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Введение. Проблема полирезистентности возбудите-
лей инфекционных заболеваний к антимикробным пре-
паратам (АМП) приобретает всё большую актуальность 
[1]. Широкое и нередко бесконтрольное применение 
АМП в здравоохранении, ветеринарии, сельском хозяй-

стве способствует селекции штаммов микроорганизмов, 
которые не только резистентны к АМП, но и размножа-
ются в их присутствии [2]. Возбудителем антибиотико-
ассоциированной инфекции (CDI) является токсигенный 
штамм Clostridium difficile [5,9,10]. Выделяют несколько 
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групп АМП, которые могут быть фактором риска раз-
вития CDI [4,12]. Одним из таких АМП из группы фтор-
хинолонов, использующихся в клинической практике 
является моксифлоксацин [3].

Использование моксифлоксацина обусловлено его 
высокой эффективностью при лечении тяжёлых форм 
различных инфекций [4]. Использование моксифлокса-
цина в клинической практике провоцирует рост рези-
стентности к фторхинолонам у токсигенных штаммов 
C. difficile [3,16]. Отмечено появление штаммов C. dif-
ficile устойчивых к ванкомицину и метронидазолу, ко-
торые традиционно применяются для лечения CDI в 
России [4,5]. Исследования резистентности штаммов C. 
difficile к фторхинолонам в отечественной литературе 
встречаются редко, несмотря на актуальность данной 
проблемы [6].

Одно из решений проблемы антибиотикорезистент-
ности – сочетанное применение АМП и антимикробных 
пептидов. Пептиды, обладающие антимикробной актив-
ностью, используются в лечении различных инфекций, 
в том числе вызванных мультирезистентными к АМП 
возбудителями [7].

Наш выбор остановился на пептидном препарате 
имунофан, в отношении которого имеется достаточно 
данных, указывающих на его эффективность при лече-
нии инфекций [8,11]. Исследований по антимикробной 
активности имунофана в отношении штаммов токсиген-
ных C. difficile и его влиянию на индигенную микрофло-
ру кишечника недостаточно [10]. При описании местно-
го действия имунофана отмечено, что у ряда пациентов 
после его приёма обостряется воспалительный процесс, 
который позже, как правило, купируется без дополни-
тельных вмешательств [11]. Возможно, данное явление 
связано с активацией микрофлоры под действием иму-
нофана. Исследование сочетанного действия моксиф-
локсацина и имунофана по кинетическим кривым роста 
токсигенного клинического штамма C. difficile in vitro 
выявит характер зависимости скорости роста культуры 
в заданном диапазоне концентраций моксифлоксацина и 
имунофана [12].

Цель исследования – оценить влияние сочетанного 
действия имунофана и моксифлоксацина, на скорость 
роста токсигенного клинического фторхинолон рези-
стентного штамма C. difficile, выделенного от пациента 
с CDI.

Материал и методы. Исследована кинетика роста 
клинического штамма C. difficile при различных концен-
трациях моксифлоксацина, имунофана, и при сочетан-
ном действии этих препаратов в различных соотноше-
ниях in vitro.

Штамм C. difficile изолирован из кала пациента с 
CDI на анаэробном агаре (Oxoid, Великобритания). 
Идентификация чистой культуры проведена на масс-
спектрометре MALDI-TOF MS по протоколу компа-
нии производителя (Bruker Daltonic, Германия). Чув-
ствительность к моксифлоксацину определена диско-
диффузионным методом на анаэробном агаре (Oxoid, 
Великобритания) с коммерческими дисками моксиф-
локсацина (Oxoid, Великобритания). Использована мето-
дика определения антибиотикорезистентности штаммов  
C. difficile, описанная в рекомендациях [13]. Расчёт ре-
зультата зон задержки роста проводился с помощью 
BIOMIC V3 (Giles Scientific Inc, USA). Для интерпрета-
ции результата антибиотикорезистентности C. difficile по 
величине зоны задержки роста использовано европей-

ское руководство комитета клинических микробиологов 
(EUCAST) [14], клинические испытания L.T. Erikstrup и 
др. [15]. Токсигенность C. difficile определена по детек-
ции токсинов A и B в кале методом иммуноферментного 
анализа (RIDASCREEN R-Biopharm, Германия).

Для проведения исследований на клиническом 
штамме C. difficile in vitro использован моксифлоксацин 
в форме раствора для инфузий (торговая марка Авелокс. 
Регистрационный номер: П N012034/02. Байер Шеринг 
Фарма АГ, D-51368, Леверкузен, Германия). Рабочие 
концентрации антибиотика готовились в соответствии 
с европейским руководством комитета клинических ми-
кробиологов (EUCAST) в минимальных ингибирующих 
концентрациях (МИК) в кратности 0,5 МИК; 1 МИК; 2 
МИК; 4 МИК.

Для оценки действия пептида на кинетику роста кли-
нического штамма C. difficile in vitro использован раствор 
имунофана для внутримышечного и подкожного введе-
ния 50 мкг/мл (регистрационный номер: РN000106/02-
040408; производитель: ООО Научно-производственное 
предприятие «БИОНОКС», Москва, Россия.). Рабочие 
концентрации имунофана получали разведением изо-
тонического 0,1 молярного раствора хлорида натрия до 
концентраций 0,05, 0,25, 1,25 мкг/мл.

Культуру C. difficile инкубировали в анаэробных ус-
ловиях в стерильных 90-луночных планшетах с исполь-
зованием газогенераторных систем (Oxoid, Великобри-
тания). Оптическая плотность инокулюма определялась 
на анализаторе Microscan AutoScan-4S (Beckman Coulter 
Life Sciences, США) при экспозиции в начале опыта на 
2, 8, 13, 17, 20, 23-и сутки роста. Кривые роста анали-
зировались по полиномиальному тренду 3-го порядка 
с расчётом, полученным математическим моделирова-
нием с минимизацией ошибки методом наименьших 
квадратов. Для сравнения скорости роста культуры ис-
пользован множитель коэффициента в первой степени 
полиномиального тренда.

Статистическая значимость результатов оценена 
методами вариационной статистики с использованием 
критерия χ2.

Результаты. Для оценки влияния моксифлоксаци-
на на кинетику роста клинического штамма C. difficile 
определена оптическая плотность инокулята при кон-
центрациях моксифлоксацина различной кратности 
МИК. Кривые роста представлены на рис. 1.

Для оценки скорости роста штамма подобраны ли-
нейная, степенная, экспоненциальная и полиномиальная 
регрессии, с оценкой качества по показателю R2. Оценка 
скорости по полиномиальной регрессии 3 порядка по-
казала наилучшее значение R2, что определило выбор 
модели оценки скорости. Скорость роста определяется 
коэффициентом множителя для аргумента, возведенно-
го в 1-ю степень. Скорость роста штамма представлена 
в табл. 1.

Из данных табл. 1 следует, что моксифлоксацин в 
кратности от 0,5 до 4 МИК эффективно ингибирует рост 
штамма C. difficile.

Для оценки влияния пептида имунофан на кинетику 
роста клинического штамма C. difficile определена опти-
ческая плотность инокулята при различных концентра-
циях имунофана. Кривые роста представлены на рис. 2.

Кривые роста аппроксимировали линией полиноми-
ального тренда 3-его порядка (табл. 2).

Из данных табл. 2 следует, что имунофан в кон-
центрациях 0,05 и 0,25 мкг/мл эффективно подавляет 



518

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2020; 65(8)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-8-516-520

MICROBIOLOGY

рост C. difficile, а при концен-
трации 1,25 мкг/мл стимулирует 
рост C. difficile.

Для оценки сочетанного дей-
ствия имунофана и моксифлокса-
цина оценена скорость роста C. 
difficile при их различных концен-
трациях. Данные по скорости ро-
ста, полученные в результате ап-
проксимации кривых роста пред-
ставлены в табл. 3.

Из данных табл. 3 следует, 
что изменение скорости роста C. 
difficile, имеет сложную концен-
трационную зависимость с макси-
мумом подавления роста в точке 
0,05 мкг/мл имунофана при 2 МИК 
моксифлоксацина. Наибольшее 
стимулирование скорости роста 
наблюдается при концентрации 
имунофана 1,25 мкг/мл при 2 МИК 
моксифлоксацина.

На основании, полученных 
данных (табл. 3), методом скольз-
ящего среднего с контролем ошиб-
ки по методу наименьших квадра-Рис. 1. Кривые роста антибиотикорезистентного штамма C. difficile при действии мок-

сифлоксацина в концентрациях 0,5, 1, 2, 4 МИК.

Т а б л и ц а  1
Коэффициенты уравнения аппроксимации кривых роста токсингенного клинического антибиотикорезистентного штамма  

C. difficile при различной кратности МИК моксифлоксацина

МИК моксифлок-
сацина

Коэффициенты
Константа Величина достоверно-

сти аппроксимации
Статистическая значимость 

скорости роста, p<0,05X3 X2 X
Контроль 0,0003 -0,0113 0,1368 0,2965 0,9368 -
0,5 2.10-5 -0,0005 -0,0047 0,2599 0,9762 p<0,01
1 -1.10-5 0,0007 -0,0148 0,2466 0,9959 p<0,01
2 2.10-5 -0,001 0,0126 0,2022 0,9774 p<0,01
4 -4.10-5 0,0015 -0,0143 0,1646 0,2673 p<0,01

Т а б л и ц а  2
Коэффициенты уравнения апроксимации кривых роста токсингенного клинического антибиотикорезистентного штамма C. difficile 

при различных концентрациях имунофана

Кратность МИК 
моксифлоксацина

Коэффициенты
Константа Величина достоверно-

сти аппроксимации
Статистическая значимость 

скорости роста, p<0,05X3 X2 X
Контроль 0,0003 -0,0113 0,1368 0,2965 0,9368  -
0,05 8.10-5 -0,0045 0,0683 0,152 0,879 p<0,01
0,25 7.10-5 -0,0044 0,0776 0,1327 0,8722 0,00055
1,25 0,0003 -0,0135 0,1892 0,2572 0,9986 0,0131

Т а б л и ц а  3
Скорость роста C. difficile, при сочетанное действии моксифлоксацина и имунофана

МИК моксифлоксацина Концентрация имунофана, мкг/мл
0 0,05 0,25 1,25

0 0,1368 0,0683 0,0776 0,202
0,5 -0,0047 0,1087 0,0428 0,111
1 -0,0148 0,0579 0,2057 0,241
2 0,0126 -0,0187 0,0089 -0,0006
4 -0,0143 -0,0111 0,0015 0,0118
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ста C. difficile для любых концентраций 
имунофана.

Обсуждение. Использование фтор-
хинолонов для лечения инфекционных 
заболеваний способствует развитию 
резистентности у штаммов C. difficile 
[16]. Выделение клинических штам-
мов, резистентных к фторхинолонам в 
ЛПУ г. Москвы, подтверждает справед-
ливость этого тезиса для России.

При анализе кривых роста C. 
difficile (см. рис. 1) установлено, что 
влияние моксифлоксацина в концен-
трациях ниже 2 МИК сдерживает рост 
культуры, а при концентрациях выше 
2 МИК наступает резкое ингибирова-
ние роста. Эффективное подавление 
роста C. difficile моксифлоксацином 
возможно только при концентрациях 
антибиотика, токсичных для человека 
[17, 18].

Существуют антимикробные пеп-
тиды, эффективные при лечении CDI, 
например, антимикробный пептид су-
ротомицин [19]. При использовании 

имунофана синергетическое ингибиру-
ющее действие на рост C. difficile на-
блюдается при концентрации – 1,5 мкг/
мл и кратности МИК моксифлоксацина 
– 2,5.

При местном применении имуно-
фана отмечено усиление воспаления в 
начале курса иммунотерапии [6]. Нами 
показано, что in vitro имунофан ингиби-
рует рост C. difficile в терапевтических 
концентрациях, следовательно, рост и 
размножение микрофлоры снижается, 
что возможно, играет опосредованную 
роль в воспалительном процессе. Ес-
ли существует вероятность накопления 
имунофана в тканях или применение 
его в субтерапевтических концентра-
циях, то можно утверждать, что воспа-
ление связано со стимуляцией роста и 
размножения C. difficile, поскольку по-
вышенные его концентрации, по нашим 
данным, стимулируют рост C. difficile.

Выводы.
1. Скорость роста C. difficile снижает-

ся и переходит в область отрицательных 
значений при 1 МИК моксифлоксацина с 
минимумом в точке 3,25 МИК.

2. Скорость роста C. difficile увели-
чивается при действии имунофана с максимумом в точ-
ке 1,4 мкг/мл.

3. Сочетанное действие моксифлоксацина и иму-
нофана имеет разнонаправленный характер и зависит 
от используемых концентраций. Область стимуляции 
роста C. difficile находится в диапазоне концентраций 
моксифлоксацина от 0 до 1,5 МИК с максимумом в 
точке 1 МИК – 0,8 мкг/мл. Область ингибирования ро-
ста находится в области кратности МИК моксифлок-
сацина выше 1,5, с максимумом в точке концентрации 
имунофана 1,5 мкг/мл и кратности МИК моксифлок-
сацина – 2,5.

тов, построим диаграмму уровней скорости роста C. 
difficile, при сочетанном действии имунофана и моксиф-
локсацина (рис. 3).

На рис. 3 показано, что максимум скорости роста, 
превышающий контрольное значение в 1,5 раза до-
стигается при 1 МИК моксифлоксацина при 0,8 мкг/
мл имунофана. Наибольшее снижение роста отмечено 
при 2,5 МИК моксифлоксацина и 1,5 мкг/мл имунофа-
на. При концентрациях имунофана выше 0,2 мкг/мл при 
кратности МИК моксифлоксацина до 1,7 рост C. difficile 
стимулируется. При кратности МИК моксифлоксацина 
свыше 1,7 происходит эффективное ингибирование ро-

Рис. 2. Кривые роста антибиотикорезистентного штамма C. difficile при действии 
имунофана в концентрациях 0,05, 0,25, 1, 25 мкг/мл.

Рис. 3. Скорость роста C. difficile, при различных концентрациях имунофана и 
моксифлоксацина.
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