражения по 5 животных эвтаназировали 

методом декапитации, а образцы крови, селезенки, печени 

и головного мозга исследовали количественно на содержа-

ние в них клеток патогена.

Изучение динамики развития кишечной эшерихиозной 

инфекции

Динамику развития кишечной формы эшерихиоза иссле-

довали на мышах линии C57Bl/6 (самцы/самки, вес 18–24 г) 

с индуцированным дисбиозом кишечника. Животных зара-

жали культурой E. coli 3421Е/19 внутрижелудочно в дозе 

109 КОЕ. На 1, 2, 3, 4, 5, 7, 9, 11 и 14-е сутки от каждой экс-

периментальной группы (5 голов) пулом отбирали фекалии 

для бактериологического анализа.

Бактериологический анализ биологических образцов

После эвтаназии мышей вскрывали для получения образ-

цов органов и крови (из сердца). Селезенку и головной мозг 

перетирали в стерильных фарфоровых ступках с добавле-

нием кварцевого песка. В гомогенаты добавляли стериль-

ный физиологический раствор (1 мл) и перемешивали до 

получения однородной массы. Полученные суспензии (цель-

ные и их десятикратные разведения) высевали на поверх-

ность питательного агара. В качестве питательной среды 

для выявления культуры кишечной палочки использовали 

агар Эндо-ГРМ с добавлением 20 мкг/мл тетрациклина. 

Посевы инкубировали при температуре 37°С в течение 

18–24 ч.

Сбор и бактериологический анализ каловых масс от 

мышей

Мышей (5 особей) из клетки содержания пересаживали в 

стерильные клетки без подстила, но с кормом и водой. 

Через 30–40 мин после пересадки животных возвращали в 

клетки для содержания. По 200–300 мг фекалий растирали 

в ступках пестиками, затем образцы гомогенизировали в 

физиологическом растворе (0,85%-й хлорид натрия), титро-

вали до необходимых разведений и высевали на поверх-

ность плотной питательной среды Эндо-ГРМ с добавлением 

тетрациклина гидрохлорида. Посевы инкубировали в тече-

ние 24 ч при температуре 36 ± 1°С. Использованный в рабо-

те штамм кишечной палочки устойчив к тетрациклину, в от-

личии от штаммов, входящих в состав нормальной микро-

флоры кишечника мышей.

Гистологическое исследование органов и тканей

Гистологические исследование проводили через 12 ч 

после внутрибрюшинного заражения (на пике сепсиса) 

мышей культурой E. coli 3421E/19 с муцином в дозе 100 ЛД50. 

В качестве контролей были использованы мыши, получав-

шие только муцин, только культуру и интактные животные. 

После эвтаназии у животных иссекали печень, селезенку и 

головной мозг. Полученные образцы помещали во флакон с 

50 мл 4%-го раствора параформа. Через 24 ч экспозиции 

раствор параформа заменяли свежей порцией. 

Исследованию подвергали гистологические срезы органов, 

окрашенные гематоксилином и эозином по стандартной ме-

тодике. Определяли наличие признаков воспалительно-не-

кротических изменений в исследуемых образцах.

Антибиотикотерапия летальной эшерихиозной инфекции

Летальный сепсис воспроизводили на 30 мышах (самцы/

самки) линии BALB/c весом 20–23 г. Животных инфицирова-

ли бактериальной взвесью E. coli 3421E/19 в дозе 100 ЛД50. 

Инфицированных животных случайным образом разделяли 

на три равноценные группы. Животные из первой группы 

получали ко-тримоксазол внутрижелудочно по 170 мг/кг 

дважды в сутки в течение 5 дней. Вторую группу мышей 

лечили цефтазидимом (подкожно 250 мг/кг, 2 раза в день, 

5 дней). Терапию в обоих случаях начинали через 3 ч после 

заражения. Контрольная группа мышей оставалась без ле-

чения. За животными наблюдали в течение 10 дней, отмечая 

случаи их гибели. Затем мышей эвтаназировали, а их селе-

зенку, головной мозг и кровь исследовали на наличие кле-

ток патогена. Эффективность лечения оценивали по количе-

ству выживших животных и эффективности санации орга-

низма от E. coli 3421E/19.

Фаготерапия летальной эшерихиозной инфекции

В экспериментах по профилактике и лечению летальной 

эшерихиозной инфекции использовали бактериофаг VEc8, 

который in vitro лизирует клетки штамма E. coli 3421E/19. 

Летальную форму эшерихиозной инфекции моделировали 

как описано выше. Лечебную эффективность бактериофа-

га VEc8 изучали на двух экспериментальных и одной кон-

трольной группах животных, каждая из которых включала 

10 особей. Мышей линии BALB/c (самцы, вес 19–21 г) за-

ражали внутрибрюшинно летальной дозой кишечной па-
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лочки и начинали лечить в соответствии с выбранной схе-

мой. Препарат фага вводили внутрибрюшинно в объеме 

0,5 мл, содержащем около 5 × 108 бляшкообразующих 

единиц (БОЕ). Животным из группы 1 препараты бактерио-

фагов вводили однократно за 1 ч до заражения (режим 

профилактики). Фаготерапию экспериментальной группы 2 

начинали через 1,5 ч после инфицирования (режим лече-

ния). Препарат назначали 2 раза в сутки в течение 3 дней. 

Контрольную группу инфицированных животных (группа 3) 

бактериофагом не лечили. За мышами из лечебных и кон-

трольной групп наблюдали на протяжении курса фаготера-

пии и последующие 7 дней, регистрируя их гибель. В конце 

эксперимента выживших животных эвтаназировали, вскры-

вали и проводили бактериологический анализ образцов 

селезенки, крови и головного мозга с целью выявления 

клеток патогена.

Фаго- и антибиотикотерапия кишечной инфекции

Эффективность фаго- и антибиотикотерапии кишечной 

эшерихиозной инфекции проводили на мышах линии 

C57BL/6 (самцы/самки, вес 20,6 ± 2 г) с индуцированным 

дисбиозом кишечника. Для профилактики и лечения экспе-

риментального эшерихиоза использовали бактериофаг 

VEc8 и эффективные in vitro антибиотики амикацин и ко-

тримоксазол.

Подопытных животных случайным образом делили на 

группы по 10 особей в каждой и заражали внутрижелудочно 

E. coli 3421E/19 в дозе 109 КОЕ. В режиме профилактики 

бактериофаг VEc8 вводили мышам однократно за час до за-

ражения внутрижелудочно (группа 1) или внутрибрюшинно 

(группа 2). Мышам из 3-й и 4-й экспериментальных групп 

фаг VEc8 назначали 1 раз в сутки внутрижелудочно или вну-

трибрюшинно соответственно, через сутки после заражения 

(режим лечения). Продолжительность курса фаготерапии – 5 

дней. Разовая доза фага составляла 109 БОЕ. Животным из 

группы 5 давали внутрижелудочно ко-тримоксазол (разовая 

доза по сульфаметоксазолу 350 мг/кг) дважды в сутки в те-

чение 5 дней. Антибиотикотерапию начинали через 24 ч 

после инфицирования. Мыши из контрольной группы 6 не 

получали антибактериальных препаратов.

В течение пяти дней ежедневно, а затем на 7, 9, 12 и 14-е 

сутки после заражения в фекалиях животных определяли 

количество клеток E. coli 3421E/19 и фаговых частиц VEc8. 

Фекалии отбирали двумя пулами от 5 мышей.

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.

Результаты и обсуждение

Модель летального эшерихиозного сепсиса у мышей

Внутрибрюшинное введение мышам линии BALB/c куль-

туры штамма E. coli 3421Е/19 вызывало быструю генерали-

зацию эшерихиозной инфекции. Через 1,5 ч после зараже-

ния бактерии кишечной палочки колонизировали селезенку 

(2,42 LOG10 КОЕ/г) и печень (2,32 LOG10 КОЕ/г) у 4 из 

5 инфицированных животных. У мышей наблюдалась доста-

точно высокая бактериемия (3,4 LOG10 КОЕ/мл). Следует 

отметить, что у всех мышей кишечная палочка отсутствова-

ла в головном мозге (табл. 1). Через 3 ч после инфицирова-

ния эшерихиозный сепсис наблюдался у всех животных 

(рис. 1). Среднее количество кишечной палочки в это время 

в селезенке, печени и крови увеличивалось более чем на 

порядок. Содержание патогена в них составило 6,46; 5,42 и 

3,09 LOG10 КОЕ/г соответственно. Головной мозг был обсе-

менен клетками E. coli 3421Е/19 у 100% животных. 

Концентрация кишечной палочки в тканях головного мозга 

достигала 2,62 LOG10 КОЕ/г. 

Максимальная обсемененность организма мышей кишеч-

ной палочкой была зафиксирована через 12 ч после зараже-

ния. Концентрация клеток E. coli 3421Е/19 в селезенке, пече-

ни, головном мозге и крови мышей увеличивалась до 6,62; 

Таблица 1. Динамика колонизации клетками E. coli 3421Е/19 

организма мышей линии BALB/c после внутрибрюшинного 

заражения в дозе 100 ЛД50

Время после 
заражения, ч

LOG10 КОЕ/г (мл) E. coli 3421Е/19
Среднее значение и стандартное отклонение (n = 5)

Селезенка Печень Головной 
мозг

Кровь

1,5 2,42 ± 0,54 
(4/5)

2,32 ± 0,09 
(4/5)

<1 (5/5) 1,49 ± 0,28 
(4/5)

3 4,11 ± 0,16 
(5/5)

3,53 ± 0,29 
(5/5)

2,62 ± 0,10 
(5/5)

3,09 ± 0,43 
(5/5)

6 6,20 ± 0,28 
(5/5)

6,04 ± 0,33 
(5/5)

5,18 ± 0,69 
(5/5)

4,65 ± 1,16 
(5/5)

12 6,62 ± 0,14 
(5/5)

6,46 ± 0,15 
(5/5)

5,42 ± 0,15 
(5/5)

5,82 ± 0,06 
(5/5)

В скобках указано соотношение мышей с положительным 
бактериологическим высевом к общему количеству животных в группе.
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Рис. 1. Динамика колонизации клетками E. coli 3421Е/19 селе-

зенки, печени, головного мозга и крови иммунодепрессивных 

мышей линии BALB/c после внутрибрюшинного заражения в 

дозе 100 ЛД50 с муцином.

На диаграмме представлены средние значения и стандартные 

отклонения количества клеток кишечной палочки. В дробях указано 

количество животных с положительным бактериологическим высе-

вом по отношению к количеству животных в группе.
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6,46; 5,42 и 5,82 LOG10 КОЕ/г соответственно. Бактериемия 

у инфицированных мышей также нарастала и к 12 ч дости-

гала в среднем 5,82 LOG10 КОЕ/мл. 

Таким образом, бактерии E. coli 3421Е/19, введенные вну-

трибрюшинно мышам линии BALB/c в дозе 100 ЛД50, бы-

стро распространяются в организме мышей, поражая парен-

химатозные органы брюшной полости и головной мозг. 

Гематологический анализ крови мышей, зараженных 

культурой штамма E. coli 3421Е/19, показал достоверное 

(p < 0,01) снижение количества лейкоцитов (до 2,6 × 109/л), а 

также значительное снижение относительного содержания 

лимфоцитов (1,6 × 109/л) и гранулоцитов (1,0 × 109/л). 

Подобные изменения в формуле крови говорят о развитии 

выраженного инфекционного процесса, связанного с эшери-

хиозным сепсисом. У контрольных животных содержание 

лейкоцитов, лимфоцитов, моноцитов и гранулоцитов состав-

ляло 5,1 × 109/л, 2,7 × 109/л, 0,2 × 109/мл, 2,2 × 109/л соответ-

ственно. 

В результате гистологических исследований было уста-

новлено, что муцин при внутрибрюшинном введении 

мышам линии BALB/c вызывает морфологические измене-

ния в тканях организма, что выражается в уменьшении ко-

личества рециркулирующих лимфоцитов в лимфоидных 

органах (селезенке и лимфатических узлах). Внутри-

брюшинное введение мышам культуры E. coli 342Е/19 с 

муцином вызывает резкое уменьшение площади белой 

пульпы селезенки, по сравнению с действием одного муци-

на. При этом культура кишечной палочки стимулирует по-

явлении в красной пульпе селезенки большого количества 

клеток, характерных для воспалительного процесса, – по-

лиморфноядерных лейкоцитов разной степени зрелости, а 

также иммунокомпетентных клеток – малых и больших 

лимфоцитов. Через 12 ч после заражения подопытных жи-

вотных происходит лизис гепатоцитов с образованием об-

ширных очагов некроза в паренхиме.

Эффективность фаго- и антибиотикотерапии эшерихиоз-

ного сепсиса

Разработанная нами модель летального эшерихиозного 

сепсиса, вызываемого E. coli 3421E/19, была использована 

для оценки терапевтической эффективности эшерихиозного 

бактериофага VEc8 и антибиотиков ко-тримоксазола и цеф-

тазидима. Активность фага in vivo оценивали в эксперимен-

тах по его профилактике и лечению. Критериями эффектив-

ности фаготерапии и антибиотикотерапии служили выжива-

емость инфицированных животных и остаточная обсеменен-

ность органов клетками кишечной палочки на 10–14-е сутки 

после заражения. 

В результате проведенных исследований было установле-

но, что бактериофаг VEc8 обладает высокой профилактиче-

ской и лечебной эффективностью при лечении летальной 

эшерихиозной инфекции. Все инфицированные мыши, полу-

чавшие внутрибрюшинно фаг VEc8 (5 × 108 БОЕ) однократно 

за 1 ч до заражения или в течение 3 суток (через 1,5 ч после 

заражения, два раза в сутки), оставались живыми в течении 

10 дней после заражения. В крови, селезенке и головном 

мозге выживших животных из лечебных групп культура 

штамма 3421E/19 не была выявлена, что свидетельствует о 

полной элиминации возбудителя из организма животных. 

У мышей, получавших препарат бактериофага, в течение 

всего срока наблюдения признаков инфекционного заболе-

вания или интоксикации не отмечалось. Животные теряли в 

весе в течение первых суток инфекции, а затем их масса 

тела постепенно восстанавливалась.

В то же время 100% мышей из контрольной группы пали 

в течение суток после инфицирования. При посеве мазками-

отпечатками органов павших мышей культура E. coli 

3421E/19 высевалась в виде газона из селезенки, головного 

мозга и крови. 

Эксперименты по антибиотикотерапии летального эшери-

хиоза, вызванного E. coli 3421Е/19, показали, что пятиднев-

ный курс применения ко-тримоксазола или цефтазидима 

приводит к положительному лечебному результату: 100% 

инфицированных мышей из экспериментальных групп оста-

вались живыми в течение 14 суток. Культура патогена от-

сутствовала в селезенке, головном мозге и крови всех вы-

живших животных. В контрольной группе наблюдался падёж 

100% мышей в течение первых суток инфекции. Бактерии 

E. coli 3421Е/19 были выделены от всех павших мышей.

Разработанная нами модель летальной эшерихиозной 

генерализованой инфекции, вызываемой внутрибрюшин-

ным введением 100 среднелетальных доз E. coli 3421Е/19, 

поддается лечению антибиотиками, активными in vitro про-

тив этого патогена. Таким образом, эта модель может быть 

использована для оценки терапевтической эффективности 

других антибактериальных препаратов, направленных про-

тив кишечной палочки.

В экспериментах по профилактике и лечению генерализо-

ванной летальной эшерихиозной инфекции установлено, 

что бактериофаг VEc8 по своей лечебной активности не 

уступает антибиотикам цефтазидиму и ко-тримоксазолу.

Модель кишечной эшерихиозной инфекции у мышей

Внутрижелудочное введение мышам линии C57BL/6 с 

антибиотик-зависимым дисбиозом кишечника культуры 

E. coli 3421E/19 приводит к устойчивой колонизации кишеч-

ника клетками патогена, но не вызывает видимых признаков 

инфекции и гибели модельных животных. Следует отметить, 

что у мышей, получавших клиндамицин для подавления нор-

мофлоры кишечника, среднее содержание клеток E. coli 

3421E/19 в фекалиях на 2–5 порядков превышало их содер-

жание в фекалиях мышей с нормальной микрофлорой 

(табл. 2). В течение 3 суток после заражения концентрация 

клеток штамма 3421E/19 в фекалиях мышей с дисбиозом 

держалась на уровне 9,59–9,66 LOG10 КОЕ/г, у контрольных 

мышей (без дисбиоза) – в пределах 6,62–4,98 LOG10 КОЕ/г.

Более длительное (в течение 14 суток) наблюдение за 

мышами выявило, что у мышей, обработанных клиндамици-

ном, обсемененность фекалий клетками штамма 3421E/19 

постепенно падает с 9,45 до 5,22 LOG10 КОЕ/г. В то же 

время у мышей с нормальной микрофлорой кишечника уже 

на 4-е сутки эшерихиозной инфекции культура патогена от-

сутствовала в мышиных фекалиях (рис. 2).

Кроме того, в ходе изучения модели эшерихиозной ки-

шечной инфекции была выявлена способность клеток пато-

гена к инвазии. Так, например, в течение 3 дней инфекции 

клетки E. coli 3421E/19 были выявлены у 20 и 60% мышей в 

селезенке и головном мозге соответственно. Бактериемия 
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наблюдалась у 3 из 5 мышей, но только в первые 2 дня после 

заражения. Максимальные концентрации клеток E. coli 

3421E/19 в селезенке, головном мозге и крови составляли 

2,9 LOG10 КОЕ/г, 2,59 LOG10 КОЕ/г и 2,69 LOG10 КОЕ/мл. 

Диссеминация клеток E. coli 3421E/19 не наблюдалась у 

мышей с неизмененной микрофлорой кишечника.

Эффективность фаго- и антибиотикотерапии эшерихиоз-

ной кишечной инфекции у мышей

Модель кишечной эшерихиозной инфекции у мышей была 

использована в экспериментах по оценке терапевтической 

активности бактериофага VEc8 в сравнении с антибиотиком 

ко-тримоксазолом. В качестве модельных животных исполь-

зовали мышей линии C57BL/6 (самцы/самки, вес 20,6 ± 2 г) с 

антибиотик-обусловленным дисбиозом кишечника.

Результаты терапии экспериментальной эшерихиозной 

кишечной инфекции показали, что под воздействием бакте-

риофага может происходить статистически значимое сниже-

ние концентрации клеток E. coli 3421E/19 в фекалиях. Так, 

например, к 7-м суткам после заражения при однократном 

внутрижелудочном введении бактериофага VEc8 за 1 ч до 

инфицирования (профилактика) количество клеток патогена 

в фекалиях снижалось с 10 до 6,23 LOG10 КОЕ/г (табл. 3). В 

то же время у контрольных животных происходило независи-

мое снижение содержания клеток E. coli 3421E/19 до уровня 

7,77 LOG10 КОЕ/г. Внутрибрюшинное назначение бактерио-

фага практически не влияло на обсемененность фекалий 

бактериями клеток E. coli 3421E/19 по сравнению с нелече-

ным контролем.

Количество фаговых частиц VEc8 в фекалиях мышей 

также снижалось в течение недели с 9,4–9,8 LOG10 БОЕ/г 

(1-е сутки) до 6,82–6,5 LOG10 БОЕ/г как при внутрижелудоч-

ном, так и при внутрибрюшинном способе применения пре-

парата бактериофага (табл. 4). Полученные данные говорят 

о том, что фаги эффективно проникают в просвет кишечни-

ка после внутрибрюшинного введения. С другой стороны, 

мы не наблюдали эффекта размножения фагов в кишечнике 

мышей, несмотря на наличие чувствительной культуры 

E. coli 3421E/19 (рис. 3).

При длительном (в течение 5 дней) применении бактери-

офага VEc8 наблюдался более выраженный терапевтиче-

ский эффект (табл. 3). К 7-м суткам после заражения кон-

центрация клеток E. coli 3421E/19 в фекалиях мышей, полу-

чавших фаг внутрижелудочно, составляла 4,21 LOG10 КОЕ, 

тогда как у контрольных животных этот показатель был 

более чем на три порядка выше (7,77 LOG10 КОЕ). 

Внутрибрюшинное введение бактериофага было менее эф-

фективным и незначительно снижало обсемененность фека-

лий клетками патогена – до 6,23 LOG10 КОЕ.

Динамика концентрации фаговых частиц VEc8 в фекали-

ях мышей на протяжении фаготерапии была отрицательной 

при обоих путях введения фагового препарата (рис. 4). 

Таблица 2. Обсемененность органов и фекалий мышей линии 

C57BL/6 клетками E. coli 3421 E/19 при внутрижелудочном 

заражении культурами в дозе 109 КОЕ

Штамм
E. coli

К
л

и
н
д

а
м

и
ц

и
н LOG10 КОЕ/г (мл) клеток E. coli.

Среднее значение и стандартное отклонение
(n = 5)

Селезенка Головной 
мозг

Кровь Фекалии

1-е сутки после заражения

3421E/19 + 2,26 (1/5) 2,11 ± 1,13 
(3/5)

2,69 ± 2,22 
(2/5)

9,66

3421E/19 – 0 (5/5) 0 (5/5) 0 (5/5) 6,62

2-е сутки после заражения

3421E/19 + 0 (5/5) 2,54 (1/5) 1,59 (1/5) 9,73

3421E/19 – 0 (5/5) 0 (5/5) 0 (5/5) 6,27

3-и сутки после заражения

3421E/19 + 2,90 (1/5) 2,59 ± 1,01 
(3/5)

0 (5/5) 9,59

3421E/19 – 0 (5/5) 0 (5/5) 0 (5/5) 4,98

В скобках указано соотношение мышей с положительным бактериологическим 
высевом к общему количеству животных в группе.

Рис. 2. Концентрация клеток E. coli 3421Е/19 в фекалиях мышей 

линии BALB/c после внутрижелудочного заражения в дозе 

1 × 109 КОЕ.

Рис. 3. Содержание клеток E. coli 3421E/19 в фекалиях мышей 

при фагопрофилактике экспериментальной кишечной инфек-

ции.

Бактериофаг VEc8 вводили однократно внутрижелудочно за 1 ч до 

заражения в количестве 109 БOE. Столбцы показывают количество 

клеток кишечной палочки. Линиями обозначено количество фаго-

вых частиц в фекалиях.
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Однако при внутрижелудочном применении эшерихиозного 

бактериофага его количество в фекалиях через 2 суток 

после последнего введения составляла 6,69 LOG10 КОЕ, а 

при внутрибрюшинном введении – только 3,1 LOG10 КОЕ 

(табл. 4).

Следует отметить, что конечный результат лечения экс-

периментальной эшерихиозной инфекции у мышей бактери-

офагом VEc8 был лучше, чем при антибиотикотерпии ко-

тримоксазолом. Внутрижелудочное введение ко-

тримоксазола дважды в сутки в течение 5 дней давало лишь 

небольшое (до 6,41 LOG10 КОЕ) снижение обсемененности 

фекалий клетками E. coli 3421E/19 по сравнению с нелече-

ным контролем (7,7 LOG10 КОЕ).

В ходе фаготерапии и антибиотикотерапии эксперимен-

тального кишечного эшерихиоза у мышей линии C57BL/6 

состояние животных оставалось удовлетворительным. 

Признаки кишечной инфекции отсутствовали как у леченых, 

так и у контрольных животных. Мыши из экспериментальных 

и контрольной групп в течение срока наблюдения (7 суток) 

набирали в весе. Прибавка массы тела животных в группах 

фагопрофилактики составила 1,4–1,5 г, в группе фаготера-

пии 4 – 2,1 г, в группе антибиотикотерапии – 2,3 г. 

Контрольные животные поправились в среднем на 1,6 г. 

Наименьший привес отмечался в лечебной группе 3 (внутри-

брюшинное введение бактериофага VEc8 в течение 

3 дней) – 0,3 г. Следует отметить, что в начале эксперимента 

среднегрупповые показатели веса мышей из лечебных 

групп достоверно не отличались от контроля (p > 0,05).

Для оценки лечебной эффективности литического бакте-

риофага VEc8 были использованы две модели эшерихиоз-

ной инфекции у мышей, поскольку бактерии E. coli могут 

быть причиной различных нозологических форм инфекции у 

человека. Модель сепсиса, вызываемого у мышей линии 

BALB/c внутрибрюшинным введением культуры, приводит к 

быстрой генерализации инфекции и к гибели 100% живот-

ных в течение суток после заражения. Летальная модель 

довольно удобна при изучении антибактериальной активно-

сти препаратов in vivo, поскольку позволяет оценивать их 

эффективность по объективным показателям – выживаемо-

сти модельных животных и степени санации организма. 

Кишечную (нелетальную) модель эшерихиозной инфекции у 

мышей линии C57BL/6 мы применили для оценки эффектив-

ности внутрижелудочного применения бактериофага VEc8 и 

ко-тримоксазола. Исследования по изучение динамики раз-

вития кишечного эшерихиоза показало, что у мышей с анти-

биотик-зависимым дисбиозом кишечника возможна дли-

тельная персистенция патогена. Этот эффект позволяет из-

учать лечебную активность препаратов по изменению со-

держанию клеток модельного штамма кишечной палочки в 

фекалиях зараженных животных.

В качестве возбудителя эшерихиозной инфекции исполь-

зовали наиболее вирулентный клинический штамм E. coli 

3421E/19 из коллекции «ГКПМ-Оболенск». Этот штамм ки-

шечной палочки относится к группе NMEC-эшерихий, вызы-

вающих парентеральную инфекцию, и принадлежит к серо-

группе О18. Среднелетальная доза (ЛД50) использованного 

штамма при внутрибрюшинном введении интактным мышам 

линии BALB/c составляет 1,1 × 104 КОЕ. Для повышения ви-

рулентности штамма мы вводили его модельным животным 

в растворе 2,5%-го муцина. Муцин подавляет активность 

Таблица 3. Обсемененность (LOG10 КОЕ/г) фекалий мышей 

клетками E. coli 3421E/19 в ходе фаго- и антибиотикотерапии 

экспериментальной эшерихиозной кишечной инфекции у 

мышей линии C57BL/6

Группы Сутки после заражения

1 2 3 4 7 

VEc8, в/жел, 
профилактика

9,30 8,99 8,95 8,41 6,16

VEc8, в/бр, 
профилактика

9,47 9,50 9,00 8,81 7,87

VEc8, в/жел, лечение 10,00 8,95 8,69 6,92 4,21

VEc8, в/бр, лечение 10,00 9,63 9,07 7,86 6,23

Ко-тримоксазол, в/жел 10,00 9,26 8,09 7,09 6,41

Контроль 10,00 9,71 9,50 8,86 7,77

Представлены средние значения обсемененности пула фекалий от 10 
мышей. 

Таблица 4. Обсемененность фекалий фаговыми частицами 

VEc8 (LOG10 БОЕ/г) в ходе фаготерапии экспериментальной 

эшерихиозной кишечной инфекции у мышей линии C57BL/6

Группы Сутки после заражения

1 2 3 4 7

VEc8, в/жел., 
профилактика

9,40 8,12 7,81 7,40 6,82

VEc8, в/бр, 
профилактика

9,80 8,81 7,50 7,04 6,50

VEc8, в/жел, лечение – 9,08 7,23 4,81 3,10

VEc8, в/бр, лечение – 9,40 8,41 8,12 6,69

Контроль – – – – –

Представлены средние значения обсемененности пула фекалий от 10 
мышей. 

Рис. 4. Содержание клеток E. coli 3421E/19 и бактериофага VEc8 

в фекалиях мышей при фаготерапии и антибиотикотерапии 

экспериментальной кишечной инфекции.

Бактериофаг VEc8 вводили однократно внутрижелудочно за 1 ч до 

заражения в количестве 109 БOE. Столбцы показывают количество 

клеток кишечной палочки в фекалиях мышей из разных групп. 

Линиями обозначено количество фаговых частиц в фекалиях.
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перитонеальных макрофагов, препятствуя лизису бактерий 

в них [55]. В результате показатель ЛД50 снижался в 

1000 раз (до 15 КОЕ). Для воспроизведения системного 

эшерихиоза мышей BALB/c заражали культурой E. coli 

3421E/19 в количестве 1,5 × 103 КОЕ с муцином, что состав-

ляло 100 ЛД50. Невысокая заражающая доза патогена уве-

личивает вероятность получить лечебный эффект антибак-

териальных препаратов при моделировании бактериальных 

инфекций [56].

Кишечную эшерихиозную инфекцию моделировали на 

мышах линии C57BL/6. Эту линию мышей нередко исполь-

зуют для воспроизведения различных кишечных инфекций 

[57, 58]. С целью повышения чувствительности животных к 

E. coli 3421E/19 при внутрижелудочном заражении мы пред-

варительно подавляли нормальную микрофлору кишечни-

ка путем введения антибиотика (клиндамицина). Благодаря 

этому использованный нами штамм кишечной палочки 

длительное время (до 14 суток) был способен персистиро-

вать в кишечнике модельных животных после интрага-

стрального введения в дозе 109 КОЕ. Через 2 нед. после 

заражения концентрация клеток E. coli 3421E/19 в фекали-

ях мышей составляет 5,2–7,7 LOG10 КОЕ/г, в то время как 

у интактных мышей клетки патогена элимиируют из кишеч-

ника уже через 3 суток. Следует отметить, что мышей с 

антибиотик-ассоциированным дисбиозом довольно часто 

используют для моделирования гастроэнтеральных инфек-

ций [43, 59, 60].

Для экспериментального лечения летальной генерализо-

ванной инфекции, вызываемой культурой E. coli 3421E/19, 

мы использовали литический бактериофаг VEc8, который 

лизирует клетки этого штамма in vitro. Разовая доза фага 

как в режиме профилактики (однократно за час до зараже-

ния), так и в режиме лечения (2 раза в сутки, 3 дня, начало 

лечения через 1,5 ч после заражения) составила 

5 × 108 БОЕ. В обоих случаях терапевтическая эффектив-

ность фаготерапии летального эшерихиозного сепсиса со-

ставила 100%. По эффективности фаготерапия не уступала 

антибиотикотерапии. Следует отметить, что использован-

ные антибиотики цефтазидим и ко-тримоксазол активны 

in vitro в отношении E. coli 3421E/19: МПК составляет <0,25 

и 12 мкг/мл соответственно. Подобные результаты мы полу-

чали при изучении специфической активности других бак-

териофагов при терапии летальной септической инфекции 

у мышей, вызываемой бактериями Proteus mirabilis, 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas 

aeruginosa [56, 61–63]. В результате внутрибрюшинное вве-

дение инфицированным мышам фагов SA18, KpV289, PA5, 

Pm3 обеспечивало выживаемость в 80–100% случаев при 

сходных схемах профилактики и лечения, а возбудитель 

инфекции полностью элиминировал из организма модель-

ных животных. Высокую эффективность бактериофагов 

при лечении летального эшерихиозного сепсиса и менинги-

та показали в своих исследованиях Pouillot F. et al. [64]. 

Раннее введение бактериофага EC200PP крысам-сосун-

кам, инфицированным штаммом кишечной палочки S242 

(О25:Н4), защищало от гибели 100% подопытных животных 

при внутрибрюшинном введении фага и 50% – при подкож-

ном. Терапевтическая доза бактериофага составляла 

108 БОЕ.

Бактериофаг VEc8 не элиминирует культуру E. coli 

3421E/19 из кишечника мышей линии С57BL/6, инфициро-

ванных внутрижелудочно. С другой стороны, он достоверно 

снижает ее количество (в 4,8 × 103 раз) по сравнению с не-

лечеными контрольными животными. В то же время ко-

тримоксазол снижает уровень обсемененности фекалий 

клетками патогенной кишечной палочки по сравнению с 

контролем только в 100 раз. Таким образом, в наших иссле-

дованиях фаготерапия кишечной инфекции у мышей линии 

C57BL/6, обусловленной E. coli 3421E/19, является более 

эффективной, чем антибиотикотерапия.

Отсутствие абсолютного санирующего действия бактери-

офага VEc8 при прямом воздействии фаговых частиц на 

клетки E. coli 3421E/19 в желудочно-кишечном тракте мышей, 

по всей видимости, связано с формированием субпопуляции 

фаг-толерантных клеток. Так, например, A.Lacqua et al. [65] 

показали, что при контакте со специфическим бактериофа-

гом среди клеток E. coli MG1655 появляются мутантные 

клоны с большим количеством белка Dps внешней мембра-

ны, способствующего образованию пилеподобных образова-

ний, формирующих матрикс биопленки. Кроме того, у этих 

мутантов заметно снижалось количество белков наружной 

мембраны OmpC и OmpF, которые являются рецепторными 

белками для специфических бактериофагов.

Заключение

Две модели экспериментальной эшерихиозной инфекции 

были разработаны и использованы для оценки лечебно-про-

филактической эффективности бактериофага VEc8: леталь-

ный сепсис у мышей линии BALB/c и нелетальная кишечная 

инфекция у мышей линии C57BL/6. В первом случае мышей 

заражали культурой E. coli 3421E/19, суспендированной в 

растворе муцина, для подавления фагоцитоза. В другой мо-

дели использовали мышей с антибиотик-обусловленным 

дисбиозом кишечника для повышения восприимчивости к 

эшерихиозной инфекции.

Бактериофаг VEc8 обладает высокой активностью при 

профилактике и лечении генерализованной инфекции у 

мышей, вызванной внутрибрюшинным введением леталь-

ной дозы культуры клинического штамма E. coli 3421E/19. 

Лечебный результат показал, что фаготерапия не уступает 

по своей эффективности антибиотикотерапии цефтазиди-

мом или ко-тримоксазолом. Проведенные исследования по-

казали, что однократное внутрибрюшинное введение 

мышам линии BALB/c бактериофага VEc8 (5 × 108 БОЕ) в 

режиме профилактики (за 1 ч до заражения), защищает от 

гибели 100% животных, которые в результате терапии пол-

ностью освобождаются от патогенной кишечной палочки. 

Трехдневное лечение бактериофагом VEc8 летального эше-

рихиозного сепсиса, начатое через 1,5 ч после заражения, 

также защищает от гибели и санирует от патогена всех ин-

фицированных мышей. Цефтазидим и ко-тримоксазол также 

дают 100% лечебный результат.

Бактериофаг VEc8 оказывает санирующее действие при 

лечении кишечной эшерихиозной инфекции у мышей линии 

C57BL/6. Внутрижелудочное применение фага в течение 

5 дней в разовой дозе 5 × 108 БОЕ значительно снижает со-

держание клеток E. coli 3421E/19 в фекалиях инфицирован-
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ных животных. Внутрибрюшинное введение бактериофага 

дает худший лечебный эффект. 

Пятидневная антибиотикотерапия кишечной эшерихиоз-

ной инфекции с использованием ко-тримоксазола менее 

эффективна по сравнению с внутрижелудочной фаготерапи-

ей, но не отличается по эффективности от внутрибрюшинно-

го лечения фагом.

Полученные нами результаты доказывают, что бактерио-

фаг VEc8 является перспективным препаратом для лечения 

эшерихиозов в качестве альтернативы классическим анти-

биотикам.
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Автору удалось найти беспрецедентно большое количество данных по 

сибирской язве в Российской империи. Выяснилось, что имперская вете-

ринарная и медицинская информация (изумительного качества!) практи-

чески не использовалась для научных целей в СССР. Появились принци-

пиально новые возможности строго научной реконструкции сибиреязвен-

ного процесса за период 1860–1914 гг. Обрывочный, хотя и вполне 

большой массив новых данных найден по более раннему и позднему пе-

риодам (до конца 1920-х годов). Рассмотрен ряд вопросов теоретическо-

го и методологического характера по обработке палеоинфекционных 

данных и их введению в научный оборот. Дается детальное описание феномена неиспользования знания по сибирской язве, 

накопленного в Российской империи. Работа выполнена в духе инфекционной экологии. Новый, волнующий научный подход. 
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Лиофилизированное антимикробное средство 

на основе эндогенных дефензинов 

И.А.Базиков1, А.Н.Мальцев1, А.А.Ефременко1, М.В.Рубайло1, Ф.И.Базиков2 

1ФГБОУ ВО «Ставропольский государственный медицинский университет», Ставрополь, 

Российская Федерация;
2Миланский государственный университет, Милан, Италия

Бесконтрольное применение антибиотиков и антисептиков во время пандемии COVID-19 привело к значительному 
росту инфекций, резистентных к лечению традиционными антибиотиками. На этом фоне возникла необходимость 
поиска антимикробных препаратов широкого действия для лечения инфекционных осложнений, вызванных антибио-
тикоустойчивыми микроорганизмами. При использовании дефензинов у бактерий не формируется резистентность. 
Целью исследования являлось получение лиофилизированного антимикробного средства на основе дефензинов, 
последующее инкапсулирование его в кремнийорганические ниосомы и изучение его эффективности в эксперименте. 
Разработанный процесс лиофилизации ранее полученных эндогенных дефензинов и их последующего инкапсулиро-
вания в кремнийорганические ниосомы продемонстрировал их эффективность при заживлении ран, зараженных 
антибиотикорезистентными штаммами Staphylococcus аureus в эксперименте. При синергии действия двух типов 
пептидов продемонстрировано увеличение линейной скорости заживления инфицированных ран по сравнению с кон-
тролем. 
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The uncontrolled use of antibiotics and antiseptics during the COVID-19 pandemic has led to a significant increase in infections 
resistant to traditional antibiotic treatment. Against this background, it became necessary to search for broad-spectrum 
antimicrobial drugs for the treatment of infectious complications caused by antibiotic-resistant microorganisms. When using 
defensins, bacteria do not develop resistance. The aim of the study was to obtain the lyophilized antimicrobial agent based on 
defensins, followed by encapsulation in organosilicon niosomes, and to study its effectiveness in an experiment. Developed 
process of lyophilization of previously obtained endogenous defensins and their subsequent encapsulation in organosilicon 
niosomes demonstrated their effectiveness in the healing of wounds infected with antibiotic-resistant strains of Staphylococcus 
aureus in the experiment. With the synergy of the action of the two types of peptides, the increase in the linear rate of healing 
of infected wounds was demonstrated as compared to the control.
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Ш
таммы микроорганизмов, в том числе и респиратор-

ные патогены (классический пневмококк, гемофиль-

ная палочка и др.) с множественной лекарственной устойчи-

востью, становятся все более распространенной причиной 

бактериальных осложнений коронавирусной инфекции. 

Возросшее из-за COVID-19 использование антибиотиков 

приводит к росту резистентных штаммов микроорганизмов, 

обусловленному в большей части генами устойчивости, рас-

положенными на подвижных генетических элементах бакте-

рий, что облегчает их внутривидовое распространение [1]. 
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По некоторым данным, после пандемии коронавирусной 

инфекции резистентных бактерий станет в 3–4 раза больше 

[2]. На фоне пандемии необоснованное назначение проис-

ходит в 90% случаев, однако эти препараты нужны лишь 

10% пациентов, у которых развиваются бактериальные 

осложнения.

Перспективы применения в качестве антимикробных пре-

паратов (АМП) широкого действия для лечения инфекцион-

ных осложнений, вызванных антибиотикоустойчивыми ми-

кроорганизмами, имеют дефензины [3, 4], так как при их ис-

пользовании у бактерий не формируется резистентность [5]. 

Предварительно нами были разработаны способы выде-

ления из клеток крови и ткани дефензинов, продемонстри-

ровавших высокую эффективность при подавлении роста 

микроорганизмов in vitro [6]. Однако при применении данной 

методики мы получаем дефензины в весьма низких концен-

трациях (0,3–0,4 мкг/мл). Для повышения концентрации де-

фензинов и увеличения сроков хранения разработана мето-

дика лиофилизации эндогенных дефензинов. Это мягкий 

способ сушки веществ, при котором высушиваемый препа-

рат замораживают, а потом помещают в вакуумную камеру, 

в которой происходит возгонка растворителя. 

Преимуществами такого способа высушивания являются: 

отсутствие воздействия на препарат высоких температур, 

сохранение дисперсной фазы препарата, возможность ис-

пользования летучих растворителей. Метод лиофилизации 

позволяет получать препарат без потери его структурной 

целостности и биологической активности. При лиофилиза-

ции большинство белков не подвергаются денатурации и 

могут длительно сохраняться при умеренном охлаждении 

(около 0°С). Лиофилизированные ткани и препараты при 

увлажнении восстанавливают свои первоначальные свой-

ства, а инкапсулирование в трансдермальные переносчики-

ниосомы [7–9] придает им дополнительные свойства. 

Таким образом, целью исследования являлось получе-

ние лиофилизированного антимикробного средства на осно-

ве дефензинов, последующее инкапсулирование в кремний-

органические ниосомы и изучение его эффективности в 

эксперименте.

Материалы и методы

Количественное определение эндогенных дефензинов 

проводили методом высокоэффективной жидкостной хрома-

тографии (ВЭЖХ). Для получения дефензинов в качестве 

сырья использовали плацентарную ткань [3, 10]. Осуществля-

ли вирусологический контроль (на отсутствие HBS-антител к 

вирусу гепатита В, антител к вирусу гепатита С и ВИЧ), опре-

деление рН (6,81 ± 0,23), содержания аминного азота 

(249,90 ± 36,35 мг%). Ткань плаценты предварительно под-

вергали гомогенизации, гидролизат получали ферментатив-

ным гидролизом с использованием 10 мл стерильного рас-

твора трипсина (ООО «Биолот», Санкт-Петербург, Россия) на 

100 мл гидролизуемой смеси в течение 1 ч в фосфатном бу-

фере (рН 7,4). Гидролизат осветляли 0,6%-м раствором пере-

киси водорода. Гель-фильтрацию полученного гидролизата 

проводили с помощью разделительной колонки, на дне кото-

рой находился мелкопористый фильтр с диаметром пор 

0,22 мкм и 30 г Сефадекса G-25. Фильтры стерилизовали с 

помощью водяного пара и ультрафиолета. Первую фракцию 

удаляли. Затем проводили гель-фильтрацию на колонке с 

раствором фосфатного буфера (рН 7,4). Отбирали пробу с 

максимальным содержанием антибактериальных пептидов 

массой 3–5 кДа. Для определения максимальной концентра-

ции АМП в полученных образцах проб использовали метод 

ВЭЖХ на хроматографе «Люмахром» (Россия) при длине 

волны 214 нм. В качестве подвижной фазы использовали 

фосфатный буфер (рН 7,4). Скорость подачи подвижной 

фазы – 150 мм3/мин. В качестве исследуемого образца ис-

пользовался стандарт дефензинов альфа и бета с концентра-

цией 0,625–50 мкг/мл. В качестве подвижной фазы использо-

вали ацетонитрил. Скорость подачи подвижной фазы была 

2,5 мм3/мин, объем образца 50 мкл при температуре 20°С. 

Детекция фракций проводилась с помощью УФ-детектора на 

частоте волны 214 нм. Скорость подачи подвижной фазы со-

ставлял 150 мм3/мин [6, 11]. 

Раствор после приготовления сразу же дозированно вно-

сили в ампулы для инъекции. Применяли ампулы бесцвет-

ные, гидролитического класса 1, при асептических условиях, 

предварительно стерилизованные. Наполненные ампулы 

для инъекций помещали в установку для лиофильного вы-

сушивания и сушили при заданной температуре. Процесс 

лиофилизации растворов, адаптированный к объему лиофи-

лизата и емкости, состоял из следующих этапов: цикл вы-

мораживания, затем сублимации и высушивания. 

Лиофилизацию осуществляли в лиофилизаторе Usifroid 

(Франция) типа SMH 15, SMJ 100 или SMH 2000, при этом 

скорость вымораживания – 2°С в минуту. Гидролизат дефен-

зинов загружали в лиофильную сушилку при температуре 

+20°С, охлаждали за 1-й час до -22°С, затем в течение 2-го 

часа до -31°С, в течение 3-го часа до -40°С и за 4-й час до 

-48°С, и при этой температуре выдерживали 5 ч. Высушивание 

осуществляли с помощью программы высушивания при тем-

пературе плиты, повышающейся от -40°С до +20°С. Затем 

установку заполняли стерильным азотом, ампулы запаива-

ли (флаконы в установке закрывали и пробки снабжали 

клапаном с бортиком). Проводили визуальный контроль на 

наружные дефекты первичной упаковки, контроль на меха-

нические включения и прозрачность проводили с примене-

нием растворения образца. Ампулы для инъекций с дефек-

тами уничтожали.

В дальнейшем эндогенные дефензины инкапсулировали 

в кремнийорганические ниосомы. В качестве поверхностно-

активного соединения для формирования ниосом использо-

вали ПЭГ-12 диметикон [12]. Навеску лиофилизированного 

субстрата эндогенных дефензинов растворяли в стерильном 

растворе Хенкса, из расчета 0,05 мг эндогенных дефензинов 

в 1 мл раствора. В полученный раствор для формирования 

ниосом поэтапно добавляли 100 мл ПЭГ-12 диметикона и 

400 мл воды. Начальный процесс образования ниосом и ин-

капсулирования в них лиофилизата проводили при комнат-

ной температуре и интенсивном механическом встряхива-

нии на шейкере в течение 5 мин. Стадия формирования ни-

осом более мелких размеров происходила при интенсивном 

механическом перемешивании смеси с использованием 

APV-гомогенизатора. Формирование ниосом размером 100–

140 нм проводили следующим образом. Предварительно 

полученную дисперсию ниосом с инкапсулированным лекар-
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ственным веществом помещали в сосуд для ультразвуковой 

обработки и проводили экспозицию ниосом с временными 

интервалами в 15, 30 и 45 мин. Для того чтобы физико-хими-

ческие характеристики кремнийорганических ниосом были 

постоянными, использовали 50 мл гелеобразователя, кото-

рый образовывал трехмерную объемную «сетку» при добав-

лении 20 мл триэтаноламина. Общий объем геля доводили 

до 1000 мл очищенной водой.

Эффективность полученного антимикробного ниосомаль-

ного геля на основе эндогенных дефензинов проверяли на 

инфицированных ранах в эксперименте. Для моделирования 

экспериментальной раны использовали лабораторных крыс 

породы Wistar. Рану наносили с помощью инструментов для 

панч-биопсии (диаметр – 8 мм) на предварительно выбри-

тую поверхность спины. В дальнейшем рану инфицировали 

добавлением 2 мл суспензии штаммов Staphylococcus aureus 

(стандарт мутности 0,5 по Мак-Фарланду). Площадь раны 

оценивали с помощью программного обеспечения Lesion 

Meter. Опытная группа (n = 10) получала ниосомальный гель 

на основе эндогенных дефензинов по 1 мл 2 раза в сутки. 

Контрольная группа (n = 10) получала плацебо – гель без 

лиофилизированного субстрата дефензинов.

Результаты и обсуждение 

Лиофилизированный субстрат на основе эндогенных де-

фензинов представляет собой белый пористый порошок. 

Условия хранения полученного лиофилизата предполагают 

его хранение в сухом, защищенном от света месте при тем-

пературе 2–8°С. 

Изучение лечения инфицированных ран на животных по-

казало, что линейная скорость заживления ран (V, мм2) на 7-й 

день эксперимента составила в среднем 0,0051 ± 0,0147 мм2 

в сутки в контрольной группе (таблица). У крыс, получавших 

опытный образец ниосомального геля с эндогенными де-

фензинами в дозе 0,05 мг/мл, установлена более высокая 

скорость ранозаживления. Так, среднее значение V в данной 

группе составило 0,0236 ± 0,0120 мм2 в сутки (р < 0,05). 

При расчете скорости регенерации раны с 7-го по 14-й день 

были получены аналогичные данные. Так, в контрольной 

группе V составила 0,0051 ± 0,0071 мм2 в сутки, в то время 

как среднее значение V в опытной группе, получавшей нио-

сомальный гель с эндогенными дефензинами, равнялось 

0,0286 ± 0,0146 мм2 в сутки. Различия между эксперимен-

тальными группами были статистически достоверными 

(р < 0,05). 

Также следует отметить, что средняя площадь ран в кон-

трольной группе в течение первой недели эксперимента со-

ставила 4,5 ± 1,9 мм2. В опытной группе площадь раны со-

ставила 2,1 ± 0,86 мм2. К концу эксперимента, на 14-й день, 

данные показатели составили 2,1 ± 0,86 мм2 в контрольной 

группе и 1,1 ± 0,9 мм2 в экспериментальной группе (табли-

ца). Для точного теста Фишера было принято значение пло-

щади раны ≤1 мм2, соответствующее полной регенерации. 

Незаживающим ранам соответствовала площадь >1 мм2. 

Регенерация инфицированных антибиотикорезистентной 

микрофлорой ран к концу 2-й недели по сравнению с контро-

лем была статистически значимой в группе животных, полу-

чающих ниосомальный гель с эндогенными дефензинами 

(р < 0,05). 

Таким образом, опытный образец лиофилизированного 

антимикробного средства на основе дефензинов в конечной 

концентрации в ниосомальном геле в дозе 1 мкг/мл при ис-

пользовании один раз в день продемонстрировал эффек-

тивность при заживлении ран, зараженных антибиотикоре-

зистентными штаммами S. aureus. Полученные результаты 

показывают значительно увеличенную линейную скорость 

заживления инфицированных ран по сравнению с контро-

лем. Предположительно, синергетическая эффективность 

обусловлена высокой антибактериальной активностью эн-

догенных дефензинов [13, 14], а также иммуномодулирую-

щими и регенераторными свойствами входящих в пептид-

ный комплекс низкомолекулярных пептидов плацентарной 

ткани [15, 16]. 
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Таблица. Динамика ранозаживления при использовании лио-

филизированного антимикробного средства на основе 

дефензинов

Группы Скорость заживления ран
(V, мм2/сутки)

Средняя площадь ран
(S, мм2/сутки)

7-й день 14-й день 7-й день 14-й день

Контроль 0,005 ± 0,015 0,005 ± 0,007 4,5 ± 1,9 3,6 ± 1,6

Опыт 0,024 ± 0,012* 0,029 ± 0,015* 2,1 ± 0,86* 1,1 ± 0,9*

* р < 0,05 по сравнению с контрольной группой.
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В
России насчитывается порядка 2000 медицинских 

учреждений с микробиологическими лабораториями, 

которые проводят более 200 млн микробиологических иссле-

дований с использованием питательных сред.

Бактериологические лаборатории страны широко приме-

няют коммерческие сухие питательные среды, зарегистри-

рованные в установленном порядке и обеспечивающие ка-

чество проводимых исследований в санитарной и клиниче-

ской микробиологии, а также при проведении научных ис-

следований. 

В развитых странах с высоким уровнем медицинского 

обслуживания переходят на использование готовых к при-

менению сред, изготовленных в промышленных условиях, 

на стандартном специально разработанном оборудовании. 

Контроль качества готовых сред в данном случае произво-

дится силами предприятия-изготовителя, что позволяет, в 

числе прочих преимуществ, минимизировать рутинную ва-

лидацию партий производимых вручную сред [1]. 

В России имеет место лишь небольшое промышленное 

производство готовых к применению питательных сред, и в 
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связи с этим в страну поставляются импортные. Однако по-

ставка готовых питательных сред из-за рубежа имеет недо-

статки, связанные с высокой стоимостью сред, длительной 

транспортировкой их в Россию и сложностью организации 

регулярных поставок.

Проблема создания в России промышленного производ-

ства готовых к использованию питательных сред стандарт-

ного качества является весьма актуальной.

Создание такого производства позволяет решать следую-

щие задачи:

• обеспечение стандартного постоянного качества, гаран-

тирующего единообразие методов диагностики и необходи-

мое качество медицинского обслуживания населения;

• значительное расширение ассортимента готовых пита-

тельных сред на российском рынке; 

• возможность усовершенствовать технологические карты 

лабораторий, избавляя лабораторный персонал от необхо-

димости проведения длительного подготовительного этапа, 

предшествующего непосредственному бактериологическо-

му исследованию;

• возможность импортозамещения российскими пита-

тельными средами, рецептура и номенклатура которых мак-

симально адаптированы под российского потребителя.

В связи с этим в современной России, стремящейся к 

созданию высокотехнологичных микробиологических лабо-

раторий, растет спрос на стерильные готовые питательные 

среды в пробирках, чашках Петри и контактных чашках 

Родека.

Появление в нашей стране в середине 1950х гг. экспери-

ментальных радиационных установок создало условия для 

развертывания исследовательских работ по использованию 

ионизирующих излучений для радиационной стерилизации 

(РС) медицинской продукции. В 1960х гг. были определены 

области возможного применения радиационного метода 

стерилизации [2]. 

С началом ввода в эксплуатацию облучающих установок 

на основе радионуклидных источников и ускорителей элек-

тронов в промышленном производстве медицинских изде-

лий широкое применение получила РС, основанная на ради-

ационной обработке ионизирующим излучением. 

Стерилизующим агентом при РС является проникающее γ- 
или β- (электроны высоких энергий, получаемые в ускорите-

лях) излучение. Наиболее широко используется γ-излу-

чающий изотоп кобальта-60, реже – изотоп цезия-137, в 

связи с его низким уровнем энергии; источники, генерирую-

щие β-излучение, используются реже, так как оно обладает 

гораздо меньшей проникающей способностью [3–5]. 

При правильном проведении РС является безопасным и 

надежным промышленным процессом.

Имеются данные о применении РС γ-облучением сухих 

питательных сред Эйкмана в индивидуальной упаковке для 

контроля водоисточников. Применение таких готовых расфа-

сованных сред позволяет получать быстрые и надежные ре-

зультаты в стационарных и передвижных лабораториях [6]. 

РС, ставшая одним из основных методов стерилизации 

термочувствительных медицинских изделий, обладает 

рядом технологических преимуществ. Основными достоин-

ствами этого метода являются: высокая степень инактива-

ции микроорганизмов; возможность стерилизации в боль-

ших объемах; автоматизация процесса; стерилизация изде-

лий в любой герметичной упаковке и товарной таре, успеш-

ная борьба со споровыми формами микроорганизмов.

Перед облучением медицинских изделий разрабатывает-

ся инструкция по РС с указанием нормы, обеспечивающей 

качество и безопасность изделий: минимальное допускае-

мое значение поглощенной дозы ионизирующего излучения 

(стерилизующая доза), обеспечивающее требуемый уро-

вень стерильности при установленном предельном значении 

инициальной контаминации продукции, и максимальное до-

пускаемое значение поглощенной дозы, при которой отсут-

ствует токсичность и сохраняются все функциональные 

свойства изделия в течение установленного срока годности 

изделия [3–5, 7–10].

Цель исследования – изучение возможностей РС, выбор 

дозы излучения для инактивации возможных микроорганиз-

мов в среде, на упаковке и транспортной таре, разработка 

инструкции по РС питательных сред для предотвращения их 

возможной контаминации с поверхности упаковки и транс-

портной тары с целью сохранения биологических показате-

лей и стерильности на протяжении гарантированного срока 

годности препаратов.

Материалы и методы

В работе использовались: питательная среда для выра-

щивания дрожжевых и плесневых грибов (агар Сабуро), пи-

тательная среда для определения количества мезофильных 

аэробных и факультативно-анаэробных микроорганизмов 

(среда КМАФАнМ), разлитые в чашки Петри и готовые к при-

менению, транспортная среда Эймса (производства ФБУН 

ГНЦ ПМБ). Эксперименты по применению радиационной 

обработки испытуемых питательных сред были проведены 

на электронном ускорителе на производственной площадке 

ООО «Теклеор» (Калужская область). 

Испытуемые среды подвергали радиационной обработке 

потоком ускоренных электронов с получением следующих 

поглощенных доз: 10, 13 и 15 кГр. В качестве контрольных 

служили питательные среды агар Сабуро и КМАФАнМ, не 

подвергавшиеся дополнительной стерилизации. Качество 

испытуемых питательных сред оценивали по физико-хими-

ческим и биологическим показателям на соответствие тре-

бованиям, заложенным в нормативной документации (НД) 

на каждый из препаратов.

Для биологического контроля питательных сред были ис-

пользованы тест-штаммы микроорганизмов из 

Государственной коллекции патогенных микроорганизмов и 

клеточных культур «ГКПМ-Оболенск» – Bacillus cereus NCTC 

8035 (АТСС 10702), Staphylococcus aureus 6538-Р (FDA 209-

P), Enterobacter cloacae ГИСК A-186, Candida albicans NCTC 

885-653. 

Результаты и обсуждение

Эффективность радиационной обработки зависит от 

общей поглощенной дозы излучения. Ускоренные электроны 

и γ-излучение не различаются по своей антимикробной ак-

тивности, стерилизующие дозы для обработанных питатель-

ных сред для них одинаковы – 25 кГр [8]. Для различных 
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видов продукции и различных производств были установле-

ны величины стерилизующих доз, находившиеся в диапазо-

не от 10 до 30 кГр и обеспечивающие отсутствие нестериль-

ных единиц продукции в партии [2]. Продукция в упаковках 

или открытых контейнерах подается в камеру, где проходит 

обработку пучком электронов, длительность обработки со-

ставляет несколько минут при сохранении температурного 

режима. В результате поглощения энергии электронов про-

исходит нехимическая антимикробная обработка, снижение 

микробной обсемененности, следовательно, увеличение 

сроков хранения.

Первый механизм – «прямой» – отвечает, по разным под-

счетам, за 60–70% воздействия. Ускоренные электроны 

врезаются в ДНК бактериальной клетки. Поврежденная 

клетка перестает делиться, доживает свой цикл и погибает.

Второй механизм – окисление внутри продукта – отвечает 

за оставшиеся 30–40% работы. Свободные радикалы, ак-

тивные и короткоживущие, «атакуют и добивают» ключевые 

компоненты клетки. Микроорганизмы погибают как внутри 

продукта, так и по всей поверхности упаковки.

Была проведена серия экспериментов для определения 

оптимальной дозы потока ускоренных электронов с последу-

ющим контролем стерильности испытуемых препаратов и 

транспортной упаковки, а также определения специфической 

активности питательных сред: агара Сабуро и среды 

КМАФАнМ. Для этого испытуемые питательные среды, раз-

литые в чашки Петри и упакованные, подвергали радиацион-

ной обработке потоком ускоренных электронов при следую-

щих дозах: 10, 13 и 15 кГр, затем оценивали качество испы-

туемых питательных сред по физико-химическим и биологи-

ческим показателям на соответствие требованиям, заложен-

ным в НД на каждый из препаратов в сравнении с контроль-

ными питательными средами, не подвергавшимися дополни-

тельной стерилизации. Результаты представлены в таблице.

Таким образом, экспериментально установлено, что по-

глощенные дозы потока ускоренных электронов в 13 и 

15 кГр отрицательно сказываются на качестве питательных 

сред: на среде КМАФАнМ рост тест-штамма E. cloacae ГИСК 

A-186 через 18–24 ч инкубации при температуре 37 ± 1°С 

наблюдался в виде крупных, слизистых, расплывчатых коло-

ний, что не соответствует требованиям, заложенным в ТУ на 

данный препарат и предъявляемым к средам аналогичного 

назначения.

С целью определения эффективности стерилизации гото-

вых к применению питательных сред в транспортной упаков-

ке потоком ускоренных электронов проведена серия экспе-

риментов с использованием транспортной среды Эймса. 

Для этого были взяты смывы с рук и спецодежды сотрудни-

ков, работающих на автоматической средоварке Masterclave 

528 или Masterclave 09 и автоматическом модуле для розли-

ва сред Petriswiss PS900 или APS320, и помещены в пробир-

ки с транспортной средой Эймса. Также были произведены 

смывы с внутренних поверхностей полиэтиленовых пакетов 

и картонных коробок (транспортной упаковки питательных 

сред, готовых к применению). Пробирки были подвергнуты 

стерилизации потоком ускоренных электронов с дозами 10, 

13 и 15 кГр. Затем из каждой пробирки был произведен 

высев на питательную среду КМАФАнМ, питательную среду 

агар Сабуро для подсчета общего числа выросших бактерий 

и грибов при анализе микробной загрязненности объектов. 

Результаты эффективности РС учитывали после инкубации 

высевов в стандартных условиях. Контролем служила пита-

тельная среда Эймса с посевами, не прошедшая стерилиза-

цию потоком ускоренных электронов. 

В результате проведенных исследований показана эф-

фективность минимальной для стерилизации питательных 

сред поглощенной дозы облучения 10 кГр. Все пробирки со 

смывами после радиационной обработки не содержали жиз-

неспособных микроорганизмов, в то время как после высева 

из контрольных пробирок со средой Эймса наблюдался бак-

териальный рост. 

В результате проведенных исследований доказана эф-

фективность радиационной обработки питательных сред, 

определена оптимальная стерилизующая доза облучения 

(10 кГр), при которой сохраняются физико-химические и био-

логические свойства питательных сред. Следовательно, для 

обеспечения стерильности питательных сред, готовых к при-

менению, в индивидуальной, групповой и транспортной упа-

ковках может быть рекомендована радиационная стерили-

зация. 

Выводы

Экспериментально установлена оптимальная стерилизу-

ющая доза облучения в 10 кГр потока ускоренных электро-

нов для готовых к применению питательных сред в транс-

Таблица. Соответствие качества контрольных питательных сред требованиям НД

Испытуемые питательные 
среды

Используемые поглощенные дозы потока ускоренных электронов, кГр Без дополнительной 
стерилизации

10 13 15 

Агар Сабуро, готовый к 
применению

Соответствует требованиям 
ТУ 20.59.52-259-78095326-
2017 (рост тест-штаммов 
C. albicans NCTC 885-653, 

S. aureus АТСС 6538-Р (FDA 
209-P), E. cloacae ГИСК A-186 

типичен)

Соответствует требованиям 
ТУ 20.59.52-259-78095326-
2017 (рост тест-штаммов 
C. albicans NCTC 885-653, 

S. aureus АТСС 6538-Р 
(FDA 209-P), E. cloacae ГИСК 

A-186 типичен)

Соответствует требованиям 
ТУ 20.59.52-259-78095326-
2017 (рост тест-штаммов 
C. albicans NCTC 885-653, 

S. aureus АТСС 6538-Р 
(FDA 209-P), E. cloacae ГИСК 

A-186 типичен)

Соответствует требованиям 
ТУ 20.59.52-259-78095326-
2017 (рост тест-штаммов 
C. albicans NCTC 885-653, 

S. aureus АТСС 6538-Р 
(FDA 209-P), E. cloacae ГИСК 

A-186 типичен) 

Среда КМАФАнМ, готовая к 
применению

Соответствует требованиям 
ТУ 20.59.52-260-78095326-
2017 (рост тест-штаммов 

B. cereus NCTC 8035 (АТСС 
10702), S. aureus АТСС 6538-Р 
(FDA 209-P), E. cloacae ГИСК 

A-186 типичен)

Не соответствует 
требованиям ТУ 20.59.52-260-

78095326-2017, колонии 
E. cloacae ГИСК A-186 
крупные, слизистые, 

расплывчатые

Не соответствует 
требованиям ТУ 20.59.52-260-

78095326-2017, колонии 
E. cloacae ГИСК A-186 
крупные, слизистые, 

расплывчатые

Соответствует требованиям 
ТУ 20.59.52-260-78095326-
2017 (рост тест-штаммов 

B. cereus NCTC 8035 (АТСС 
10702), S. aureus АТСС 6538-Р 
(FDA 209-P), E. cloacae ГИСК 

A-186 типичен)
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портной упаковке, не оказывающая отрицательного воздей-

ствия на их качество, минимизирующая контаминацию 

извне и дающая 100%-ю гарантию стерильности с сохране-

нием их качества по ростовым и физико-химическим пока-

зателям в течение срока годности.
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Н о в о с т и  н а у к и

Бактериальную ДНК можно читать вперед или назад: исследование

Транскрипция инициируется на промоторах, участках ДНК, распознаваемых ДНК-зависимой 

РНК-полимеразой. Ранее мы идентифицировали горизонтально приобретенные промоторы 

Escherichia coli, направление транскрипции которых было неясным. В настоящем исследовании 

мы показываем, что более половины этих промоторов являются двунаправленными и управляют 

дивергентной транскрипцией. Используя подходы в масштабе генома, мы демонстрируем, что 

19% всех сайтов начала транскрипции, обнаруженных в E. coli, связаны с двунаправленным про-

мотором. Двунаправленные промоторы одинаково распространены у различных бактерий и 

архей и обладают внутренней симметрией: специфические основания, необходимые для иници-

ации транскрипции, взаимно совмещены на противоположных цепях ДНК. Двунаправленные 

промоторы обеспечивают совместную регуляцию дивергентных генов и обогащены как в межген-

ных, так и в горизонтально приобретенных областях. Дивергентная транскрипция сохраняется у 

бактерий, архей и эукариот, но лежащие в основе механизмы двунаправленности различны.

Хотя текущее исследование сосредоточено в основном на бактериях, исследователи предпо-

лагают, что симметрия указателя, вероятно, будет обнаружена и у людей, животных и других 

организмов. Следующим шагом исследования будет изучение явления в дрожжевых клетках, 

которые больше напоминают клетки человека.

Понимание того, как считываются гены, является фундаментальным для многих областей био-

технологии. Многие лекарства, например, зависят от способности контролировать процесс счи-

тывания генов, поэтому важно полностью понимать, как работают эти сигналы и как мы можем 

использовать эти знания для улучшения здравоохранения.

Warman EA, Forrest D, Guest T, et al. 

Widespread divergent transcription from bacterial and archaeal promoters is a consequence of DNA-sequence symmetry. 

Nat Microbiol. 2021;6:746-756. https://doi.org/10.1038/s41564-021-00898-9
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Сравнительный анализ питательных сред 

отечественных и зарубежных производителей 

для выделения кампилобактерий
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Проведены сравнительные исследования качества питательных сред для выделения кампилобактерий по микробио-
логическим показателям с использованием тест-штаммов: Campylobacter jejuni ATCC 29428, Campylobacter coli ATCC 
33559, Campylobacter fetus ATCC 27374, Campylobacter lari ATCC 35221. В работе оценивались производительность, 
селективность и специфичность испытуемых питательных сред. Качество отечественных питательных сред 
«Кампилобакагар» и «Основа железо-эритрит-кровяного агара для выделения кампилобактерий (Основа ЖЭКА)» 
наряду с импортными, отвечает современным требованиям при диагностике кампилобактериоза животных. 
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К
ампилобактериоз – инфекционная болезнь животных, 

птиц и человека, вызываемая патогенными микроор-

ганизмами рода Campylobacter. Заболевание широко рас-

пространено в странах Европы, Азии, Северной, 

Центральной, Южной Америки, Австралии и Африке [1, 2]. 

Важнейший источник возбудителей кампилобактериоза 

для человека – промышленная птица, которая является 

естественным резервуаром Campylobacter spp. в природе. 

При этом передача возбудителя людям происходит при об-

работке и употреблении мяса птицы. Наибольшую эпидеми-

ологическую значимость представляют C. jejuni, которые 

обусловливают до 90% подтвержденных лабораторных слу-

чаев пищевого кампилобактериоза у людей [1–3].

Основным резервуаром и источником кампилобактерио-

за являются крупный и мелкий рогатый скот (КРС, МРС). 

Кампилобактериоз у КРС протекает в форме венерического 

заболевания (генитальный кампилобактериоз). Этиоло-

гическим агентом кампилобактериоза у КРС наиболее часто 
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выступает C. fetus subsp. fetus (далее – C.f.s.fetus) и C. fetus 

subsp. venerealis (далее – C.f.s.venerealis), C. jejuni, у овец – 

C.f.s.fetus и C. jejuni. Кампилобактериоз КРС/МРС становит-

ся причиной бесплодия, ранней гибели эмбрионов и абор-

тов, что приводит к существенным экономическим потерям. 

Инфекции C.f.s.fetus у КРС также ассоциируются с аборта-

ми, но встречаются намного реже [4, 5]. 

Частота обнаружения кампилобактерий у клинически здо-

ровых сельскохозяйственных животных и домашней птицы, а 

также в продукции животноводства свидетельствует о суще-

ственном распространении этих зоонозных патогенов, в том 

числе о контаминации пищевых продуктов и воды [4].

В отечественной нормативно-методической базе имеется 

ряд методических документов, регламентирующих обнару-

жение и выделение возбудителей кампилобактериоза жи-

вотных [6, 7]. Поскольку в 2020 г. на основании приказа 

Министерства сельского хозяйства РФ №246 от 30.04.2020 

отменена «Инструкция о мероприятиях по профилактике и 

оздоровлению крупного рогатого скота и овец от кампило-

бактериоза», в настоящее время на территории РФ отсут-

ствует нормативный документ, регламентирующий метод 

выделения возбудителей кампилобактериоза КРС/МРС – 

C.f.s.fetus и C.f.s.venerealis.

Бактериологический метод является основным, так как 

только выделение возбудителя дает право устанавливать 

диагноз [5]. Диагностика кампилобактериоза животных, в 

первую очередь, предполагает выделение возбудителя из 

препуциальной слизи и секрета придаточных половых желез, 

фекалий, абортированных плодов, отходов инкубации, тру-

пов цыплят [5]. 

Бактериологическое исследование животных на кампило-

бактериоз предполагает использование следующих пита-

тельных сред лабораторного приготовления: сердечно-пече-

ночный пептонный агар с добавлением 1–2% желчи КРС, 

5–10% дефибринированной крови овец и бриллиантовой 

зелени 1:40 000; сафранино-железо-новобиоциновая среда. 

Из числа сухих коммерческих сред используются селектив-

ный кровяной эритрит-агар с FBR-добавкой, кампилобака-

гар (производства ГНЦ ПМБ) [7].

Для исследования стерильного материала допускается 

применение неселективных питательных сред: среды Китта–

Тароцци, среды Мартена, полужидкого мясо-печеночного 

пептонного 0,15–0,20%-го агара (ПЖА), мясо-печеночного 

пептонного 2–3%-го агара, кровяного эритрит-агара с FBR-

добавкой. Культивирование посевов из препуциальной и 

вагинальной слизи, фекалий КРС ветеринарные лаборато-

рии РФ проводят, как правило, с использованием ПЖА [7]. 

Успешное культивирование кампилобактеров требует 

особых условий: наличия герметичной емкости для создания 

условий культивирования (микроанаэростат); газовой смеси 

определенного состава (5% кислорода, 10% углекислого 

газа и 85% азота); питательных сред с высоким индексом 

аминного азота, содержащих или не содержащих селектив-

ные добавки. 

В настоящее время для диагностики кампилобактериоза 

методом микробиологического посева во всем мире исполь-

зуют различные сухие питательные среды. Селективные 

среды для выделения кампилобактерий можно разделить на 

две группы: среды, требующие внесения крови (кампилоба-

кагар, агар Престона, агар Скирроу, агар Бацлера и др.), и 

среды, содержащие активный уголь (mCCDA, агар Кармали). 

Активный уголь вносят в питательные среды с целью удале-

ния токсичных производных кислорода. Основное различие 

между такими питательными средами заключается в пода-

вляющем эффекте различных ингибиторов на нежелатель-

ные сопутствующие микроорганизмы.

Селективность сред определяется используемыми добав-

ками антибиотиков. Используют цефалоспорин (как прави-

ло, цефоперазон), в некоторых случаях в комбинации с 

другими антибиотиками (ванкомицином, триметопримом, 

амфотерицином В и др). [2, 3, 7].

Для бактериальной диагностики Campylobacter spp. суще-

ствует широкий выбор питательных сред, однако не все 

среды, предназначенные для бактерий рода Campylobacter, 

подходят для выделения C. fetus из-за наличия в составах 

питательных сред антимикробных препаратов (например, 

цефалоспоринов), подавляющих рост C. fetus.

В соответствии с методикой бактериологической диагно-

стики кампилобактериоза животных для обнаружения кам-

пилобактерий в материале с высокой степенью обсеменен-

ности также используется метод фильтров. Такой метод 

может быть использован как для прямого посева материала, 

поступившего для исследований, так и для высева из сред 

накопления или консерванта. Метод менее чувствителен по 

сравнению с традиционным, при котором используются се-

лективные среды. Для проведения исследований использу-

ются фильтры двух типов: из ацетата целлюлозы и ядерные 

[7]. Данный метод посева позволяет использовать питатель-

ные среды без антибиотиков и основан на высокой подвиж-

ности и опережающей способности кампилобактерий про-

ходить через поры фильтров из ацетата или нитрата целлю-

лозы диаметром 0,4–0,8 мкм. Метод фильтрации позволяет 

избежать использования селективных добавок (цефалотин), 

ингибирующих рост многих редких видов кампилобактерий 

(C. upsaliensis, C. hyointestinalis, C. fetus и некоторые подви-

ды C. jejuni) [7, 8]. 

В ФБУН ГНЦ ПМБ разработаны питательные среды для 

выделения Campylobacter spp. – «Кампилобакагар» и 

«Основа железо-эритрит-кровяного агара сухая (Основа 

ЖЭКА)» на основе отечественных белковых компонентов и 

добавок, позволяющих поддерживать рост требовательных 

мезофильных кампилобактерий и ингибировать рост сопут-

ствующих бактерий.

Цель исследования – сравнительное изучение эффек-

тивности питательных сред различных производителей для 

выделения кампилобактерий в ветеринарной практике.

Материалы и методы

В работе использованы питательные среды для выделе-

ния кампилобактерий: Columbia agar blood base (HiMedia) 

(для приготовления кровяного агара на основе Columbia agar 

blood base использовали кровь баранью Defibrinated Sheep 

Blood) c добавками Campylobacter Growth и Campylobacter 

Supplement-III (Skirrow); питательная среда с углем mССD 

(Modified charcoal cefoperazone deoxycholate) agar (base) 

(Merck); отечественные питательные среды: Кампилобакагар 

и новая питательная среда – Основа железо-эритрит-кровя-
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ного агара для выделения кампилобактерий сухая (Основа 

ЖЭКА) (производства ФБУН ГНЦ ПМБ) c добавлением ба-

раньей крови; неселективные среды лабораторного приго-

товления: Престона с внесением бараньей крови, ПЖА. В 

качестве контрольной питательной среды для культивирова-

ния и подсчета микробов-ассоциантов использовали трип-

тон-соевый агар (производства ФБУН ГНЦ ПМБ). Подготовку 

вышеуказанных питательных сред к исследованиям прово-

дили в соответствии с инструкциями по применению.

В качестве алгоритмов исследований были приняты про-

цедуры, описанные в действующих нормативных докумен-

тах. При определении производительности, специфичности 

и селективности использовали стандартизованный метод 

штрихового посева [9–11].

Для контроля качества питательных сред по микробиоло-

гическим показателям использовали эталонные тест-

штаммы, полученные из государственной коллекции пато-

генных микроорганизмов Thermo scientific USA: C. jejuni 

ATCC 29428, C. coli ATCC 33559, C. fetus ATCC 27374, C. lari 

ATCC 35221. В качестве микробов-ассоциантов использова-

лись тест-штаммы Candida albicans 10231 и Escherichia coli 

25922. Соответствующие микроаэрофильные условия обе-

спечивали при помощи газогенерирующих пакетов 

Anaerocult-C фирмы Merk в анаэростате. 

Результаты и обсуждение

Были изучены эксплуатационные критерии питательных 

сред и культурально-морфологические свойства тест-

штаммов кампилобактерий, выращенных на испытуемых 

средах. Изучены основные наборы селективных и аэроторо-

лерантных добавок для питательных сред, их влияние на 

рост тест-штаммов кампилобактерий и ингибирующие свой-

ства по отношению к микробам-ассоциантам. В процессе 

исследований проверено сохранение биологических свойств 

питательных сред.

Таблица. Сравнительная характеристика питательных сред для выделения кампилобактерий по биологическим показателям 

(температура культивирования 42°С)*

Наименование среды Тест-штаммы, морфология колоний 

C. lari 
ATCC 35221

C. coli 
ATCC 33559

C. jejuni 
ATCC 29428

C. fetus 
ATCC 27374**)

C. albicans 
10231

E. coli 
25922

1 Columbia agar blood base + 
селективная добавка 
Campylobacter Growth 
Supplement (для C. fetus)
Columbia agar blood base + 
добавка для кампилобактерий-
III Campylobacter Supplement-III 
(Skirrow)

Колонии размером 
1–2 мм, 

полупрозрачные, 
гладкие, матовые с 

ровными краями

Колонии размером 
1–3 мм, 

полупрозрачные, 
гладкие, матовые с 

ровными краями

Колонии размером 
1–2 мм, 

полупрозрачные, 
гладкие, матовые с 

ровными краями

Колонии размером 
2–5 мм, 

полупрозрачные, 
матовые с 

неровным краем

Отсутствие 
роста

Отсутствие 
роста

2 Среда mСCD + добавка CCDA 
Selective Supplement 

Мелкие, 
дискретные, 
блестящие, 
выпуклые, 
округлые, 

диаметром 1–2 мм

Мелкие, 
дискретные, 
блестящие, 
выпуклые, 
округлые, 

диаметром 1–2 мм

Мелкие, 
дискретные, 
блестящие, 
выпуклые, 
округлые, 

диаметром 1–2 мм

Скудный рост Отсутствие 
роста

Отсутствие 
роста

3 Капмилобакагар Колонии размером 
1–2 мм, 

полупрозрачные, 
гладкие, блестящие 
с ровными краями

Колонии размером 
2–4 мм, 

полупрозрачные, 
серо-белого цвета, 

матовые с 
неровным краем

Колонии размером 
1–3 мм, 

полупрозрачные, 
гладкие, блестящие 
с ровными краями

Колонии размером 
1–2 мм, 

полупрозрачные, 
гладкие, блестящие 
с ровными краями

Отсутствие 
роста

Отсутствие 
роста

4 Основа ЖЭКА + селективная и 
аэротолерантная добавка

Колонии размером 
1–2 мм, 

полупрозрачные, 
гладкие, блестящие 
с ровными краями

Колонии размером 
2–5 мм, 

полупрозрачные, 
серо-белого цвета, 

матовые с 
неровным краем

Колонии размером 
1–3 мм, 

полупрозрачные, 
гладкие, блестящие 
с ровными краями

Колонии размером 
2–5 мм, 

полупрозрачные, 
гладкие, блестящие 
с ровными краями

Отсутствие 
роста

Отсутствие 
роста

5 Среда Престона Плоские, серые 
выпуклые и 

округлые, от 1 до 4 
мм

Плоские, серые, 
выпуклые и 

округлые, от 1 до 4 
мм

Плоские, серые, 
выпуклые и 

округлые, от 1 до 4 
мм

Плоские, серые, с 
неровным краем, от 

1 до 4 мм

Наличие роста Наличие роста

6 ПЖА Рост у поверхности 
среды в виде 

серовато-
голубоватого диска 
толщиной от 1 до 4 

мм

Рост у поверхности 
среды в виде 

серовато-
голубоватого диска 
толщиной от 1 до 4 

мм

Рост у поверхности 
среды в виде 

серовато-
голубоватого диска 
толщиной от 1 до 4 

мм

Рост у поверхности 
среды в виде 

серовато-
голубоватого диска 
толщиной от 1 до 4 

мм

Наличие 
роста-рост в 
толще среды

Наличие 
роста-рост в 
толще среды 

7 Триптон-соевый агар Рост отсутствует Рост отсутствует Рост отсутствует Рост отсутствует Наличие 
роста***

Наличие 
роста***

*результаты биологических показателей по росту тест-штаммов C. lari ATCC 35221, C. coli ATCC 33559, C. jejuni ATCC 29428 при температуре культивирования 
37°С аналогичны;
**результаты биологических показателей по росту тест-штамма C. fetus ATCC 27374 при температуре культивирования 37°С;
***результаты биологических показателей по росту тест-штаммов C. albicans 10231, E. coli 25922 в аэробных условиях при температуре 37°С.
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Посевы инкубировали при 43°C и 37°C в течение 48–72 ч 

в микроаэрофильной атмосфере [12]. Повышенная темпера-

тура культивирования 43°С обеспечивала дополнительный 

селективный эффект, тем самым упрощая последующую 

идентификацию возбудителя кампилобактериоза. 

На кровяной питательной среде Columbia agar blood base 

с добавкой Campylobacter Growth Supplement, состоящей из 

натрия пирувата, натрия метабисульфита и железа сульфа-

та, тест-штаммы C. lari ATCC 35221, C. coli ATCC 33559, 

C. jejuni ATCC 29428 росли в виде полупрозрачных, гладких, 

матовых с ровными краями колонии размером 1–2 мм. Тест-

штамм C. fetus ATCC 27374 по морфологии отличался: имел 

колонии большего диаметра с неровными краями.

Среда mССD обеспечивала рост тест-штаммов C. lari

ATCC 35221, C. coli ATCC 33559, C. jejuni ATCC 29428 в виде 

мелких, дискретных, блестящих выпуклых округлых коло-

ний диаметром 1–2 мм. Рост C. fetus ATCC 27374 наблю-

дался слабый. Вносимая селективная добавка содержала 

смесь двух антибиотиков в лиофилизированном виде: ам-

фотерицина, ингибирующего рост дрожжей и плесневых 

грибов, и цефоперазона, ингибирующего рост энтеробакте-

рий. 

Для ЖЭКА была использована комбинация из 5 антибио-

тиков (полимиксина В сульфат, амфотерицин В, рифампи-

цин, триметоприм и ванкомицин), позволяющая выделять 

кампилобактерии и полностью ингибировать сопутствую-

щую микрофлору. Пептон ферментативный и панкреатиче-

ский гидролизат рыбной муки, входящие в состав Основы 

ЖЭКА, а также вносимая дефибрированная баранья кровь 

являются источниками питательных веществ, необходимых 

для роста микроорганизмов: азота, витаминов, минераль-

ных солей и аминокислот. Добавка в виде метабисульфита 

натрия, натрия пировинограднокислого и железа (II) серно-

кислого повышает аэротолерантность кампилобактерий и 

снижает редокс-потенциал приготовленной среды. 

Среда ЖЭКА с кровью обеспечивала рост C. lari ATCC 

35221, C. jejuni ATCC 29428 в виде круглых, полупрозрачных 

с сероватым оттенком, гладких, влажных, блестящих коло-

ний. Колонии тест-штамма C. coli ATCC 33559 – плоские, 

полупрозрачные, матовые, с краями неправильной формы, 

размером 2–5 мм, имели больший диаметр по сравнению с 

другими тест-штаммами кампилобактерий. C. fetus ATCC 

27374 – полупрозрачные, гладкие, блестящие с ровными 

краями крупные колонии.

Рис. 1. Рост тест-штамма C. lari на среде 

mСCD.

Рис. 2. Рост тест-штамма C. lari ATCC 

35221 на среде mСCD.

Рис. 3. Рост тест-штамма C. coli ATCC 

33559 на среде Основа ЖЭКА.

Рис. 4. Рост тест-штамма C. jejuni ATCC 

29428 на среде Columbia agar blood base.

Рис. 5. Рост тест-штамма C. jejuni ATCC 

29428 на среде Основа ЖЭКА.

Рис. 6. Рост тест-штамма C. fetus ATCC 

27374 на среде Columbia agar blood base.
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Кампилобакагар (производства ГНЦ ПМБ) – среда для 

культивирования и выделения кампилобактерий отечествен-

ного производств, предназначенная для культивирования и 

выделения бактерий рода Campylobacter из пищевых продук-

тов, мяса, мяса птицы, субпродуктов, полуфабрикатов, кор-

мов для животных, воды различных водоемов и других объ-

ектов при санитарно-бактериологических исследованиях. 

Среда с внесенной кровью обеспечивала рост C. lari 

ATCC 35221, C. jejuni ATCC 29428 в виде круглых, полупро-

зрачных с сероватым оттенком, гладких, влажных, блестя-

щих колоний. Колонии тест-штамма C. coli ATCC 33559 – 

плоские, полупрозрачные, матовые, с краями неправильной 

формы, размером 2–4 мм, тест-штамма C. fetus ATCC 

27374 – гладкие, блестящие с ровными краями, меньшего 

диаметра (до 2 мм). 

Среда Престона в данном исследовании являлась кон-

трольной средой, позволяющей оценить посевную дозу ис-

пользуемых в работе тест-штаммов. [11]. 

На ПЖА через 2–7 суток наблюдался рост кампилобакте-

рий в верхней части поверхности среды в пробирке в виде 

серовато-голубоватого диска толщиной от 1 до 4 мм. За счет 

отсутствия ингибиторов ПЖА не ингибировал рост посто-

ронней микрофлоры.

Интерпретация результатов осуществлялась по интенсив-

ности роста тест-штаммов на питательных средах (морфо-

логическая оценка / наличие / отсутствие роста).

Результаты биологического контроля качества всех пита-

тельных сред представлены в таблице. 

Рост некоторых тест-штаммов кампилобактерий на раз-

личных питательных средах наглядно продемонстрирован 

на рис. 1–6.

Поскольку в настоящее время назрела необходимость в 

актуализации методологии исследований на кампилобакте-

риоз, где будут представлены доступные для ветеринарных 

лабораторий методы лабораторной диагностики кампило-

бактериоза (вибриоза) КРС и овец, необходимо остановить 

выбор на использовании только качественных питательных 

сред для выделения Campylobacter spp. для получения объ-

ективных результатов при бактериологическом контроле.

Заключение

1. Общепринятый в настоящее время метод культивиро-

вания посевов материала КРС с использованием ПЖА не 

имеет должного применения из-за отсутствия у него ингиби-

рующей способности. 

2. Представленные в работе дифференциально-диагно-

стические питательные среды по своим эксплуатационным 

критериям (производительность, селективность) удовлетво-

ряют требованиям, предъявляемым к средам для выделения 

Campylobacter spp., и могут быть использованы в качестве 

сред для первичного посева патологического материала. 

3. Исследованные в работе селективные питательные 

среды можно рекомендовать для внесения в список исполь-

зуемых питательных сред при актуализации методологии 

исследований на кампилобактериоз. Для диагностики C. fetus 

можно рекомендовать питательные среды: новую отече-

ственную питательную среду «Основа железо-эритрит-кровя-

ного агара для выделения кампилобактерий (Основа ЖЭКА)» 

и Columbia agar base, при условии внесения добавок для 

улучшения роста аэротолерантных кампилобактеров C. fetus. 

Использование современных селективных дифференци-

ально-диагностических питательных сред позволит повы-

сить эффективность диагностики кампилобактериоза и со-

кратить сроки исследований по сравнению с существующи-

ми в ветеринарии методиками.
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Н о в о с т и  н а у к и

Новая защита от супербактерий

Ученые Университета Флиндерса установили, что благодаря антимикроб-

ным свойствам жирных кислот рыбий жир может оказаться простой и безо-

пасной пищевой добавкой, которую люди могут принимать вместе с антибио-

тиками, чтобы сделать их борьбу с инфекцией более эффективной.

Zang M, MacDermott-Opeskin H, Adams FG, et al. 

The Membrane Composition Defines the Spatial Organization and Function 

of a Major Acinetobacter baumannii Drug Efflux System. 

mBio. 2021 Jun 29;12(3):e0107021. DOI: 10.1128/mBio.01070-21
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Влияние состава питательной среды 

на прирост биомассы и синтез 

противомикробных метаболитов 

пробиотических штаммов Bacillus subtilis

С.А.Лазарев, В.Г.Арзуманян, Н.А.Михайлова

ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток им. И.И.Мечникова», Москва, 

Российская Федерация

Перспективными продуцентами противомикробных субстанций являются пробиотические штаммы Bacillus subtilis 1719 
и B. subtilis 3H, проявляющие высокую антагонистическую активность к условно-патогенным микроорганизмам. 
Известно, что оптимальный состав питательной среды определяет биосинтетическую активность культивируемых 
штаммов и способствует максимальному накоплению вторичных метаболитов. В данной работе проведена сравни-
тельная оценка влияния основных источников питания (белкового и углеводного) на ростовые и функциональные 
свойства пробиотических штаммов B. subtilis 1719 и B. subtilis 3H. В результате проведенных экспериментов составле-
на рецептура оптимальной питательной среды, обеспечивающая наибольший выход биомассы и максимальную про-
тивомикробную активность вторичных метаболитов исследуемых культур.
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А
нтибиотикорезистентность возбудителей инфекцион-

ных болезней представляет собой актуальную пробле-

му современной медицины. По данным Всемирной органи-

зации здравоохранения, она является одной из десяти стоя-

щих перед человечеством глобальных угроз здоровью насе-

ления. Одним из основных направлений решения проблемы 

является изучение и разработка альтернативных подходов к 

лечению и профилактике инфекционных заболеваний [1]. В 

этом аспекте вызывают интерес микроорганизмы рода 

Bacillus. 

Род Bacillus представляют грамположительные, палочко-

видные, спорообразующие, аэробные или факультативно-

анаэробные бактерии. Большинство бацилл (кроме 

B. anthracis и B. cereus) не опасны для человека. Наиболее 
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изученным и широко распространенным в окружающей 

среде является вид B. subtilis. 

Многие виды рода Bacillus демонстрируют широкий 

спектр физиологических способностей, которые позволяют 

им жить в различных экологических нишах. В научной лите-

ратуре описано большое количество биологически активных 

метаболитов, синтезируемых в процессе жизнедеятельно-

сти этих бактерий. К ним относятся ферменты различных 

классов, антибиотикоподобные вещества, аминокислоты, 

полисахариды и прочие [2, 3]. Благодаря этим свойствам 

бактерии рода Bacillus активно применяются в медицине и 

ветеринарии в качестве пробиотиков, а также в промышлен-

ности в качестве штаммов-продуцентов. 

Бактериоцинные антибиотики (бацитрацин, грамицидин, 

колистин, полимиксин), разработанные на основе произво-

дных бациллярных штаммов, демонстрируют высокую проти-

вомикробную активность и безопасность. Важным их преиму-

ществом является активность в отношении возбудителей 

инфекций, устойчивых к классическим антибиотикам [4]. 

Однако спектр препаратов, необходимых для терапии раз-

личных инфекционных болезней и осложнений, оставляет 

желать большего, особенно с учетом необходимости персо-

нализированной терапии. 

Известны пробиотические штаммы B. subtilis 1719 и 

B. subtilis 3H, проявляющие высокую антагонистическую ак-

тивность в отношении условно-патогенных микроорганизмов 

[5, 6]. Изучение синтеза и состава вторичных метаболитов, 

получаемых в зависимости от условий культивирования этих 

культур, может послужить дальнейшему поиску и выделению 

новых биологически активных веществ, а также их использо-

ванию в качестве основ пробиотических препаратов нового 

поколения (постбиотики, метабиотики), предназначенных для 

лечения и профилактики различных заболеваний. 

Известно, что состав питательной среды определяет био-

синтетическую активность культивируемых штаммов, выбор 

метода очистки целевых продуктов и изучение их терапевти-

ческих свойств.

Цель работы: оптимизировать состав питательной среды 

культивирования штаммов B. subtilis 3H и B. subtilis 1719 для 

максимального накопления биомассы и вторичных метаболи-

тов, обладающих противомикробной активностью. 

Материалы и методы 

В работе использовали бациллярные штаммы B. subtilis 

3H и B. subtilis 1719, а также тест-штаммы Staphylococcus 

aureus FDA 209P, S. aureus 29213, Proteus mirabilis 24a, 

Escherichia coli ATCC 25922, Candida albicans 927 из коллек-

ции ФГБНУ НИИВС им. И.И.Мечникова.

Культивирование проводили на следующих питательных 

средах:

Среда №9 (г/л): FeSO4·7Н2O – 0,01 («Реахим», Россия); 

MgSO4·7H2O – 0,1 («Реахим», Россия); MnCl2 – 0,01 («Лабтех», 

Россия); CaCl2 («Лаверна», Россия) – 0,08; пептон – 5,0 

(HiMedia, Индия); глюкоза – 10,0 (PanReac Applichem, 

Испания/Германия); дрожжевой экстракт – 3,0 (HiMedia, 

Индия); рН 7,3.

Среда №5 (г/л): K2HPO4·3H2O – 0,3 («Лабтех», Россия); 

NH4H2PO4 – 2,0 («Мосреактив», Россия); Na3C6Н5O7·5,5H2O – 

2,0 («Лаверна», Россия); CuSO4·5H2O – 0,005 («Химмед», 

Россия); ZnSO4·7Н2O – 0,004 («Химмед», Россия); 

FeSO4·7Н2O – 0,0005 («Реахим», Россия); CaCl2 – 0,165 

(«Лаверна», Россия); MnSO4·5H2O – 0,05 («Реахим», Россия); 

MgSO4·7H2O – 0,3 («Реахим», Россия); пептон – 5,0 (HiMedia, 

Индия); рН 7,3.

LB-бульон (г/л): триптон – 10,0 (HiMedia, Индия); дрожже-

вой экстракт – 5,0 (HiMedia, Индия); NaCl – 10,0 (Sigma, США).

Среда Гаузе №2 (г/л): триптон – 2,5 (HiMedia, Индия); пеп-

тон – 5 (HiMedia, Индия); NaCl – 5 (Sigma, США); глюкоза – 10 

(PanReac Applichem, Испания/Германия); pH 7,2.

Ампулы с лиофилизированными штаммами B. subtilis 

вскрывали и подращивали на питательном бульоне в течение 

4–5 ч, далее высевали на агаризированную среду №9 и инку-

бировали в термостате в течение 18 ч при температуре 37°С. 

Затем смывали полученную биомассу и готовили посевную 

дозу для обеих культур с концентрацией 1 × 109 кл/мл. 

Штаммы B. subtilis выращивали методом глубинного перио-

дического культивирования в колбах Эрленмейера в шейке-

ре-инкубаторе BioSan es-20 при температуре 37°С и переме-

шивании 220 об./мин в течение 24 ч.

Концентрацию микробных клеток в 1 мл определяли, ис-

пользуя отраслевой стандартный образец мутности (ОСО) 

на 10 Ед.

Культуральные фильтраты, содержащие вторичные мета-

болиты, получали центрифугированием выращенной био-

массы бацилл со скоростью 8000 об./мин в течение 30 мин с 

последующей микрофильтрацией супернатантов. 

Для изучения противомикробной активности к аликвотам 

фильтратов B. subtilis добавляли суспензии клеток тест-

штаммов с концентраций 1 × 108 кл/мл. В качестве контроля 

использовали физиологический раствор. Тест-штаммы ин-

кубировали при температуре 32°С в течение 2 ч в условиях 

перемешивания. Далее клетки отделяли центрифугировани-

ем, супернатанты удаляли, а к осадкам добавляли раствор 

бромкрезолового пурпурного в фосфатном буфере рН 4,6. 

Смесь суспендировали и инкубировали при температуре 

32°С в течение 45 мин в условиях перемешивания. Затем 

суспензии центрифугировали и по 50 мкл полученных супер-

натантов добавляли в заранее подготовленные пробирки, 

содержащие по 2,5 мл фосфатного буфера рН 4,6. 

Полученные растворы перемешивали и измеряли оптиче-

скую плотность на спектрофотометре при длине волны 

440 нм в кюветах 1 см. Из трех измерений для каждой пробы 

вычисляли среднее значение оптической плотности, затем 

производили расчет по формуле:

А = (ОПконтр. - ОПопыт.) × 100/ОПконтр.,

где А – противомикробная активность, выраженная в про-

центах; ОПконтр. – оптическая плотность смеси из контрольной 

пробирки; ОПопыт. – оптическая плотность смеси из опытной 

пробирки [7].

Статистический анализ проводили с помощью программы 

Microsoft Excel. Достоверность различий между сравнивае-

мыми величинами определяли по критерию Манна–Уитни.

Результаты и обсуждение

В качестве источников азота были оценены различные 

варианты гидролизатов: триптон, пептон и панкреатический 
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гидролизат казеина (ПГК). Для этого на основе картофель-

но-глюкозного бульона готовили 1%-й раствор каждого ком-

понента и изучали их влияние на ростовую и функциональ-

ную активности штаммов B. subtilis (табл. 1, 2).

Как видно из табл. 1, различия в приросте биомассы у 

штаммов B. subtilis при культивировании с триптоном или 

пептоном были незначительны (р > 0,05). ПГК оказывал сла-

бое действие на прирост биомассы обоих штаммов. Однако 

противомикробная активность не соответствовала количе-

ству выросших клеток. Из табл. 2 следует, что при выращи-

вании штамма B. subtilis 1719 на среде с триптоном полу-

ченные метаболиты проявляли более высокую противоми-

кробную активность в отношении тест-штаммов S. aureus 

FDA 209P, S. aureus 29213 и C. albicans 927 в сравнении с 

метаболитами, полученными при культивировании B. subtilis 

1719 на среде с пептоном. При этом противомикробного 

действия на тест-штаммы P. mirabilis 24a и E. coli ATCC 

25922 не выявлено. При культивировании B. subtilis 1719 на 

среде с ПГК противомикробная активность отсутствовала по 

отношению ко всем тест-штаммам. Метаболиты штамма 

B. subtilis 3H, полученные при выращивании на среде с трип-

тоном, проявляли более высокую противомикробную актив-

ность в отношении тест-штаммов S. aureus 29213, P. mirabilis 

24a и C. albicans 927 в сравнении с метаболитами, получен-

ными при культивировании B. subtilis 3H на среде с пепто-

ном. Различия активности в отношении тест-штамма 

S. aureus FDA 209P были незначительны (р > 0,05). 

Противомикробное действие на тест-штамм E. coli ATCC 

25922 отсутствовало. При выращивании штамма B. subtilis 

3H с ПГК полученные метаболиты оказывали более низкую 

противомикробную активность в отношении тест-штаммов 

S. aureus FDA 209P и S. aureus 29213 в сравнении с метабо-

литами, полученными при культивировании B. subtilis 3H на 

среде с триптоном. Активность в отношении тест-штаммов 

P. mirabilis 24a, E. coli ATCC 25922 и C. albicans 927 при этом 

отсутствовала. Исходя из полученных данных, триптон был 

выбран в качестве перспективного компонента питательной 

среды.

Далее исследовали влияние различных углеводов на ро-

стовую и функциональную активности штаммов B. subtilis 

(табл. 3, 4).

Из полученных данных следует, что добавление углево-

дов приводило к увеличению ростовой и функциональной 

активностей исследуемых штаммов. Глюкоза оказывала 

наибольшее стимулирующее действие на прирост биомас-

сы штамма B. subtilis 1719 в сравнении с другими углево-

дами. При выращивании штамма B. subtilis 3H лучшие ре-

зультаты наблюдались на средах, содержащих глюкозу или 

мальтозу. Различия в приросте биомассы между ними 

были незначительны (р > 0,05). Другие углеводы оказыва-

ли меньшее стимулирующее действие. При выращивании 

штамма B. subtilis 1719 с добавлением глюкозы противо-

микробная активность метаболитов проявлялась по отно-

шению ко всем тест-штаммам и была выше в сравнении с 

метаболитами, полученными при культивировании с 

остальными углеводами. У метаболитов B. subtilis 3H про-

тивомикробное действие проявлялось по отношению ко 

всем тест-штаммам при выращивании на средах с добав-

лением глюкозы или мальтозы. Различия в противоми-

кробной активности между ними оказались незначитель-

ными (р > 0,05). Установлено также, что увеличение кон-

центрации глюкозы в питательной среде более 1% нега-

тивно сказывалось на ростовой и функциональной актив-

ности исследуемых штаммов. На основе полученных ре-

зультатов глюкоза была включена в состав оптимизиро-

ванной питательной среды.

После оптимизации питательной среды по основным ис-

точникам питания (белкового и углеводного) подбор других 

компонентов и их концентраций осуществляли на основании 

анализа питательных сред, рекомендованных для культиви-

рования бактерий рода Bacillus. Для обеспечения нормаль-

ного энергетического обмена в клетках, а также биосинтети-

ческих процессов в питательную среду добавляли фосфор-

нокислый калий (KH2PO4). В качестве источников витаминов 

(особенно группы B) служил дрожжевой экстракт. В каче-

стве источников необходимых микроэлементов, используе-

мых для обеспечения роста и развития штаммов B. subtilis, 

были добавлены следующие неорганические вещества: 

FeSO4, MgSO4, MnSO4, NaCl, CaCl2. Исходя из полученных 

данных, была составлена рецептура оптимальной питатель-

ной среды (табл. 5).

Далее на подобранной питательной среде изучали росто-

вую и функциональную активности штаммов B. subtilis в 

сравнении с питательными средами, которые используются 

для выращивания споровых пробиотиков (табл. 6, 7).

Таблица 1. Влияние гидролизатов на прирост биомассы в ста-

ционарной фазе культивирования штаммов B. subtilis

Гидролизаты Биомасса в стационарной фазе роста × 109 кл./мл

B. subtilis 1719 B. subtilis 3H

Триптон 8 ± 3 9 ± 3

Пептон 8 ± 2 9 ± 3

ПГК 6 ± 2* 5 ± 2*

*р ≤ 0,01 – достоверность различий по сравнению с триптоном.

Таблица 2. Влияние промышленных гидролизатов на противомикробную активность метаболитов B. subtilis

Тест-штаммы Противомикробная активность, %

B. subtilis 1719 B. subtilis 3H

триптон пептон ПГК триптон пептон ПГК

S. aureus FDA 209P 22,2 ± 2,3 13,7 ± 1,9* 0* 19,5 ± 2,1 17,5 ± 2,3 5,7 ± 1,4*

S. aureus 29213 18,7 ± 1,8 6,6 ± 1,6* 0* 18,2 ± 2,2 14,7 ± 1,9* 5,4 ± 1,5*

P. mirabilis 24a 0 0 0 9,8 ± 1,4 5,3 ± 1,7* 0*

E. coli ATCC 25922 0 0 0 0 0 0

C. albicans 927 8,5 ± 1,2 0* 0* 11,1 ± 1,3 0* 0*

*р ≤ 0,01 –достоверность различий по сравнению с триптоном.
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Из данных табл. 6, 7 следует, что оптимизированная пита-

тельная среда обеспечивала наибольший выход биомассы и 

синтез вторичных метаболитов, обладающих противоми-

кробной активностью, у исследуемых штаммов B. subtilis в 

сравнении с другими питательными средами, применяемы-

ми в производстве споровых пробиотиков. На рисунке для 

примера представлено противомикробное действие метабо-

литов B. subtilis 3H, полученных при культивировании на оп-

тимальной питательной среде, на штамм C. albicans 927 в 

сравнении с контролем.

Заключение

Таким образом, в результате проведенных экспериментов 

составлена рецептура оптимальной питательной среды для 

культивирования пробиотических штаммов B. subtilis 1719 и 

B. subtilis 3H, обеспечивающая наибольший выход биомассы 

и противомикробную активность вторичных метаболитов.
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Таблица 3. Влияние углеводов на прирост биомассы в стацио-

нарной фазе культивирования штаммов B. subtilis

Углеводы Биомасса в стационарной фазе роста × 109 кл./мл

B. subtilis 1719 B. subtilis 3H

Глюкоза 18 ± 3 16 ± 2

Лактоза 8 ± 2* 6 ± 2*

Мальтоза 9 ± 2* 14 ± 3

Крахмал 12 ± 3* 10 ± 3*

*р ≤ 0,01 – достоверность различий по сравнению с глюкозой.

Таблица 4. Влияние углеводов на противомикробную актив-

ность метаболитов штаммов B. subtilis

Тест-штаммы Противомикробная активность B. subtilis 1719, %

глюкоза лактоза мальтоза крахмал

S. aureus FDA 
209P

38,2 ± 2,4 22,1 ± 2,1* 23,2 ± 2,2* 21,1 ± 2,3*

S. aureus 29213 34,3 ± 2,7 18,7 ± 1,8* 17,1 ± 2,1* 16,4 ± 2,4*

P. mirabilis 24a 11,9 ± 1,9 0* 0* 6,7 ± 1,8*

E. coli ATCC 
25922

13,9 ± 2,8 0* 0* 0*

C. albicans 927 28,3 ± 2,5 17,4 ± 1,7* 16,5 ± 2,4* 16,6 ± 2,8*

Противомикробная активность B. subtilis 3H, %

S. aureus FDA 
209P

33,7 ± 2,7 19,8 ± 2,2* 28,6 ± 3,1 25,1 ± 1,7*

S. aureus 29213 30,1 ± 2,2 21,1 ± 1,8* 29,8 ± 2,8 24,7 ± 2,2*

P. mirabilis 24a 17,9 ± 2,9 10,4 ± 2,3* 15,2 ± 2,4 9,1 ± 2,1*

E. coli ATCC 
25922

11,7 ± 2,8 0* 10,1 ± 2,8 0*

C. albicans 927 32,1 ± 3,1 0* 28,3 ± 2,1 0*

*р ≤ 0,01 – достоверность различий по сравнению с глюкозой.

Таблица 5. Состав оптимальной питательной среды

Компонент питательной среды Масса, г/л

Глюкоза безводная 10

Триптон 10

Дрожжевой экстракт 3

Калий фосфорнокислый 2-замещенный 3-водный 0,5

Железо сернокислое 7-водное 0,01

Магний сернокислый 7-водный 0,1

Марганец сернокислый 5-водный 0,03

Натрий хлористый 1

Кальций хлористый 0,2

pH = 7–7,2

Таблица 6. Прирост биомассы в стационарной фазе культиви-

рования штаммов B. subtilis на разных средах

Среды Биомасса в стационарной фазе роста × 109 кл/мл

B. subtilis 1719 B. subtilis 3H

Оптимальная 26 ± 4 22 ± 3

N9 18 ± 3* 15 ± 3*

N5 8 ± 3* 7 ± 3*

LB 6 ± 2* 7 ± 2*

Гаузе №2 16 ± 4* 14 ± 3*

*р ≤ 0,01 – достоверность различий по сравнению с оптимальной питательной 
средой.

Рисунок. Действие метаболитов культуры B. subtilis 3H, выращенной на оптимальной питательной среде, на клетки C. albicans 927: 

слева – опытный вариант (фильтрат), справа – контроль (физраствор); желтые клетки – мертвые, белые клетки – живые.
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Таблица 7. Противомикробная активность метаболитов штаммов B. subtilis на разных средах

Тест-штаммы Противомикробная активность B. subtilis 1719 (%), выращенных на средах:

Оптимальная N9 N5 LB Гаузе №2

S. aureus FDA 209P 47,5 ± 3,2 33,9 ± 1,9* 23,7 ± 2,2* 14,4 ± 2,3* 28,9 ± 2,6*

S. aureus 29213 48,6 ± 2,8 29,7 ± 2,2* 25,3 ± 1,7* 12,4 ± 1,6* 27,6 ± 2,9*

P. mirabilis 24a 29,9 ± 2,7 10,8 ± 2,3* 0* 0* 7,5 ± 1,6*

E. coli ATCC 25922 26,6 ± 3,1 0* 0* 0* 6,5 ± 2,1

C. albicans 927 38,9 ± 2,2 18,1 ± 1,9* 9,8 ± 1,8* 0* 19,1 ± 2,3*

Тест-штаммы Противомикробная активность B. subtilis 3H, %

оптимальная N9 N5 LB Гаузе №2

S. aureus FDA 209P 53,3 ± 3,1 35,5 ± 1,3* 20,2 ± 2,9* 16,4 ± 2,4* 30,2 ± 3,2*

S. aureus 29213 50,5 ± 2,8 32,4 ± 3,1* 21,2 ± 2,4* 14,7 ± 2,7* 25,9 ± 2,6*

P. mirabilis 24a 36,3 ± 2,6 24,6 ± 2,6* 9,1 ± 1,8* 0* 19,3 ± 2,1*

E. coli ATCC 25922 39,8 ± 3,2 19,9 ± 2,4* 0* 0* 25,6 ± 2,2*

C. albicans 927 54,1 ± 1,9 38,1 ± 2,2* 11,8 ± 2,2* 0* 21,3 ± 2,5*

*р ≤ 0,01 – достоверность различий по сравнению с оптимальной питательной средой.
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Результаты дозорного эпидемиологического 

надзора за ВИЧ-инфекцией 

среди потребителей наркотиков 
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Статья посвящена результатам специального исследования: дозорного эпидемиологического надзора, проведенного 
в целях изучения распространенности ВИЧ-инфекции, вирусного гепатита С, сифилиса, факторов риска их передачи 
среди потребителей инъекционных наркотиков (ПИН) для разработки и внедрения эффективных профилактических 
программ, а также их оценки. 
При анализе полученных данных выявлено, что ПИН в Республике Узбекистан – это в основном мужчины (87,4%), из 
них 64% в возрасте от 20 до 40 лет. Значительное количество ПИН имело половые контакты повышенного риска с 
непостоянными и коммерческими половыми партнерами (низкий уровень использования презервативов). Выявлен 
низкий показатель обследований на ВИЧ. За последний месяц 2,3% ПИН использовали чужой шприц, 12,8% – общую 
посуду, 3,9% перекачивали наркотики из другого шприца, 4,0% пускали шприц по кругу, 6,8% использовали заправ-
ленный другими шприц. Распространенность ВИЧ-инфекции среди ПИН составила 5,1%, вирусного гепатита С – 12%, 
сифилиса – 3,1%.
Ключевые слова: ВИЧ, вирусный гепатит С, потребители инъекционных наркотиков, дозорный эпидемиологический 
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The article is devoted to the results of a special research: sentinel surveillance conducted to study spreading of HIV infection, 
HCV, syphilis, and risk factors for their transmission among Injecting Drug Users (IDUs) aimed at the development and 
implementation of effective prevention programs and their evaluation.
Based on the findings analyses, it has been revealed that IDUs in the Republic of Uzbekistan are mainly men (87.4%), of which 
64% are between the ages of 20 and 40. A significant number of IDUs had high-risk sexual intercourse with non-regular and 
commercial sex partners (a lower rate of condom use). Lower rates of HIV testing have been revealed. Last month 2.3% of IDUs 
used someone else’s syringe, 12.8% shared equipment, 3.9% pumped drugs from another syringe, 4.0% passed a syringe in 
a circle, 6.8% used a syringe filled by the others. The spreading of HIV infection among IDUs was 5.1%, HCV was 12%, and 
syphilis 3.1%.
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В
ИЧ-инфекция занимает особое место среди социально 

значимых заболеваний во всем мире. Одной из гло-

бальных стратегий Всемирной организации здравоохранения 

на период 2016–2021 гг. является борьба с ВИЧ-инфекцией, 

а перспективный план – к 2030 г. «положить конец эпидемии 

СПИДа как одной из угроз для общественного здравоохране-

ния». Огромный социально-демографический урон, наноси-

мый эпидемией ВИЧ, диктует необходимость рассматривать 

вопросы профилактики на уровне государства и регионов, 

особое внимание уделив молодежи, т.к. именно она – трудо-

вой и репродуктивный резерв страны [1, 2].

Согласно данным Республиканского Центра по борьбе со 

СПИДом, в Узбекистане эпидемия ВИЧ-инфекции в настоя-

щее время находится в концентрированной стадии и распро-

страняется преимущественно среди уязвимых групп населе-

ния, которые подвержены наибольшему риску инфицирова-

ния ВИЧ – это потребители инъекционных наркотиков (ПИН), 

лица, представляющие интимные услуги за вознагражде-

ние, мужчины, имеющие секс с мужчинами. Последние годы 

удельный вес ПИН среди ВИЧ-инфицированных составляет 

10%, то есть инъекционное потребление наркотиков являет-

ся одним из распространенных путей передачи ВИЧ в 

Узбекистане [3, 4].

Распространение ВИЧ-инфекции среди наркопотребите-

лей обусловлено опасными инъекционными практиками, 

прежде всего совместным использованием шприцев [4].

В связи с тем, что контингент ПИН относится к закрытым 

и труднодоступным слоям общества, создаются определен-

ные сложности в изучении и оценке причин и уровня рас-

пространенности ВИЧ-инфекции [5].

В целях определения тенденций развития эпидемии ВИЧ-

инфекции в группах населения с высоким риском заражения 

ВИЧ-инфекцией и других целевых группах в стране был 

внедрен метод дозорного эпидемиологического надзора 

(ДЭН) за ВИЧ-инфекцией. Он позволил определить распро-

страненность ВИЧ-инфекции среди обследованных групп, 

оценить эффективность профилактических программ, опре-

делить стадию эпидемии и прогнозировать ситуацию на до-

зорных участках. 

Обобщение результатов ДЭН о распространенности ВИЧ-

инфекции и эпидемиологических аналогов ВИЧ, имеющих 

общие механизмы передачи возбудителей: вирусного гепа-

тита С (ВГС) и сифилиса в совокупности с анализом динами-

ки рискованного поведения, данными официальной стати-

стики и мониторингом проектов по профилактике позволит 

оценить эпидемиологическую ситуацию по ВИЧ-инфекции и 

принять необходимые решения для предотвращения распро-

странения ВИЧ. 

Цель исследования: изучение распространенности ВИЧ-

инфекции, ВГС, сифилиса, факторов риска их передачи 

среди ПИН для разработки и внедрения эффективных про-

филактических программ, а также их оценки.

Задачи исследования:

•  оценка распространенности ВИЧ-инфекции, ВГС и си-

филиса среди ПИН;

•  оценка распространенности моделей поведения и фак-

торов риска, определяющих вероятность заражения 

ВИЧ, ВГС, сифилисом;

•  определение осведомленности ПИН о путях передачи 

ВИЧ и мерах профилактики заражения; 

•  доступность средств профилактики ВИЧ;

•  охват профилактическими мероприятиями;

•  обращаемость ПИН за медицинской помощью при на-

личии симптомов инфекций, передаваемых половым 

путем (ИППП);

•  охват ПИН тестированием на ВИЧ.

Материалы и методы

Критерии отбора: ПИН, указавшие на внутривенное по-

требление наркотиков хотя бы один раз в течение последних 

12 мес., состоящие и не состоящие на учете в наркодиспан-

сере. Повторное исследование биоматериала (крови) и ан-

кетирование одного и того же лица в течение проведения 

исследования не допускались.

Размер выборки определялся отдельно на каждой терри-

тории в зависимости от распространенности ВИЧ-инфекции 

среди ПИН, размера допустимой ошибки, численности ПИН 

по данным оценки.

Дизайн выборки: выборка, построенная самими респон-

дентами (Respondent driven sample). Начальные контакты из 

числа ПИН, получавших услуги в пунктах доверия, которым 

после анкетирования и сдачи крови выдавались 3 карточки 

для привлечения ПИН.

Соблюдая все принципы выборки, по республике было 

отобрано и включено в исследование 5600 респондентов. 

Участие в поведенческом исследовании было анонимным и 

добровольным, на основе информированного согласия. 

Лабораторные методы исследования: в качестве биологи-

ческого материала для тестирования была использована 

сухая капля капиллярной крови. Лабораторные исследова-

ния биоматериала проводили методом иммуноферментного 

анализа на три инфекции – ВИЧ, ВГС, сифилис. 

Ввод и обработка введенных данных производилась с по-

мощью программы Epi-Info.

Результаты и обсуждение

Большинство ПИН – это мужчины (87,4%). Доля женщин-

ПИН, участвовавших в исследовании, составила 12,6%. 

Среди ПИН преобладают представители среднего возраста: 

в возрасте до 20 лет – 0,4%, в 20–29 лет – 17,5%, в 30–39 

лет – 46,5%, в возрасте 40 лет и старше – 35,5%. 

Основная часть респондентов (80,1%) имела среднее или 

среднее специальное образование. 36,5% ПИН не имели 

определенного занятия, работают 61,5%, учатся – 0,9%. 

Семейное положение ПИН, участвующих в исследовании: 

в браке состояли 42,9%, 30,2% разведены, 19,4% холостые, 

4,0% вдовцы.

28,3% ПИН, участвовавших в исследовании, состояли на 

учете в наркологическом диспансере. 

5,9% ПИН состояли на учете в противотуберкулезном 

диспансере. То есть ПИН являются группой повышенного 

риска по отношению к туберкулезу. 

Данные ДЭН показывают, что часть ПИН сдает кровь в 

качестве доноров. Так, 1,5% ПИН сказали, что в течение по-

следнего года сдавали кровь как доноры. 
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Почти треть ПИН (27,0%) имела общий стаж употребле-

ния наркотиков от 10 лет и более, от года до трех лет – 9,6%, 

до одного года – 1,0%, 3–5 лет – 24,4%, 5–10 лет – 38,0%.

В 2017 г. каждый ПИН в среднем знал 5,9 ПИН, медиана – 

4,0. 

Из числа ПИН, принявших участие в ДЭН в 2017 г., 69,2% 

употребляли наркотики инъекционным путем в течение по-

следнего месяца.

Одним из основных показателей безопасности инъекци-

онного поведения ПИН является использование стериль-

ных игл и шприцев при введении наркотиков. В 2017 г. 

89,2% ПИН использовали стерильные иглы и шприцы при 

последнем употреблении наркотиков инъекционным путем. 

В 2017 г. за последний месяц 2,3% ПИН использовали 

чужой шприц, 12,8% – общую посуду, 3,9% перекачивали 

наркотики из другого шприца, 4,0% пускали шприц по 

кругу, 6,8% использовали заправленный другими шприц.

73,3% ПИН употребляли наркотики инъекционным путем 

со знакомыми людьми, 6,6% ПИН употребляли наркотики 

вместе с половыми партнерами.

Характеристика последнего инъекционного употребле-

ния наркотика позволяет нам оценить долю инъекций, со-

пряженных с риском ВИЧ-инфицирования, среди всех инъ-

екций наркотиков: 8,1% инъекций сопровождается забором 

наркотика из общей емкости, в 1,7% используется общая 

вода для промывания шприца и иглы, в 3,8% инъекций ПИН 

пользовались наркотиком, заправленным в шприц другим, 

1,8% инъекций производится чужим шприцем. 

Использование общего шприца является одной из самых 

опасных инъекционных практик, так как это один из основ-

ных способов передачи парентеральных инфекций. Наличие 

опыта использования чужого шприца повышает вероят-

ность ВИЧ-инфицирования. Каждая пятидесятая инъекция 

наркотика производится общим шприцем. Следовательно, 

риск передачи через чужой шприц держится на уровне 

2–3%, и существует тенденция к улучшению данного пока-

зателя. 

41,5% ПИН имели половые контакты с непостоянными 

половыми партнерами, каждый пятый (20,8%) ПИН в тече-

ние последних 6 мес. имел половые контакты с коммерче-

скими половыми партнерами. Полученные данные скорее 

опровергают представление, что употребление инъекцион-

ных наркотиков снижает интенсивность половой жизни: 

среднее количество половых партнеров ПИН составило 

2,09. 

Комплексный показатель по информированности, когда 

получены правильные ответы на все вопросы о путях за-

ражения и мерах профилактики ВИЧ, в среднем по 

Узбекистану составил 67,8%.

78,4% ПИН считают, что ВИЧ-инфицированный человек 

может выглядеть здоровым на вид. 98,2% ПИН считают, что 

можно не заразиться ВИЧ- инфекцией, если использовать 

презервативы, и 91,9% ПИН – если иметь половые контак-

ты с одним неинфицированным партнером.

Профилактика, своевременное выявление и лечение 

ИППП являются ключевыми мерами профилактики зараже-

ния ВИЧ половым путем, поскольку при наличии ИППП ве-

роятность заражения ВИЧ во время полового контакта 

увеличивается многократно. 

В 2017 г. 66% женщин-ПИН имели необычные выделения 

из половых органов, 10,7% – боль внизу живота, 81,3% – 

язвы в области половых органов; 20,0% ПИН-мужчин имели 

выделения из полового члена, 74,4% – боль и отечность 

мошонки; 39% – язвы в области половых органов.

Из протестированных на ВИЧ респондентов обследова-

лись добровольно 80,5%, по направлению врача – 17,6%. 

Принудительно обследовались 1,9%.

Общепризнано, что одной из самых действенных профилак-

тических мер является добровольное тестирование на ВИЧ, 

сопровождающееся психосоциальным консультированием. 

Из 45,4% ПИН, обследовавшихся на ВИЧ, знают результа-

ты своего теста 96,4%, дотестовое консультирование прово-

дили с 92,4% ПИН, послетестовое консультирование – с 

92,4% ПИН. 

Распространенность ВИЧ-инфекции среди ПИН – 5,1%, 

ВГС – 12%, сифилиса – 3,1%.

Выводы

Потребители инъекционных наркотиков в Республике 

Узбекистан – это в основном мужчины (87,4%), из них 64% в 

возрасте от 20 до 40 лет, состоят в браке только 42,9%. 

Значительное количество ПИН имело половые контакты 

повышенного риска – с непостоянными и коммерческими 

половыми партнерами. 

Существует большой потенциал передачи ВИЧ половым 

путем от группы ПИН к другим людям. Учитывая низкий уро-

вень использования презервативов, опасности подвержены 

все половые партнеры ПИН, в том числе их супруги. 

Низкий показатель обследованности на ВИЧ в течение 

последнего года. 

Распространенность ВИЧ-инфекции среди ПИН в 2017 г. – 

5,1%, ВГС – 12%, сифилиса – 3,1%.

Рекомендации

Полученные данные о уровне безопасного поведения 

ПИН необходимо предоставить заинтересованным органи-

зациям, работающим по программе СВ и обеспечить со-

вместную работу ННО с государственными учреждениями 

направленную на изменение инъекционного и сексуального 

поведения наркозависимых на менее рискованное;

• требуется разработка и внедрение более активных мето-

дов работы, в том числе и в рамках программ снижения 

вреда;

• приблизить услуги к ПИН – открытие пунктов доверия 

именно в тех местах, где они будут востребованы наркома-

нами, усилить аутрич-работу;

• охватить добровольным тестированием на ВИЧ-

инфекцию с до- и послетестовым консультированием как 

можно большее число ПИН; 

• каждый контакт с целевой группой должен быть макси-

мально использован для снижения риска инъекционного и 

полового поведения, для диагностики и лечения ИППП, 

предоставления добровольного тестирования с до- и после-

тестовым консультированием;

• для профилактики передачи ВИЧ половым путем следу-

ет обеспечить использование презервативов ПИН с их по-

стоянными половыми партнерами.
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Н о в о с т и  н а у к и

Математическая модель, разработанная для предотвращения ботулизма

В течение многих лет производители продуктов питания, го-

товых к употреблению, должны были следовать ряду рекомен-

даций, чтобы остановить рост бактерий Clostridium botulinum и 

выработку сильного нейротоксина. Токсин может вызвать се-

рьезное заболевание, называемое ботулизмом. В отношении 

охлажденных продуктов в руководстве по борьбе с C. botulinum 

указано, что вода, содержащаяся в продуктах, должна иметь содержание соли не менее 3,5%. К сожалению, это препятству-

ет усилиям по разработке продуктов с пониженным содержанием соли, даже если такие продукты принесут пользу обще-

ственному здравоохранению, поскольку большинство потребителей едят больше соли, чем рекомендуется. Если произво-

дители продуктов питания хотят выпускать продукты, содержащие, например, меньше соли, им необходимо провести лабо-

раторные эксперименты, чтобы подтвердить, что такое изменение рецепта не поставит под угрозу безопасность пищевых 

продуктов. Это трудоемкий и дорогостоящий процесс. 

Исследователи из Национального института пищевых продуктов разработали математическую модель, которая заменяет 

дорогостоящие лабораторные эксперименты. Новая модель в состоянии предсказать, может ли конкретный рецепт охлаж-

денных продуктов предотвратить рост C. botulinum и выработку токсина, и показать, как температура хранения, pH, исполь-

зование соли и пяти различных консервантов (таких как уксусная и молочная кислоты) влияют на потенциальный рост бак-

терий и выработку токсина. Изначально модель была разработана для использования в рыбных продуктах. Однако, проведя 

валидационные исследования с использованием более 500 различных продуктов, исследователи установили, что ее можно 

использовать для оценки безопасности рецептов как для рыбы, так и для птицы.

Koukou I, Mejlholm O, Dalgaard P. 

Cardinal parameter growth and growth boundary model for non-proteolytic Clostridium botulinum – Effect of eight environmental 

factors. 

International Journal of Food Microbiology. 2021;346:109162.
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Биопленки микроорганизмов в урологии: 

клиническая значимость и контроль 

связанных с ними инфекций
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Обзорная статья рассматривает значение биопленок в урологической практике при лечении инфекций мочевыдели-
тельной системы, а также при образовании биопленок на урологических имплантах (катетерах, стентах, сфинктерах, 
пенильных протезах и др.). Представлены методы борьбы с биопленками бактерий в медицинской практике, основан-
ные на использовании бактериофагов, наночастиц, ферментов, аминокислот, антибактериальных покрытий имплан-
тов.
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С
пособность формировать биопленки является важной 

частью жизненного цикла большинства микроорганиз-

мов и успешной стратегией защиты бактерий от неблаго-

приятных факторов окружающей среды. Более 99% бакте-

риальных популяций существуют в природных экосистемах 

не в виде свободно живущих планктонных клеток, а в виде 

специфически организованных, прикрепленных к субстра-

там биопленок, образование которых представляет слож-

ный, строго регулируемый биологический процесс [1]. 

Изучение биопленок в настоящее время вызывает огромный 

интерес исследователей, главным образом в связи с тем, 

что этот способ существования бактерий создает большие 

проблемы в медицинской практике. Способность бактерий 

формировать биопленки рассматривается в настоящее 

время как фактор их патогенности. Установлено, что многие 

хронические инфекции, возникновение которых связано с 

использованием медицинского имплантированного оборудо-

вания (стентов, катетеров, протезов и др.), обусловлены 

способностью бактерий расти в виде биопленок на поверх-

ностях этих устройств, а также на различных органах и тка-

нях в организме человека. Бактерии, живущие внутри био-

пленок, проявляют значительно более высокую устойчи-
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вость (до 1000 раз) к антибиотикам и другим лекарственным 

препаратам, что крайне затрудняет борьбу с инфекциями, 

вызванными различными патогенными бактериями [2, 3].

Образование биопленок патогенными бактериями спо-

собствует инфекционным поражениям большинства органов 

и затрагивает практически все имплантаты. Среди инфекци-

онных заболеваний около 65–80% вызываются бактериями, 

формирующими биопленки. Изучение закономерностей воз-

никновения и развития микробных сообществ (биопленок) 

является ключевым моментом дальнейшего развития меди-

цинской микробиологии [4, 5].

Урология – одна из основных областей, в которых микроб-

ные биопленки являются серьезной проблемой. 

Бактериальные биопленки играют важную роль в инфекциях 

мочевыводящих путей (ИМВП), связаны с трудно поддающи-

мися лечению пиелонефритами, циститами, простатитами и 

др. Эти инфекции во всем мире относятся к числу широко 

распространенных причин заболеваемости населения. 

Около 40% женщин в течение жизни переносят цистит, за-

болеваемость простатитом составляет 1–2 человека на 

10 000 мужчин. Катетеры в мочевыводящих путях устанав-

ливают у 10–20% госпитальных пациентов, только в США 

ежегодно устанавливают 100 млн стентов [6]. ИМВП связаны 

с важными социальными и финансовыми обстоятельствами. 

Только в США они связаны примерно с 10 млн посещений 

терапевта, 1,5 млн обращений в отделения неотложной по-

мощи и 300 тыс. госпитализаций. Последующие затраты на 

лечение ИМВП (включая убытки из-за отпуска по болезни, 

госпитализации и фармакотерапии) оцениваются в 6 млрд 

долларов США [7]. Распространенность ИМВП в России со-

ставляет около 1 тыс. случаев на 10 тыс. населения в год, а 

острых циститов в год регистрируется 36 млн случаев [8]. В 

связи с этим поиск и изучение веществ, которые могут по-

давлять образование биопленок и убивать бактерии внутри 

биопленок, является чрезвычайно важной и актуальной за-

дачей антимикробной терапии.

Особенности строение биопленок бактерий

Биопленка – микробное сообщество, состоящее из клеток, 

которые прикреплены к поверхности или друг к другу, заклю-

чены в матрикс синтезированных ими внеклеточных поли-

мерных веществ; их фенотип изменен по сравнению с оди-

ночными, планктонными клетками; у них изменены параме-

тры роста и экспрессии специфичных генов. Зрелые, уже 

сформированные биопленки могут содержать также покоя-

щиеся или некультивируемые формы бактерий. Биопленки 

имеют сложную архитектонику – они заключены в экзополи-

мерный матрикс, содержат наполненные жидкостью каналы, 

через которые происходит ток питательных веществ и кисло-

рода, а также выведение продуктов метаболизма бактерий. 

Основными компонентами матрикса являются экзополисаха-

риды, белки и нуклеиновые кислоты, матрикс содержит 

также и другие вещества; состав матрикса различен у бакте-

рий разных таксономических групп [9]. Характерно, что толь-

ко 5–35% структуры биопленки составляют бактерии [10].

Каналы в матриксе создают своеобразную проводящую 

систему, по которой перемещаются вещества по градиентам 

концентрации. По ним также могут мигрировать бактерии. 

Важнейшей функцией матрикса, помимо каркасной, обеспе-

чивающей стабильность биопленки, является защитная. 

Показано, что матрикс защищает бактерии в биопленке от 

антибактериальных препаратов, а также от неблагоприятных 

воздействий внешней среды (pH среды, осмотический шок, 

высыхание, ультрафиолетовое облучение, фагоцитоз, факто-

ры иммунной защиты макроорганизма и т.п.). Экзополи-

сахариды сорбируют металлы и минералы, растворенные 

органические вещества, концентрируют ферменты и росто-

вые факторы. Сложная архитектоника биопленок обеспечи-

вает возможность метаболической кооперации клеток внутри 

хорошо пространственно организованных систем, создает 

условия, благоприятствующие установлению симбиотиче-

ских взаимоотношений между бактериями разных видов, пе-

редаче сигналов, влияющих на экспрессию генов в популяции 

бактерий. Наличие quorum-sensing (QS) является способно-

стью общаться сигнальными молекулами между бактериями, 

что позволяет их колониям в биопленке регулировать коллек-

тивное поведение и функционировать как единый организм с 

самостоятельными системами регуляции движения, роста, 

защиты, размножения, токсичности и вирулентности. В связи 

с этим биопленки бактерий часто рассматриваются как функ-

циональный аналог многоклеточного организма [11–14]. 

 Механизмы повышенной устойчивости биопленок 

к действию антибактериальных препаратов

Вопрос о механизмах повышенной устойчивости к анти-

бактериальным препаратам бактерий в составе биопленок 

по сравнению с планктонными клетками активно изучается, 

и решение этого вопроса имеет чрезвычайную важность для 

антибактериальной терапии. К ряду факторов, влияющих на 

резистентность биопленок, относят ограниченное проникно-

вение антимикробных веществ в биопленки, различия в ме-

таболической активности и скорости роста бактерий в со-

ставе биопленок и планктонных форм, присутствие в попу-

ляциях клеток, способных выживать в стрессовых условиях. 

Ответом на стрессовые воздействия является универсаль-

ный механизм формирования устойчивости к внешним воз-

действиям у бактерий, которые в биопленке находят свою 

экологическую нишу.

Биополимерный матрикс, окружающий клетки в биоплен-

ках, препятствует диффузии питательных веществ, а также 

способствует накоплению метаболитов за счет большой 

плотности клеток внутри биопленок. При этом создается 

дефицит питательных веществ, сходный с таковым в культу-

рах в стационарной фазе. Считается, что по физиологиче-

скому состоянию и метаболической активности клетки, жи-

вущие в составе биопленок, более сходны с клетками стаци-

онарной фазы роста, чем с активно делящимися клетками. 

В том числе клетки бактерий в биопленках более устойчивы 

к действию антибактериальных веществ, как и бактерии в 

культурах, достигших стационарной фазы [15, 16].

Еще одним фактором, связанным с устойчивостью био-

пленок к антимикробным препаратам, может быть появле-

ние и размножение в них клеток-персисторов, изначально 

малочисленной (0,001–1%) субпопуляции микроорганизмов, 

обладающей свойством выживать в присутствии летальных 

доз антибиотиков. Показано, что персисторы образуются в 

микробных популяциях, подвергающихся стрессовыми воз-

действиям, а при возвращении в нормальные условия вос-
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станавливают структуру родительской популяции, что в 

клиническом плане может быть связано с рецидивирующи-

ми инфекциями из-за неадекватной или прерванной анти-

биотикотерапии [17–19]. Исследования указывают на необ-

ходимость более глубокого изучения механизмов инфекций, 

связанных с клетками-персисторами, разработки новых ан-

тибиопленочных препаратов для борьбы с персистирующи-

ми инфекциями.

Показано, что бактерии в составе биопленок способны 

обмениваться плазмидами, мобильными генетическими эле-

ментами, несущими гены, определяющие резистентность к 

антимикробным препаратам. Таким образом, в биопленках 

реализуется горизонтальный перенос и распространение 

генов антибиотикорезистентности. Этот процесс дополни-

тельно облегчается плотным расположением клеток в био-

пленках. Кроме этого, отмечен факт объединения несколь-

ких плазмид в один репликон, что обеспечивает одновре-

менное распространение генетических детерминант множе-

ственной антибиотикорезистентности [20]. Например, обмен 

плазмидами между разными представителями рода 

Pseudomonas в биопленках происходил значительно более 

активно, чем между теми же микроорганизмами в планктон-

ной культуре [21].

Таким образом, несомненна роль биопленок в увеличе-

нии и распространении микроорганизмов, устойчивых к ан-

тимикробным препаратам. Особое значение это имеет для 

клинически значимых патогенов в условиях стационаров, 

где существуют условия распространения резистентных 

возбудителей инфекций между пациентами [22–23].

В настоящее время многие исследования указывают на 

необходимость более углубленного изучения мультифактор-

ных механизмов повышенной устойчивости бактерий в со-

ставе биопленок, а также взаимосвязи проявления множе-

ственной антибиотикорезистентности и вирулентности пато-

генов [24–30].

Биопленки и инфекции мочевыводящих путей

Моча у здоровых людей в принципе не должна содержать 

бактерии. Стерильность урины – показатель здоровья почек 

и мочевого тракта. Однако при их инфицировании микроор-

ганизмы попадают в мочу и развивается бактериурия. 

Признаком воспалительного процесса считается наличие 

бактерий в моче выше 105 на 1 мл урины. Сначала бактерии 

существуют в планктонном состоянии, но под воздействием 

стрессовых воздействий, в том числе в присутствии биоци-

дов или антибиотиков, микроорганизмы переходят к прикре-

пленному методу существования, поскольку биопленочный 

фенотип обеспечивает устойчивость к воздействию токсич-

ных веществ. В результате создается биопленка, которая в 

силу своего строения помогает блокировать применение ан-

тибиотиков, создает устойчивость к антибиотикам. Именно 

эти обстоятельства создают трудности при химиотерапии 

инфекции и заставляют искать антибиопленочные агенты, 

способные подавлять рост микробной биопленки. Основной 

причиной ИМВП часто (80–90%) являются уропатогенные 

Escherichia coli и Klebsiella pneumonia, в то время как другие 

виды отряда представлены в меньшей степени [31, 32].

Использование имплантатов в урологии растет в геоме-

трической прогрессии. Урологические имплантаты использу-

ются для коррекции функциональных нарушений и улучше-

ния качества жизни пострадавших пациентов. Урологические 

имплантаты варьировались от силиконовой трубки с исполь-

зованием одного биоматериала до комбинации биоматериа-

лов, таких как полимер на металле, металлические и био-

разлагаемые стенты [33].

Тем не менее максимальный рост микробных биопленок 

наблюдается на медицинских имплантах (мочеточниковые 

катетеры, урологические стенты, сфинктеры и др.). Когда 

устройство помещается в тело пациента и подвергается воз-

действию биологических жидкостей, таких как моча, кровь, 

макромолекулярные компоненты, многие из которых явля-

ются белками, они немедленно адсорбируются на устрой-

стве с образованием кондиционирующей пленки. Эта конди-

ционирующая пленка покрывает устройство и становится 

поверхностью, на которой происходит дальнейшее образо-

вание биопленок. Ведь многие белковые молекулы в конди-

ционирующей пленке играют активную роль в бактериаль-

ной адгезии [34].

Циститы

Точный механизм прикрепления и выживания бактерий в 

мочевыводящих путях до конца не изучен. Патогенез уропа-

тогенной E. coli инициирует связывание бактерий с поверх-

ностными эпителиальными клетками мочевого пузыря. 

Взаимодействие с эпителием стимулирует отшелушивание 

поверхностных эпителиальных клеток, вызывая выделение 

многих патогенных микроорганизмов с мочой. Несмотря на 

воспалительную реакцию и отшелушивание эпителия, уропа-

Таблица. Возбудители инфекций мочевыводящих путей [67–

84]

Виды микроорганизмов Диагноз/
протез

Ссылки

E. coli (70–95%), S. saprophyticus (5–10%), 
P. mirabilis, Klebsiella spp., 
вирусы папилломы, герпеса, полиомавирус 

цистит 35–38

P. mirabilis, E. coli, P. aeruginosa, K. pneumonia, 
Enterobacter spp., S. saprophyticus, Candida 
spp., Enterococcus spp., Ureaplasma spp.

пиелонефрит 39, 40, 
80–82

S. epidermidis, S. aureus, P. mirabilis, 
P. aeruginosa, E. coli, Serratia spp., 
Corynebacterium spp., Enterobacter spp., 
Propionibacterium spp., Aerococcus spp.

сфинктеры 41, 42, 83, 
84

E. coli, P. mirabilis, P. aeruginosa, Klebsiella spp., 
Enterococcus spp., Serratia spp.

простатит 67, 68

P. mirabilis, E. coli, S. aureus, K. oxytoca, 
K. pneumoniae

стенты 9, 43, 
47–49, 75

E. faecalis, E. faecium, S. epidermidis, 
S. haemolyticus, P. aeruginosa, K. pneumoniae, 
P. mirabilis, E. coli
реже – Streptococcus spp., S. aureus, 
A. baumannii, C. albicans, Mycoplasma hominis, 
Ureaplasma spp.
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тогены способны как поддерживать высокие титры в моче-

вом пузыре в течение нескольких дней, так и при хронических 

инфекциях сохраняться в течение длительного периода вре-

мени.

Циститы вызываются в основном E. coli (70–95%), хотя 

немаловажны и Staphylococcus saprophyticus (5–10%), 

Proteus mirabilis, Klebsiella spp. [35, 36]. Циститы могут вы-

зываться не только бактериальной микрофлорой, но и ви-

русной (низко- и высокоонкогенные папилломовирусы, гер-

певирусы и многие другие) [37, 38].

Пиелонефрит 

Урогенные бактерии, попавшие в почки, оккупируют ее 

тканевые структуры. Они вырабатывают гистоповреждаю-

щие субстанции (токсины, метаболиты), индуцируют в орга-

низме больного воспалительную реакцию и вызывают де-

струкцию тканевых структур почек. При наличии рубцов 

почек планктонные бактерии могут достигать почки посред-

ством восходящей инфекции и прикрепляться к уротелию и 

сосочкам собирающих систем почек. Показано, что бакте-

рии могут прикрепляться тонкими биопленками к уротелию, 

прежде чем вторгнуться в почечную ткань, что приводит к 

пиелонефриту. Эти бактериальные биопленки легче уничто-

жить антимикробными агентами, в отличие от биопленок на 

поверхности катетера, что может быть связано с эффектив-

ным синергическим действием противомикробных агентов и 

защитными механизмами хозяина против биопленок на 

уротелии [9, 31, 39, 40].

Искусственные сфинктеры мочевыводящих путей

Около 3% сфинктеров заражаются микроорганизмами 

[41]. Для снижения риска инфицирования необходимо обес-

печить стерильность мочи, исключить возможность длитель-

ной задержки мочи и больших остаточных количеств моче-

вого пузыря, а также избегать ИМВП. Лечение инфициро-

ванного сфинктера включает удаление устройства, ликвида-

цию инфекции и, при необходимости, последующую реим-

плантацию. Поскольку части устройства образуют одну 

сплошную поверхность, рекомендуется полностью удалить 

сфинктер в качестве первого шага для устранения инфек-

ции. Реимплантации должна предшествовать полная обра-

ботка инфицированной области [9, 42, 43].

Часто происходит отслоение частиц биопленки после ан-

тимикробной терапии, что может привести к распростране-

нию биопленки и повторному появлению инфекции, сепсису. 

Бактериальные клетки, высвобождаемые из биопленки мо-

четочникового стента или катетера, могут: (1) спуститься к 

мочевому пузырю и вызвать или регенерировать ранее вы-

леченный цистит; (2) перемещаться вверх по самому устрой-

ству или через рефлюкс мочи, вызванный устройством 

почки, вызывая пиелонефрит; (3) снова приклеиться к 

устройству и/или существующей биопленке, увеличивая ее 

площадь поверхности и плотность; (4) прилипать к потенци-

альному камню в тракте, создавая новый очаг инфекции и 

потенциально препятствуя вариантам лечения камня [14].

Хронический бактериальный простатит

При хроническом бактериальном простатите восходящая 

инфекция из уретры в простату может быть спровоцирована 

турбулентным режимом кровотока в уретре или внутрипро-

статическим протоковым рефлюксом. Попадая в протоки 

предстательной железы и ацинусы, бактерии размножаются 

и вызывают острую воспалительную реакцию. Если не ле-

чить в этом «планктонном» состоянии, бактерии могут об-

разовывать биопленки, прикрепленные к эпителию системы 

протоков, с образованием слизи экзополисахарида или за-

щитных оболочек гликокаликса, что приводит к стойкой им-

мунологической стимуляции и последующим хроническим 

воспалениям [9, 31]. Хронические простатиты чаще всего 

связаны с наличием мочеточниковых стентов в организме и 

образованием биопленок на стенте. Последние годы при 

лечении хронических простатитов применяют не только ан-

тибиотики, но и бактериофаги, ингибиторы ферментов, на-

ночастицы [44, 45].

Биопленки на мочеточниковых стентах JJ

Дренажные стенты обладают превосходной поверхно-

стью для формирования кристаллических отложений, а 

также прикрепления микроорганизмов. Образование био-

пленки на мочеточниковых стентах из силикона обнаружи-

вается в 90% случаев стентирования. Стенты колонизируют-

ся прилипшими бактериями; частота выявления инфекций 

мочевыводящих путей в виде бактериоурии составляет 

около 27%. Показана корреляция между продолжительно-

стью имплантации стента и инфекцией. Присутствие био-

пленки из бактерий, продуцирующих уреазу (P. mirabilis, 

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus spp., Moraxella 

catarrhalis, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae и др.) 

приводит к гидролизу мочевины, повышению pH мочи и от-

ложению инкрустации струвита и фосфата кальция на этих 

стентах. Клинически инкрустация и инфицирование уста-

новленных стентов связаны с закупоркой и сепсисом [9, 

46–49].

Зараженные мочевые камни

При мочекаменной болезни образуются уратные, окса-

латные или фосфатные камни. В процессе формирования 

камней в организме человека играют роль не только его 

минеральные компоненты, но белковые вещества, различа-

ющиеся по своему составу в зависимости от минеральной 

основы камней [50]. При мочекаменной болезни инфекция 

мочевыводящих путей связана с образованием струвита 

(фосфат магния-аммония) и кальций-фосфатных камней. 

Исходным событием является прилипание продуцирующих 

уреазу бактерий к кальциевым камням, инородным телам 

(включая уретральные катетеры и стенты JJ) или рубцам 

слизистой оболочки почек или мочевого пузыря. 

Уреазопродуцирующие бактерии представлены такими уро-

патогенами, как E. faecalis, K. pneumoniae, P. aeruginosa, 

Streptococcus haemolyticus и P. mirabilis [51].

Кристаллы струвита и фосфата кальция осаждаются пре-

имущественно в щелочной среде мочи и откладываются на 

биопленках. Камни быстро растут с добавлением большего 

количества бактерий, образованием матрикса и дальней-

шим отложением кристаллов. Поскольку бактерии защище-

ны камнями среди кристаллов и бактериального внеклеточ-

ного матрикса, противомикробные агенты неэффективны в 

искоренении инфекции. Кроме того, лечение антибиотиками 
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приводит к изменению микробиоты мочевыводящих путей, 

что может увеличить риск рецидивов образования камней. 

Это подчеркивает важность полного очищения от камней и 

искоренения инфекции мочевыводящих путей для предот-

вращения быстрого рецидива камне [9, 52–54].

Постоянные уретральные катетеры

Мочевые катетеры являются мишенями для развития био-

пленок на их внутренней и внешней поверхности после их 

введения. Внепросветным путем микроорганизмы поднима-

ются по катетеру во время введения катетера. Эти бактерии 

в основном эндогенные и происходят из желудочно-кишеч-

ного тракта. Они колонизируют промежность пациента и 

поднимаются по уретре после введения катетера. Бактерии 

могут подниматься по катетеру также внутрипросветным 

путем, что происходит, когда организмы получают доступ к 

внутреннему просвету катетера. Постоянные уретральные 

катетеры в 30–80% случаев играют роль входных ворот для 

госпитальных инфекций и являются основным фактором 

риска развития ИМВП. У пациентов с постоянным уретраль-

ным катетером часто возникают различные осложнения: 

острый пиелонефрит, цистит, эпидидимит, абсцессы проста-

ты, бактериемия, септицемия, стриктуры уретры [31, 55].

Чаще всего от катетеризованных пациентов выделяются 

штаммы Enterococcus faecalis, P. aeruginosa и E. coli, а самы-

ми сильными продуцентами биопленок являются 

Acinetobacter baumannii, P. mirabilis, E. faecalis, Candida 

tropicalis и Staphylococcus aureus [26, 56]. Особый интерес 

представляют обнаруженные на поверхности катетеров 

мультивидовые ассоциации микроорганизмов, участвующие 

в формировании общей биопленки. Взаимное влияние 

участников ассоциаций друг на друга может вызывать повы-

шение вирулентной активности штаммов, в том числе и ан-

тибиотикорезистентность, и, как следствие, отягощать кли-

нические проявления заболевания [57].

Бактериальный вагиноз

Флора влагалища здоровых женщин состоит преимуще-

ственно из грамположительных лактобацил [58, 59]. 

Микробиота влагалища женщин с бактериальным вагинозом 

(БВ) составляет микробное разнообразие, которое вытесня-

ет Lactobacillus и состоит преимущественно из Gardnerella 

vaginalis, который является одним из ключевых факторов 

патогенеза БВ, а также высокой частоты рецидивов болезни. 

При изучении патологических вагинальных биопленок уда-

лось выявить синергизм аэрофильных микроорганизмов 

вида G. vaginalis, которые обычно составляют 60–95% попу-

ляции, и облигатно-анаэробных бактерий вида Atopobium 

vaginae, представительство которых в составе таких биопле-

нок может составлять от 1 до 40% [60, 61]. Эти биопленки 

достаточно устойчивы к антибактериальной терапии. 

Показано, что возможно возрождение плотных бактериаль-

ных биопленок через 1 нед. после прекращения лечения ме-

тронидазолом. Эти данные убедительно подтверждают, что 

аэробный вагинит и вагиноз высокоустойчивы к антибакте-

риальной терапии за счет формирования поливидовых био-

пленок. Одним из методов борьбы с вагинозом может слу-

жить восстановление нормальной вагинальной микрофлоры 

с помощью пробиотических штаммов лактобацилл [62].

Пенильные протезы

Большинство инфекций протеза полового члена возника-

ет вследствие посева бактерий во время операции. Поэтому 

при проведении операции нужно учитывать возможность 

такого инфицирования и проводить серьезную предопераци-

онную профилактику инфекции, подбирая соответствующий 

антибиотик для ее предупреждения [63]. Частота инфициро-

вания протезов полового члена составляет ≈2%, причем 

наиболее распространенным микроорганизмом является 

Staphylococcus epidermidis, на который приходится 35–56% 

инфекций. Грамотрицательные кишечные бактерии, вклю-

чая P. mirabilis, P. aeruginosa, E. coli и Serratia marcescens, 

составляют 20% инфекций. Грамотрицательная бактериаль-

ная инфекция имеет тенденцию проявляться клинически в 

течение месяца после имплантации, по сравнению с пятью 

месяцами при стафилококковых инфекциях. При тяжелых 

инфекциях грамотрицательные бактерии могут действовать 

синергетически с анаэробными микроорганизмами, такими 

как Bacteroides, и приводить к гангрене полового члена. 

Сообщалось о заражении протезов полового члена грибами, 

микобактериями и Neisseria gonorrhoeae [64–66].

Методы борьбы с микробными биопленками

Для поиска антибиопленочных агентов нужно понимать 

причины повышенной устойчивости к биоцидам микробных 

биопленок по сравнению с планктонными культурами этих 

же микроорганизмов. Одним из главных факторов устойчи-

вости является внеклеточный полимерный матрикс (ВПМ), 

экранирующий локализованные в биопленке микробные 

клетки от стрессовых воздействий как химической, так и 

физико-химической природы. Поэтому нарушение структу-

ры матрикса является одним из наиболее эффективных 

способов борьбы с биопленками, а при поиске антибиопле-

ночных агентов в первую очередь следует уделять внимание 

веществам, препятствующим синтезу компонентов ВПМ или 

нарушающим его структуру [15, 26–28].

Наиболее перспективными представляются следующие 

направления борьбы с биопленками: (1) предотвращение 

первичного инфицирования имплантов; (2) минимизация на-

чальной адгезии микробных клеток; (3) разработка методов 

проникновения через матрикс биопленки биоцидов с целью 

подавления активности клеток внутри биопленки; (4) блоки-

ровка синтеза или разрушение матрикса; (5) нарушение 

межклеточного обмена информацией (ингибирование регу-

ляции кворум-сенсинга).

Ученые проявляют постоянный интерес к модификации 

поверхности и нанесению покрытий на урологические им-

планты с использованием трех основных стратегий защиты 

от биопленки: (1) механическое отслоение; (2) уничтожение 

микробных клеток и (3) создание поверхностей с низкой 

адгезией. Следует отметить, что материал, из которого из-

готовлена колонизируемая бактериями поверхность, его 

физико-химические свойства (гидрофильность, электриче-

ский заряд, инертность, гладкость) играют важную роль в 

возможности и скорости образования биопленок. Нужна 

разработка медицинских материалов, менее подверженных 

бактериальной колонизации, а также поиск эффективных 

способов предупреждения адгезии бактерий на внедренные 

медицинские устройства [85, 86]. 
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Сейчас наблюдаются некоторые новые тенденции, такие 

как дополнительная антимикробная защита за счет покры-

тия и динамики потока; биоразлагаемые покрытия, выделя-

ющие антимикробный агент; неизвлекаемые поверхностные 

покрытия, доставляющие лекарство или противомикробный 

агент, а также новые углеродные и на основе серебра био-

разлагаемые материалы; бактериофаги и коктейли с фага-

ми. Эти новые инженерные решения для поверхностей по-

казывают снижение до некоторой степени образования 

биопленок и инкрустации биоматериалов и урологических 

имплантов, но ни одно из них не может полностью остано-

вить их развитие [87, 88]. 

Предотвращение адгезии клеток можно вызвать при вве-

дении в систему гидрофобных агентов, которые тормозят 

взаимодействие бактерий с субстратом. Это наблюдалось, 

например, в присутствии р-нитрофенола, который почти 

полностью подавлял адгезию P. aeruginosa в культуре пнев-

моцитов человека [89]. В настоящее время разработаны 

препараты, обладающие способностью вызывать отторже-

ние биопленок. Таким препаратом является N-ацетилцистеин: 

он активирует процессы дисперсии, разобщает сигналы ре-

гуляции активации генов, отвечающих за плотность популя-

ции бактерий в пленке; разрушает структуру внеклеточного 

матрикса, ингибирует продукцию слизи. Это позволяет рас-

сматривать его в качестве перспективного неантибактери-

ального компонента терапии инфекций, связанных с образо-

ванием биопленок. Было показано, что при его использова-

нии уменьшение биопленок, продуцируемых S. aureus, про-

исходит за счет снижения объема мукополисахаридной со-

ставляющей внеклеточного матрикса.

В состав N-ацетилцистеина входит моносахар D-манноза, 

она помогает сразу перехватывать бактериальные клетки, 

которые высвобождаются из патогенной биопленки, и не по-

зволяет им повторно прикрепляться к слизистой оболочке. 

Часто маннозу используют совместно с антибиотиками в 

терапии уропатогенных инфекций [90]. Имеется информа-

ция об использовании в клинической практике антиадгезив-

ных соединений – бифенил-маннозидов, направленных на 

предотвращение инфекций мочеполового тракта, вызван-

ной уропатогенной E. coli и A. baumannii [91–93].

Исследования некоторых ученых предполагают, что ами-

нокислоты могут играть роль в ингибировании или стимули-

ровании образования биопленок. Что касается образования 

биопленок E. coli, то лейцин и валин способствовали этому 

максимум на 25%. Однако глицин, лизин, фенилаланин и 

треонин ингибировали образование биопленок; пролин и 

аргинин проявляли ингибирующее действие только при 

более высоких концентрациях (0,4%). Было показано, что 

образованию биопленки P. aeruginosa и ряда других бакте-

рий препятствует комплекс D-аминокислот (D-тирозин, 

D-лейцин, D-триптофан, D-метионин). Предполагают, что их 

действие зависит от включения D-аминокислот в пептидные 

цепи пептидогликана (вместо концевого D-аланина), что 

препятствует формированию адгезивных связей с субстра-

том [94, 95].

Комплекс D-аминокислот (клацид) в субтерапевтических 

концентрациях нарушает формирование биопленок 

P. aeruginosa и уменьшает объем внеклеточного матрикса, 

снижает двигательную активность P. aeruginosa. В итоге это 

приводит к снижению вирулентности и существенному повы-

шению эффективности специфических антисинегнойных 

препаратов, разрушает матрикс пленки, облегчая доступ 

другим антибиотикам. Очевидно, что возможно использова-

ние пищевых добавок на основе аминокислот для контроля 

образования бактериальных биопленок [96].

Бактериальные клетки, расположенные в биопленке, за-

щищены от антибактериальных эндо- и экзофакторов благо-

даря ВПК, основу которого составляют бактериальные по-

лисахаридные соединения, синтезируемые самими бактери-

ями. Ферменты, которые расщепляют полисахаридные по-

лимеры, вызывают разрушение бактериальных биопленок. 

Для инициирования диспергирования биопленок микроорга-

низмы наряду с другими ферментами используют специфи-

ческие гликозидгидролазы, которые разрушают полисахари-

ды бактериальных биопленок. Гликозидгидролазы реализу-

ют свое действие через гидролиз гликозидных связей. 

Основными гликозидгидролазами, которые обладают анти-

биопленочным действием, являются: α-лизоцим, амилазы, 

дисперсин B, целлюлазы, гиалуронидаза, α- и β-маннозидазы, 

альгинат-лиазы. Полиферментные препараты, содержащие 

смеси ферментов лиаз и гидролаз из группы карбогидраз, в 

присутствии или без дополнительных функциональных и 

технологических компонентов эффективно и быстро разру-

шают экзополисахаридную основу матрикса биопленок, 

свежеобразованных или давно сформированных на абиоти-

ческих поверхностях. Данные ферменты вызывают разру-

шение полисахаридных полимеров, способствуя высвобож-

дению бактерий и более эффективному воздействию анти-

бактериальных агентов на бактерии. Медикаментозные ме-

тоды диспергирования биопленок при помощи полисахарид-

разрушающих ферментов, без сомнения, расширят арсенал 

антибиопленочной терапии хронических и рецидивирующих 

бактериальных инфекций, особенно вызванных антибиоти-

корезистентными бактериями [97, 98].

Внеклеточная ДНК матрикса биопленок также может 

быть мишенью для борьбы с биопленками, для этого могут 

быть использованы различные ДНКазы. К ферментам, раз-

рушающим матрикс биопленки, относятся протеазы дезок-

сирибонуклеазы (ДНКазы). Использование ДНКаз предот-

вращает образование биопленки представителями рода 

Staphylococcus и Enterococcus in vitro. В настоящий момент 

проводятся исследования по определению возможности ис-

пользования различных антибиопленочных агентов в клини-

ческой практике. Из числа таких препаратов выделяют 

средства, хелатирующие железо: этилендиаминтетрауксус-

ная кислота (EDTA), дефероксамин, лактоферрин; поверх-

ностно-активные вещества: ксилит, фарнезол; ферменты, 

разрушающие матрикс биопленок: дисперсин Б; сигнальные 

молекулы, активирующие депрессию биопленки: полинена-

сыщенные жирные кислоты, оксид азота [99].

Одним из перспективных направлений в лечении ИМВП 

считается системная энзимотерапия, показавшая свою эф-

фективность в лечении циститов. Результаты применения 

такого фермента, как флогензим, показали положительную 

динамику при лечении циститов в комплексе с антибиотика-

ми [100]. Были проведены работы по использованию нейтро-

филов для борьбы с биопленками, образуемые кишечной 

палочкой. Нейтрофилы обрабатывали различными гормона-
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ми беременных женщин и проверяли их влияние на обструк-

цию биопленок. Оказалось, что гормоны, продуцируемые 

плацентой во время беременности, способны избирательно 

и эффективно модулировать функциональную активность 

нейтрофилов при взаимодействии с биопленками при ИМВП. 

В других работах показано влияние на разрушение биопле-

нок и с помощью нейтрофилов, обработанных гормонами 

небеременных женщин [101].

В последнее время внимание исследователей было об-

ращено также на возможность использования бактериофа-

гов для разрушения клеток в составе биопленок [102]. 

Описаны методы лечения бактериофагами биопленочных 

циститов, уретритов и пиелонефритов, вызванных E. coli и 

P. mirabilis. Проникая через канальцы в биопленке, бактери-

офаги встраиваются в клетки бактерий и вызывают их 

лизис, таким образом деградируя матрицы биопленки. 

Положительный результат лечения от штаммов E. coli с по-

мощью бактериофагов составил 70% случаев [103]. Но и при 

такой терапии может возникать устойчивость уже к фагам. 

Тогда применяют смесь (коктейль) фагов для различных 

видов бактерий. Это может быть эффективным для предот-

вращения восстановления биопленок клетками, устойчивы-

ми к фагу. Добавление антибиотиков при терапии фагами 

уменьшает случаи возникновения фагорезистентных бакте-

рий [104–106]. Показано, что бактериофаги способны не 

только выделять ферменты, разрушающие матрикс био-

пленки. Они также заражают и клетки-персисторы, устойчи-

вые ко многим антибиотикам [107, 108].

Описан ряд антибактериальных факторов, подавляющих 

образование биопленок бактерий. Например, лактоферрин 

в присутствии антибиотика ципрофлоксацина ингибирует 

образование биопленок P. aeruginosa; антибиотик батумин, 

образуемый P. batumici, подавлял образование биопленок 

стафилококков. Но кроме антибиотиков, практически все 

бактерии образуют бактериоцины: это группа гетерогенных 

антибиотикоподобных веществ, преимущественно белковой 

природы, которые синтезируются большинством бактерий и 

характерны бактерицидным действием на представителей 

филогенетически близких видов. Показана возможность ис-

пользования бактериоцина P. aeruginosa – пиоцианина – как 

противомикробного средства против многочисленных пато-

генов, что предполагает его использование для лечения за-

болеваний, вызванных ими. При использовании бактериоци-

нов кишечной палочки (колицинов) для лечения инфекций 

установлено, что они были более эффективны, чем антибио-

тики. При этом колицины для человеческих клеток менее 

токсичны по сравнению с антибиотиками. Возможно, коли-

цины могут в некоторых случаях заменить антибиотики или 

стать дополнением к ним для более эффективного лечения 

[109–111].

Примечательно, что ген иерсиниабактина (fyuA) и ген аэ-

робактина (aerG) часто встречаются среди штаммов, приво-

дящих к рецидиву. Следовательно, это может быть важным 

клиническим фактором, когда принимается решение о плане 

лечения, но большое количество генов, которые ранее пред-

лагалось связать с производством биопленок, предполага-

ет, что молекулярные анализы биопленок вряд ли будут ис-

пользоваться в диагностической лаборатории в ближайшем 

будущем [112].

В борьбе с биопленками используют поверхностные аку-

стические волны низкой энергии. Было продемонстрирова-

но, что они препятствуют адгезии планктонных микроорга-

низмов на клеточные поверхности. Эти волны снижают об-

разование биопленки на сегментах катетера из суспензий с 

несколькими грамотрицательными и грамположительными 

бактериями, а также грибами, что указывает на их эффек-

тивность против широкого спектра микроорганизмов [113]. 

Одним из новых стратегических методов борьбы с био-

пленками является использование различных наночастиц. 

Это наночастицы Au, Ag, Cu, Ag + Cu, которые уменьшают 

биопленкообразование. Это и нитрид, и оксид железа в 

борьбе с биопленками P. aeruginosa, а также нанокомпозиты 

«серебро + диоксид титана». Очевидно, что существенные 

перспективы может дать в будущем применение лекар-

ственных средств на основе наноматериалов в различных 

областях медицины [114–118].

Одной из задач антибиотикотерапии по улучшению воз-

действия на биопленки является совершенствование спосо-

бов их доставки. Таким способом может служить использо-

вание липосом. Липосомы с их гибкими физико-химически-

ми и биофизическими свойствами изучаются как потенциал 

в качестве важнейшей системы доставки лекарств. Так, 

было показано, что липосомальный комплекс амфотерици-

на В обладает выраженной активностью по отношению к 

резистентным клеткам Candida spp., что позволяет исполь-

зовать его при системных микозах [119]. Применение био-

совместимых наномикробных препаратов, ассоциированных 

с липосомами, представляет собой многообещающий под-

ход для улучшения доставки лекарств к бактериальным 

клеткам и биопленкам. Обсуждаются различные стратегии, 

направленные на уничтожение существующих биопленок и 

предотвращение образования биопленок [120–122].

Некоторые авторы для доставки антимикробного препа-

рата нитрофурантоина применяли другой носитель. Они 

вводили прямо в мочевой пузырь микрочастицы полимолоч-

но-гликолевой кислоты. Такой комплекс был более эффек-

тивен для лечения ИМВП, чем антимикробный препарат без 

носителя [123].

В исследованиях установлено, что уротелий содержит 

большое количество иммунных факторов, обеспечивающих 

в естественных условиях его защиту от неблагоприятного 

действия различных уропатогенов. Среди компонентов 

врожденного иммунитета имеются перспективные в плане 

дальнейшего терапевтического использования молекулы – 

антимикробные пептиды. Они представлены несколькими 

классами и являются эволюционно старейшими молекулами 

врожденного иммунитета. Исследования показывают их эф-

фективность в качестве терапевтических средств против 

ИМВП [124].

Среди такого разнообразия методов борьбы с биопленка-

ми невозможно найти универсальный метод. Исходя из 

этого, авторы [125] предложили следующую стратегию поис-

ка антибиопленочных препаратов. Антибиопленочные аген-

ты можно подразделить на 4 основных класса. 

Класс 1. Существуют антибиопленочные агенты (некото-

рые антибиотики), способные проникать через ВПМ и пода-

влять рост клеток с «биопленочным» фенотипом. Они актив-

ны и против планктонных культур и формирующихся био-
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пленок. В отношении «зрелых» биопленок с сильно разви-

тым матриксом их активность ниже. Примером может слу-

жить антибиотик азитромицин.

Класс 2. Это «классические» агенты, предотвращающие 

формирование биопленочного фенотипа (подавляющие экс-

прессию специфических генов, определяющих формирова-

ние «прикрепленного» способа существования). К ним отно-

сятся, в первую очередь, вещества, препятствующие функ-

ционированию глобальных регуляторных систем (системы 

quorum sensing, системы, зависимой от цикло-ди-ГМФ и др.). 

В идеальном случае такие вещества подавляют рост биопле-

нок на начальных стадиях формирования «биопленочного» 

фенотипа и не должны влиять на рост и метаболизм план-

ктонных культур, а также «зрелых» биопленок. Этот класс 

антибиопленочных агентов очень гетерогенен. К нему отно-

сятся как ингибиторы, преимущественно подавляющие рост 

бактерии с биопленочным фенотипом, так и ингибиторы, 

преимущественно подавляющие синтез ВПМ. Многие из со-

единений, относящихся к этому классу, проявляют ингиби-

торную активность и в отношении планктонных культур ми-

кроорганизмов, в том числе, как мы уже отмечали, «класси-

ческие» антибиопленочные вещества – фураноны, которые 

подавляют рост не только биопленок, но и планктонных 

культур, особенно в случае грамположительных бактерий.

Класс 3. Отдельную группу антибиопленочных агентов со-

ставляют вещества, активирующие процесс естественной 

дисперсии как этапа развития зрелых биопленок. Примерами 

могут служить окись азота (NO), а также цис-2-деценовая 

кислота. 

Класс 4. Это вещества, вызывающие принудительное 

разрушение «зрелых» биопленок. К ним относятся фермен-

ты, гидролизующие биополимеры ВПМ (нуклеазы, протеина-

зы, полисахаридгидролазы), поверхностно-активные веще-

ства (сурфактанты), а также некоторые малые молекулы, 

повышающие проницаемость ВПМ. Сами по себе они, как 

правило, не обладают заметными антимикробными свой-

ствами, но делают микроорганизмы внутри биопленок до-

ступными для биоцидов. В последнее время как средства 

борьбы со зрелыми биопленками привлекают большое вни-

мание антимикробные пептиды, также входящие в данный 

класс агентов.

Выводы

На сегодняшний день образование биопленок госпиталь-

ными штаммами бактерий является серьезной угрозой для 

практического здравоохранения. Современные представле-

ния о биопленках требуют изменения подходов к диагностике 

и лечению инфекций в самых различных областях медицины. 

Терапевтическое воздействие на биопленки может быть на-

правлено на механизмы первоначальной адгезии бактерий к 

поверхности, блокирование синтеза или разрушение поли-

мерного матрикса, нарушение межклеточного обмена ин-

формацией, а также может сочетаться с собственно бактери-

цидными агентами. Подобное лечение, действующее на 

структуру или функции биопленок, может оказаться более 

эффективным, чем стандартная антибактериальная терапия. 

Поэтому разрабатываются новые подходы для иденти-

фикации биопленок, определения реакций иммунного от-

вета на инфекции, связанные с микробными сообществами, 

ведется разработка новых антибиотиков, меняется тактика 

антибиотикотерапии, а также осуществляется поиск инги-

биторов межклеточной сигнализации, ферментов и других 

методов разрушения и инактивации биопленок. На совре-

менном этапе дальнейшее исследование микробных сооб-

ществ, методов их идентификации, а также разработка 

способов лечения инфекционно-воспалительных процессов 

в зависимости от способности возбудителя формировать 

биопленки являются актуальными задачами, соответствую-

щими требованиям современной медицины и в полной мере 

отвечающими требованиям текущего момента.

В качестве важнейшей перспективы дальнейшего иссле-

дования антибиопленочных агентов необходимо целена-

правленно искать ингибиторы глобальных регуляторных си-

стем, определяющих на уровне транскрипции переход к 

биопленочному фенотипу.

Однако, несмотря на большое количество работ в этом 

направлении и важность проблемы, до сих пор не найдено 

препаратов, которые могли бы специфически и полностью 

подавлять образование биопленок и убивать бактерии вну-

три биопленок, вызывая при этом деградацию биопленки, 

разрушая ее матрикс. Эта проблема требует дальнейших 

разработок.
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ских микробиологов. В статье представлен опыт проведения практических занятий по микробиологии для студентов 
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С
овременный мир характеризуется возрастанием 

инфекционных рисков общественному здоровью и 

биологической безопасности, связанных с угрозами распро-

странения эпидемий известных инфекций, появлением 

новых и «возвращающихся» инфекций, распространением 

микроорганизмов с множественной лекарственной устойчи-

востью к антимикробным препаратам. Стихийные бедствия, 

техногенные катастрофы, опасность биотерроризма, созда-

ние генномодифицированных микроорганизмов усугубляют 

риски распространения опасных патогенов. Отдельная угро-

за связана с развитием новых технологий синтетической 

микробиологии, позволяющей синтезировать новых возбу-

дителей или реанимировать «старых» с приданием им 

новых вирулентных свойств, используя новые возможности 

генной инженерии с применением CRISPR-CAS системы 

(clustered regularly interspaced short palindromic repeats – 

associated sequence), позволяющей осуществлять оживле-

ние особо опасных вирусов de novo. 

Глобальные угрозы для жизни и здоровья населения 

Российской Федерации (РФ), связанные с биологическими 

факторами, четко сформулированы в Указах Президента 

РФ «Основы государственной политики Российской 

Федерации в области обеспечения химической и биологиче-

ской безопасности на период до 2025 года и дальнейшую 

перспективу» [1] и «О стратегии развития здравоохранения 

в Российской Федерации на период до 2025 года» [2]. Одним 

из факторов, негативно влияющих на эффективность и ка-

чество оказываемой медицинской помощи, может являться 

недостаточная эффективность работы микробиологических 

лабораторий медицинских организаций, в связи с чем перед 

медицинским сообществом поставлена задача по дальней-

шему укреплению кадрового потенциала и совершенствова-

нию системы подготовки специалистов в области биологи-

ческой безопасности, в том числе микробиологов (бактери-

ологов, вирусологов, паразитологов, микологов), а также 

повышение привлекательности и престижа этих специаль-

ностей. 

Цель: обобщить опыт работы кафедры микробиологии 

им. В.М.Аристовского ФГБОУ ВО «Казанский государствен-

ный медицинский университет» МЗ РФ по осуществлению 

практико-ориентированного подхода к обучению студентов 

медико-профилактического факультета с целью формиро-

вания ранней профессиональной мотивации.

В современных условиях реформирования систем обра-

зования и здравоохранения возрастает значение фундамен-

тальных дисциплин при подготовке специалистов с высшим 

медицинским образованием. Медицинская микробиология 

давно вышла за рамки чисто теоретического предмета и 

приобрела статус прикладной клинической дисциплины, аб-

солютно необходимой врачу любой специальности. 

Министерством здравоохранения в 2019 г. внесено измене-

ние в номенклатуру специальностей специалистов, имею-

щих медицинское и фармацевтическое образование, в част-

ности утверждена новая специальность «Медицинская ми-

кробиология» (Приказ МЗ РФ №996н от 9 декабря 2019 г. «О 

внесении изменений в номенклатуру специальностей специ-

алистов, имеющих высшее медицинское и фармацевтиче-

ское образование, утвержденную приказом МЗ РФ от 7 ок-

тября 2015 года №700н»). В целях объединения существую-

щих специальностей «Вирусология», «Бактериология», 

«Лабораторная микология», «Паразитология» разработан 

проект профессионального стандарта «Специалист в обла-

сти медицинской микробиологии» [3], который 3 июля 2020 г. 

был направлен на утверждение в Министерство труда и со-

циальной защиты РФ. На врача – медицинского микробио-

лога, согласно новому профессиональному стандарту, будут 

возлагаться широкие трудовые функции: организационно-

методическое обеспечение микробиологических исследова-

ний (клинических, санитарных, бактериологических, вирусо-

логических, микологических, паразитологических) и их вы-

полнение с использованием всего арсенала современных 

диагностических методов, включая иммуносерологические, 

молекулярно-генетические и масс-спектрометрические; ока-

зание консультативной помощи медицинским работникам в 

вопросах планирования микробиологических исследований 

с целью диагностики или обследования объектов окружаю-

щей среды и интерпретации результатов. Именно последняя 

трудовая функция отличает врача – медицинского микро-

биолога от биолога, который способен непосредственно вы-

полнять микробиологические исследования, но их планиро-

вание и интерпретация результатов являются уже врачебной 

функцией, и это должно снизить тенденцию замены врачеб-

ных кадров в медицинских лабораториях специалистами с 

биологическим образованием [4]. 

Кроме того, распоряжением Правительства РФ от 30 де-

кабря 2020 г. №3680-р утвержден План мероприятий («до-

рожная карта») по развитию и укреплению системы феде-

рального государственного санитарно-эпидемиологического 

надзора на 2021–2028 гг. [5]. Одной из задач «дорожной 

карты» является укрепление инфраструктуры и ресурсное 

обеспечение лабораторной базы органов и организаций, 

входящих в систему федерального государственного сани-

тарно-эпидемиологического надзора, что позволит обеспе-

чить совершенствование лабораторной диагностики инфек-

ционных заболеваний. 

Эти преобразования потребуют полного переоснащения 

кафедр микробиологии, разработки новых учебных про-

грамм, утверждения перечня коллекционных культур микро-

организмов, разрешенных для применения в учебных целях, 

и пересмотра требований биобезопасности для работы с 

ними, привлечения клинических баз (заключения договоров 

с практическими лабораториями), а также переобучения 

преподавательского состава, способного обеспечить подго-

товку специалистов всех четырех микробиологических на-

правлений. Согласно новым Квалификационным требовани-

ям к медицинским и фармацевтическим работникам с выс-

шим образованием (Приказ Минздрава России №940н от 

4 сентября 2020 г. «О внесении изменений в квалификаци-

онные требования к медицинским и фармацевтическим ра-

ботникам с высшим образованием по направлению подго-

товки «Здравоохранение и медицинские науки», утвержден-

ные приказом Министерства здравоохранения Российской 

Федерации от 8 октября 2015 г. №707н») медицинским ми-

кробиологом может стать выпускник различных факульте-

тов медицинских вузов («Медико-профилактическое дело», 

«Лечебное дело», «Педиатрия» и «Медицинская биохи-

мия»), но традиционно кадровый резерв для микробиологи-

ческих лабораторий составляют преимущественно выпуск-
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ники медико-профилактического факультета, что диктует 

необходимость разработки и внедрения в учебный процесс 

методов активного приобретения студентами дополнитель-

ных практических навыков для использования их в будущей 

профессиональной деятельности и раннего профориентиро-

вания. 

Такой опыт преподавания дисциплины накоплен кафе-

дрой микробиологии им. В.М.Аристовского ФГБОУ 

«Казанский государственный медицинский университет» в 

рамках функционирования Научно-практического центра 

медико-профилактического факультета на базе ФБУЗ 

«Центр гигиены и эпидемиологии в Республике Татарстан 

(Татарстан)» (далее ЦГиЭ) (рис. 1). С 2017–2018 учебного 

года практические занятия для студентов медико-профилак-

тического факультета проходят на базе отдела микробиоло-

гических исследований ЦГиЭ, в состав которого входят ла-

боратория бактериологических исследований, лаборатория 

диагностики особо опасных и вирусных инфекций и лабора-

тория паразитологических исследований. Лаборатории ос-

нащены современным оборудованием для проведения всей 

номенклатуры исследований в соответствии с областью ак-

кредитации: время-пролетный масс-спектрометр MALDI-

TOF, оборудование для полимеразной цепной реакции (ПЦР) 

в реальном времени и с электрофоретической детекцией, 

секвенатор, автоматические микробиологические анализа-

торы для количественного подсчета микроорганизмов и 

определения патогенов в пищевых продуктах (Tempo, 

miniVidas), автоматическая станция для выделения нуклеи-

новых кислот, ИФА-анализаторы «Лазурит», «Эволис», ми-

кроскопы с программным обеспечением для визуализации и 

сохранения информации и т.д. 

На базе ЦГиЭ обучение по дисциплине «Микробиология, 

вирусология» проходят студенты 2–3-го курсов медико-про-

филактического факультета в течение двух семестров. В со-

ответствии с рабочей программой изучаются темы по общей 

микробиологии, частному курсу, включающему частную бак-

териологию, вирусологию, микологию, протозоологию, а 

также основы санитарной и клинической микробиологии. 

Изучение дисциплины начинается с ознакомления студентов 

с организацией микробиологической лаборатории, правила-

ми техники безопасности при работе с патогенными биологи-

ческими агентами (ПБА), реактивами, приборами, правилами 

противопожарной безопасности. Изучение каждой темы со-

провождается демонстрацией приборной базы и обучением 

навыкам работы на данном оборудовании. Например, изуче-

ние темы «Морфология и классификация микробов» прохо-

дит с применением различных типов микроскопов (светового, 

иммерсионного, люминесцентного, фазово-контрастного), 

студенты самостоятельно готовят мазки, окрашивают по 

Граму, микроскопируют, изучают подвижность бактерий 

(рис. 2). При изучении темы «Физиология микробов» студен-

ты занимаются приготовлением питательных сред, изучени-

ем условий стерилизации (автоклавы, сухожаровые шкафы) 

и культивирования (термостаты, СО2-инкубаторы, анаэроста-

ты), методов идентификации масс-спектрометрическими ме-

тодами и с помощью классических (СИБ) и современных 

мультимикротестов (API-тесты). 

Занятие начинается в учебной аудитории с разбора тео-

ретического материала, вторая часть проходит в лаборато-

Рис. 1. Стенд кафедры микробиологии им. академика 

В.М.Аристовского Научно-практического центра медико-про-

филактического факультета на базе ФБУЗ «Центр гигиены и 

эпидемиологии в Республике Татарстан». 

Рис. 2. Работа с микроскопами. 
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риях, где студенты выполняют практическую работу. 

Результаты практической работы по каждой теме оформля-

ются студентами в виде протокола, форма которого содер-

жит следующие разделы: дата исследования, материал, ход 

исследования, результаты и выводы. Например, студенты 

самостоятельно выделяют чистую культуру Staphylococcus 

aureus из смеси бактерий и идентифицируют ее, определяют 

чувствительность выделенной культуры к антибиотикам дис-

ко-диффузионным методом. В ходе выполнения данной 

практической работы, рассчитанной не несколько этапов 

(дней) исследования, студенты получают практические на-

выки по отработке техники посевов и пересевов, микроско-

пии, идентификации культуры по морфологическим, культу-

ральным и биохимическим свойствам, а также постановки 

антибиотикограммы (рис. 3). Особое внимание в ходе вы-

полнения практической работы уделяется формулировке 

выводов, осмысление которых способствует формированию 

клинического мышления у будущего врача. Студенты опре-

деляют спектр антибиотиков, к которым чувствительна куль-

тура, и делают выводы по выбору наиболее эффективного 

препарата. Для закрепления полученных на занятии навы-

ков студенты решают ситуационные задачи, в которых опи-

саны клинические случаи и представлены результаты бакте-

риологических исследований с антибиотикограммой, на ос-

новании чего обучающиеся должны обосновать выбор того 

или иного антибиотика для лечения данного пациента с 

учетом эффективности, спектра и побочного действия пре-

парата. Такой комплексный подход к изучению темы служит 

эффективным оценочным средством, позволяющим препо-

давателю объективно и максимально полно оценить уровень 

овладения практическими навыками и теоретическими зна-

ниями в ходе самостоятельной работы студентов. Отдельные 

практические занятия посвящены профильным тематикам – 

основам санитарной микробиологии, на которых студенты 

медико-профилактического факультета учатся не только 

выполнять санитарно-бактериологические исследования 

объектов окружающей среды (воды, пищевых продуктов, 

смывов, почвы, воздуха), но и интерпретировать полученные 

результаты на соответствие требованиям нормативно-мето-

дической документации (ГОСТ, технические регламенты, 

СанПиН и т.д.) (рис. 4). 

Согласно опросу, проведенному среди студентов после 

введения занятий на клинической базе ЦГиЭ, обучающиеся 

отмечают повышение интереса к предмету, возможность 

освоения навыков по работе с современным оборудовани-

ем, доступность и наглядность учебного материала (в т.ч. 

возможность визуализации результатов молекулярно-гене-

тических, вирусологических, серологических, масс-

спектрометрических исследований), что не всегда возможно 

при проведении занятий непосредственно на кафедре 

(рис. 5, 6). Результаты анкетирования студентов, проведен-

ные отделом качества КГМУ и представленные в таблице, 

показывают повышение уровня технической обеспеченно-

сти занятий, их интенсивности при сохранении уровня со-

держательности лекций и требовательности на экзаменах 

после введения практики проведения занятий на базе ЦГиЭ. 

Также нужно отметить такой немаловажный аспект этого 

нововведения, как ранняя (начиная со второго курса) про-

фессиональная ориентация студентов медико-профилакти-

ческого факультета в специальности профилактической 

медицины и усиление интереса студентов к профессии 

«врач-микробиолог». Студенты, находясь в стенах совре-

менной лаборатории, которая по существу является слож-

ным инженерным комплексом, оснащенным высокотехноло-

гическим оборудованием, автоматизированными системами 

для проведения микробиологических, иммунологических, 

Рис. 3. Отбор подозрительных колоний. 

Рис. 4. Учет результатов санитарно-бактериологического иссле-

дования воздуха.

Рис. 5. Постановка РНГА. 
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молекулярно-генетических исследований, отмечают повы-

шение привлекательности и престижа профессии врача-ми-

кробиолога, что может способствовать выбору этой специ-

альности для дальнейшей трудовой деятельности молодого 

специалиста. 

В целях закрепления и практического применения зна-

ний, полученных студентами медико-профилактического 

факультета при изучении дисциплины «Микробиология, ви-

русология» после окончания третьего курса, с 2019–2020 

учебного года введена летняя производственная практика 

«Помощник лаборанта бактериологической и санитарно-ги-

гиенической лабораторий». В соответствии с разработанной 

учебной программой практика организуется на базе ЦГиЭ и 

его филиалов, где студенты получают первичные професси-

ональные умения и навыки лаборанта микробиологической 

лаборатории, осваивают методики микробиологической ди-

агностики инфекционных заболеваний и санитарно-бактери-

ологических исследований. Текущий контроль успеваемости 

(ТКУ) по практике проводится в форме оценки полученных 

навыков в ходе прохождения практики посредством еже-

дневной проверки выполнения заданий на образовательном 

портале КГМУ; заполнения электронного дневника; сопрово-

ждения студента во время выполнения практических зада-

ний на базе практики; оценки выполнения индивидуального 

задания. При проведении промежуточной аттестации при-

меняется балльно-рейтинговая система, в которой учитыва-

ются результаты ТКУ в течение прохождения практики, про-

водится оценка сформированности навыков и умений на 

основе анализа дневника, анализ представленной характе-

ристики, письменных ответов на тестовые вопросы. 

Дополнительно студенты получают темы научно-исследова-

тельских работ, которые выполняют в ходе производствен-

ной практики. По итогам летней производственной практики 

организуется студенческая научная конференция медико-

профилактического факультета, на которой студенты докла-

дывают результаты исследований, а наиболее интересные 

доклады поощряются призами и грамотами. 

Научно-исследовательская работа со студентами прово-

дится на кафедре микробиологии в рамках работы студен-

ческого научного кружка в течение всего учебного года. 

Научно-исследовательские работы по микробиологии сту-

денты выполняют на базе ЦГиЭ и ФБУН «Казанский научно-

исследовательский институт» Роспотребнадзора под руко-

водством опытных преподавателей и ведущих научных со-

трудников. Результаты исследований студенты представля-

ют на ежегодных студенческих научно-практических конфе-

ренциях различного уровня. 

Ежегодно ФГБОУ ВО «Казанский государственный меди-

цинский университет» Минздрава России проводит фести-

валь студенческой науки – Международный молодежный 

научный медицинский форум «Белые цветы». С 2018 г. сек-

ция «Микробиология», проводимая кафедрой микробиоло-

гии им. академика В.М.Аристовского, делится на две под-

секции – «Микробиология в практической медицине» и 

«Современные аспекты в медицинской микробиологии», на 

которых ежегодно представляется около 30 докладов по тео-

ретическим и практическим темам медицинской микробио-

логии. Отдельно нужно отметить работу исторической сек-

ции «История и создатели профильных кафедр медико-про-

филактического факультета», на которой студенты выступа-

ют с докладами об истории организации кафедр медико-

профилактического факультета КГМУ, известных ученых, 

работавших на этих кафедрах. Подготовка докладов на 

исторические темы включает работу с архивом кафедры, 

семейными архивами, работу с документами из Националь-

ного архива Республики Татарстан, фотографиями, написа-

Таблица. Результаты анкетирования «Кафедра глазами сту-

дента» обучающихся на медико-профилактическом факуль-

тете

№ Критерии оценки Результаты опроса студентов

до обучения на базе 
ЦГиЭ 

2012 г.
(n = 31)

через 2 года 
обучения на базе 

ЦГиЭ
2019–2020 гг. 

(n = 74)

1 Группа обеспечена гардеробом, учебной комнатой

Практически всегда 91% 94%

Не всегда 7% 4,5%

Не могу оценить 4% 1,5%

2 Читаются четкие, содержательные лекции

Практически всегда 91% 90,9%

Не всегда 7% 9,1%

Не могу оценить 4% –

3 Занятия в достаточной мере обеспечены пособиями и материалами

Практически всегда 78% 90,9%

Не всегда 20% 9,1%

Не могу оценить 4%

4 Занятия проводятся интенсивно, студенты все время имеют задание

Практически всегда 81% 98,5%

Не всегда 17% 1,5%

Не могу оценить 4%

5 Уровень требовательности на экзамене соответствует объему и 
качеству преподавания

Практически всегда 68% 68,2%

Не всегда 26% 12,1%

Не могу оценить 7% 19,7%

Рис. 6. Учет результатов ПЦР в реальном времени. 
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ние доклада, тезиса и оформление презентаций. Этот вид 

деятельности имеет не только научный интерес, но и оказы-

вает большое воспитательное воздействие на молодое по-

коление, формируя чувства уважения и благодарности стар-

шим поколениям за их вклад в развитие науки.

В 2020 г. кафедра микробиологии им. академика 

В.М.Аристовского Казанского государственного медицин-

ского университета отметила свой 100-летний юбилей. На 

сегодняшний день кафедра микробиологии динамично раз-

вивается, сохраняя при этом наработанные годами хорошие 

традиции в преподавании микробиологии.

Заключение

Работа кафедры медицинского вуза – это многогранный 

кропотливый труд, включающий учебную, научную, воспита-

тельную деятельность, направленную на обучение студен-

тов теоретическим основам медицинских знаний, получение 

практических навыков и умений, развитие клинического 

мышления, закладывающих основу для профессионального 

развития и подготовки к практической деятельности врача. 

Опыт проведения практических занятий по микробиологии 

на клинической базе ЦГиЭ имеет не только практико-ориен-

тированную, но и профессионально-ориентированную на-

правленность, вектор которой нацелен на подготовку высо-

коквалифицированных кадров для профилактической меди-

цины. Профессионально-ориентированный подход при под-

готовке студентов обеспечивает возможность наиболее 

полного освоения учебной программы в рамках современ-

ных требований ФГОС, рациональное сочетание аудиторной 

и самостоятельной работы, создание условий для научной и 

творческой деятельности студентов, возможность ознаком-

ления с инновационными технологиями, применяемыми в 

медицинской микробиологии на современном этапе, повы-

шение мотивированности студентов к обучению и их ранней 

профессиональной ориентированности. 
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