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Изучено формирование устойчивости Klebsiella pneumoniae и Pseudomonas aeruginosa к препаратам, содержащим 
серебро в виде наночастиц и ионов. Установлено, что при культивировании микроорганизма P. aeruginosa в среде, 
содержащей наночастицы серебра, нитрат серебра или протаргол, минимальная ингибирующая концентрация иссле-
дованных препаратов увеличивается в 4 раза уже через 5 пересевов и в дальнейшем остается стабильной. 
Наблюдается увеличение минимальной бактерицидной концентрации в 16 раз для растворов нитрата серебра и нано-
частиц серебра и в 4 раза для раствора протаргола. Бактерии K. pneumonia формируют меньшую устойчивость по 
отношению к препаратам серебра: увеличение минимальной бактерицидной концентрации для раствора нитрата 
серебра – в 8 раз, для раствора наночастиц серебра – в 4 раза, для раствора протаргола – в 2 раза.
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The formation of resistance of Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa to preparations containing silver in the 
form of nanoparticles and ions was studied. It was found that when the microorganism P. aeruginosa is cultivated in a medium 
containing silver nanoparticles with a maximum absorption spectrum in the range of 405–410 nm, silver nitrate or protargol, the 
minimum inhibitory concentration of the studied drugs increases 4 times after only 5 subcultures and subsequently remains 
stable. An increase in minimum bactericidal concentration by 16 times is observed for solutions of silver nitrate and silver 
nanoparticles, and by 4 times for a solution of protargol. The bacteria K. pneumonia forms less resistance to silver preparations, 
increasing the minimum bactericidal concentration for a solution of silver nitrate by 8 times, for a solution of silver nanoparticles 
by 4 times, and for a solution of protargol by 2 times.
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Формирование устойчивости грамотрицательных микроорганизмов к препаратам на основе серебра

Formation of resistance of gram-negative microorganisms to silver-based drugs

В последние годы ключевыми оппортунистическими воз-
будителями, связанными с оказанием медицинской 

помощи, являются такие грамотрицательные микроорганиз-
мы, как Klebsiella pneumoniae и Pseudomonas aeruginosa [1]. 
Эти микроорганизмы могут вызывать гнойные воспаления 
ожоговых и хирургических ран, абдоминальные инфекции, 
сепсис и т.д. Специалисты отмечают тяжелое течение 
подобных заболеваний и высокий уровень летальности, свя-
занный с ними [2].

Одной из причин сложного лечения инфекций, вызванных 
грамотрицательной микрофлорой, является формирование 
у бактерий резистентности к антибиотикам [3]. Она форми-
руется по различным механизмам и приводит к частичной 
или полной потере активности противомикробного препара-
та [4, 5].

Одним из способов борьбы с резистентностью микроорга-
низмов является поиск новых веществ с антимикробным 
действием. Перспективными в данном плане выглядят на-
ночастицы серебра, обладающие значительным антими-
кробным эффектом по отношению к грамположительным и 
грамотрицательным микроорганизмам [6, 7], микроскопиче-
ским грибам [8].

Целью настоящей работы является изучение формирова-
ния устойчивости K. pneumoniae и P. aeruginosa к препара-
там, содержащим серебро.

Материал и методы

Объектами исследования являлись: водный раствор на-
ночастиц серебра, полученных глюкозным синтезом в лабо-
ратории Витебского государственного медицинского уни-
верситета, с максимумом поглощения на спектрограмме в 
диапазоне 405–410 нм; раствор нитрата серебра; раствор 
протаргола аптечного изготовления. Спектр поглощения во-
дного раствора наночастиц серебра получали на регистри-
рующем спектрофотометре Specord 250 относительно воды 
в кювете с толщиной слоя 1 см.

Микробиологические исследования проведены в микро-
биологической лаборатории (лицензия на работу с ПБА III–IV 
групп патогенности) Центра контроля качества лекарствен-
ных средств СПХФУ, аккредитованной Росздравнадзором, и 
Витебском государственном медицинском университете. В 
качестве тест-культур были выбраны бактериальные суспен-
зии K. pneumonia АТСС 700603 и P. aeruginosa АТСС 9027 
концентрацией 0,5·109 КОЕ/мл, эквивалентной значению 
мутности 0,5 по МакФарланду. Микроорганизмы культиви-
ровали на жидкой среде Мюллера–Хинтон.

Исследование проводили по методу двукратных серий-
ных разведений в 96-луночных планшетах. После определе-
ния значения минимальной ингибирующей концентрации 
(МИК) содержимое последней лунки, в которой отмечался 
рост микроорганизма, пересевали на бульон Мюллера–
Хинтон. Далее с использованием полученного микробного 
изолята вновь проводили изучение антимикробного дей-
ствия исследуемых веществ. Таким образом, в течение 
20 пересевов бактерии росли в среде, содержащей серебро 
в концентрациях ниже МИК.

После каждого исследования на определение МИК содер-
жимое чистых лунок пересеивали на агар для определения 

минимальной бактерицидной концентрации (МБК). Каждое 
исследование проводили в пяти повторностях.

Результаты исследования и их обсуждение

Результаты изучения формирования резистентности у 
штамма P. aeruginosa АТСС 9027 к действию серебра пред-
ставлены на рис. 1, 2.

Установлено, что при культивировании P. aeruginosa 
АТСС 9027 в среде, содержащей серебро, уже после 
2–3 пересевов МИК всех исследованных препаратов увели-
чивается. К 5-му пересеву она увеличивается в 4 раза и 
остается стабильной на протяжении всего дальнейшего ис-
следования. 

Показано, что аналогично МИК увеличивается МБК: в 
16 раз для растворов нитрата серебра и наночастиц серебра 
и в 4 раза для раствора протаргола к 6-му пересеву (рис. 2). 
При дальнейших пересевах этот показатель не менялся.
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Рис. 1. Формирование устойчивости штамма P. aeruginosa АТСС 
9027 к препаратам серебра в течение 20 пересевов (МИК). Ось 
ординат  – концентрация действующего вещества, %:  нитрат 
серебра; раствор протаргола; суспензия наночастиц серебра.
Fig. 1. Formation of resistance of P. aeruginosa strain ATCC 9027 to 
silver preparations over 20 reseedings (MIC). Ordinate axis  – 
concentration of active substance, %:  silver nitrate;  protargol 
solution;  suspension of silver nanoparticles.
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Рис. 2. Формирование устойчивости P. aeruginosa АТСС 9027 к 
препаратам серебра в течение 20 пересевов (МБК). Обозначения 
те же, что и на рис. 1.
Fig. 2. Formation of resistance of P. aeruginosa strain ATCC 9027 to 
silver preparations over 20 reseedings (MBC). The designations are 
the same as in Figure 1.
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Сходные результаты наблюдали при изучении формиро-
вания резистентности к препаратам серебра бактерии 
K. pneumonia АТСС 700603 (рис. 3).

Показано, что при культивировании данного микроорга-
низма в среде, содержащей серебро, уже к 4-му пересеву 
наблюдается увеличение МИК раствора нитрата серебра и 
наночастиц серебра в 4 раза. Установлено, что МИК протар-
гола увеличивается только в 2 раза.

Определено, что максимальное увеличение МБК препа-
ратов серебра по отношению к K. pneumonia АТСС 700603 
также происходило к 4-му пересеву (рис. 4).

Установлено, что K. pneumonia формируют меньшую 
устойчивость по отношению к препаратам серебра, чем 
P. aeruginosa. К 4-му пересеву наблюдали увеличение МБК
для раствора нитрата серебра в 8 раз, для раствора наноча-
стиц серебра – в 4 раза, для раствора протаргола – в 2 раза.

Показано, что препараты на основе наночастиц серебра 
в концентрации <0,015% не обладают антимикробным эф-
фектом против инфекции, вызванной грамотрицательными 

микроорганизмами, но способны формировать у бактерий 
некоторую устойчивость. В концентрациях 0,015–0,125% 
наночастицы скорее будут оказывать бактериостатическое 
действие, подавляя рост микроорганизмов, и только в 
более высокой концентрации можно говорить о бактери-
цидном действии. С этой точки зрения особое внимание 
следует уделить применению всевозможных косметических 
средств и изделий медицинского назначения с «ионами 
серебра» [9].

На антимикробную активность наночастиц серебра при 
практическом применении будет большое влияние оказы-
вать как микробная нагрузка, как и наличие раневого отде-
ляемого [10], поэтому выбор концентрации перспективных 
препаратов может осуществляться только в совокупности с 
указаниями по применению, такими, например, как элемен-
ты предварительного туалета раны или совместное исполь-
зование нескольких усиливающих друг друга антисептиков.

Заключение

Установлено, что в условиях in vitro грамотрицательные 
бактерии P. aeruginosa АТСС 700603 и K. pneumonia АТСС 
9027 способны вырабатывать устойчивость к серебру в виде 
наночастиц и солей, увеличивая их МИК в 2–4 раза, а МБК – 
в 2–16 раз. Устойчивость появляется уже ко 2-му, а макси-
мальной силы достигает к 4–6-му пересеву.
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Рис. 3. Формирование устойчивости K. pneumonia АТСС 700603 
к препаратам серебра в течение 20 пересевов (МИК). 
Обозначения те же, что и на рис. 1.
Fig. 3. Development of resistance of K. pneumoniae ATCC 700603 to 
silver preparations over 20 subcultures (MIC). The designations are 
the same as in Figure 1.
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Рис. 4. Формирование устойчивости K. pneumonia АТСС 700603 
к препаратам серебра в течение 20 пересевов (МБК). 
Обозначения те же, что и на рис. 1. 
Fig. 4. Development of resistance of K. pneumoniae ATCC 700603 to 
silver preparations over 20 subcultures (MBC). The designations are 
the same as in Figure 1.
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Н о в о с т и  н а у к и

Ответ псевдомонад на повреждение внешней мембраны

Проанализировали живые клетки с помощью корреляционной атом-
но-силовой микроскопии (АСМ) и флуоресцентной микроскопии. 
Показано, что силы вдавливания выше 7 наноньютонов запускают ло-
кальные, повторные и целевые сборки H1-T6SS в течение нескольких 
секунд после воздействия наконечника атомно-силового микроскопа 
(АСМ). Анализ соответствующих кривых силы АСМ показывает, что на-
рушение одного слоя клеточной оболочки необходимо и достаточно для 
запуска сборки H1-T6SS. Нонапептид полимиксина B, повреждающий 
внешнюю мембрану, также запускает сборку H1-T6SS. Это говорит о 
том, что у P. aeruginosa развился механизм обнаружения опасности, ко-
торый позволяет быстро и точно задействовать антибактериальный H1-
T6SS в ответ на нарушения внешней мембраны.

Brüderlin M, Kolesnikov M, Röthlin F, Lim RYH, Basler M.
Pseudomonas aeruginosa assembles H1-T6SS in response to physical and chemical damage of the outer membrane.
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