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РЕЗЮМЕ

Рост антибиотикорезистентности Helicobacter pylori – микроорганизма, 
значимого в развитии заболеваний желудочно-кишечного тракта и вос-
палительных заболеваний пародонта, – заставляет задуматься о поиске 
новых подходов к эрадикации микроорганизма. Одним из вариантов решения 
данной проблемы может быть разработка иммунобиологических препа-
ратов на основе микроорганизмов, инактивированных наночастицами 
коллоидного серебра (НчКС).
Цель исследования. Оценить инактивирующую способность наночастиц 
коллоидного серебра in vitro и in vivo в отношении H. pylori для определения 
возможности их использования при разработке специфического иммуноби-
ологического препарата.
Материалы и методы. Дизайн исследования состоял в последовательном 
выполнении этапов синтеза наночастиц коллоидного серебра с оценкой кон-
диционности полученных препаратов; выделении и идентификации чистой 
культуры H.  pylori; его инактивации синтезированными наночастицами 
серебра; оценке результата инактивации H. pylori in vitro и in vivo.
Результаты. Кондиционность синтезированных наночастиц коллоидного 
серебра размером 30 ± 3 нм, полученных при помощи пошаговой методики, 
была оценена методом электронной микроскопии.
Проверка инактививрующей активности НчКС на H. pylori показала, что воз-
действие их на культуру в течение 3 часов при соотношении объёмов НчКС 
и культуры 1:1 приводит к постепенному снижению концентрации микро-
организма до полной его гибели и отсутствия роста на пятом пассаже.
В ходе оценки действия НчКС на H. pylori было показано, что инактивирован-
ная культура сохраняет свои культуральные и тинкториальные свойства; 
изменяет морфологические свойства и биохимическую активность; стано-
вится более чувствительной к антибиотикам и к L. acidophilus; перестаёт 
приживаться в организме мышей с состоянием иммуносупрессии.
Заключение. Предложенный способ синтеза наночастиц серебра с доказан-
ной инактивирующей активностью в отношении H. pylori может стать 
этапом биотехнологического процесса разработки вакцинного препарата 
как на основе данного микроорганизма, так и в комплексе непосредственно 
с НчКС, обладающими противомикробным эффектом, антиоксидантной 
и иммуномодулирующей активностью.
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ABSTRACT

Background. The growth of antibiotic resistance of Helicobacter pylori, a micro-
organism significant in the development of gastrointestinal diseases and inflam-
matory periodontal diseases, makes us think about the search for new approaches 
to the eradication of the microorganism. One solution to this problem may be to de-
velop immunobiological preparations based on microorganisms inactivated with 
colloidal silver nanoparticles (CSNPs).
The aim. To evaluate the inactivating ability of colloidal silver nanoparticles in vitro 
and in vivo with respect to H. pylori to determine the possibility of their use in the de-
velopment of a specific immunobiological preparation.
Materials and methods. The study design consisted in sequential execution 
of  the  steps of synthesis of colloidal silver nanoparticles with an assessment 
of  the conditionality of the prepared preparations; isolating and identifying pure 
H. pylori culture; inactivation of H. pylori by synthesized silver nanoparticles; evalu-
ation of the result of H. pylori inactivation in vitro and in vivo.
Results. The conditionality of the synthesized colloidal silver nanoparticles of size 
30  ±  3  nm, obtained using a step-by-step technique, was estimated by electron 
microscopy. Testing the inactivating activity of CSNPs on H. pylori showed that their 
effect on the culture for 3 hours at a ratio of volumes of CSNPs and 1:1 culture leads 
to a gradual decrease in the concentration of the microorganism until its complete 
death and lack of growth on the fifth passage.
During the evaluation of the effect of CSNPs on H. pylori, it was shown that the 
inactivated culture retains its cultural and tinctorial properties; alters morphologi-
cal properties and biochemical activity; becomes more sensitive to antibiotics and 
L. acidophilus; ceases to establish in the body of mice with an immunosuppression 
condition.
Conclusions. Proposed method of synthesis of silver nanoparticles with proven in-
activating activity against H. pylori can become a stage of biotechnological process 
of development of vaccine preparation both on the basis of given microorganism 
and in complex with CSNPs possessing multilevel antimicrobial effect, antioxidant 
and immunomodulating activity.

Key words: colloidal silver nanoparticles, Helicobacter pylori, gastrointestinal dis-
eases, periodontal diseases, antibiotic resistance, immunobiological preparation, 
immunosuppression, vaccines
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Инфекция Helicobacter pylori является одной из наи-
более распространённых бактериальных инфекций. 
Около 50  % населения земного шара инфицировано 
данным микроорганизмом [1]. Бактерии H. pylori, в 70,0–
80,0 % случаев являются причиной развития хрониче-
ского гастрита, в 50,0–60,0 % случаев – важнейшим фак-
тором патогенеза язвенной болезни двенадцатиперст-
ной кишки и желудка; более чем у 90,0 % пациентов раз-
виваются MALT-лимфомы желудка, ассоциированные 
с H. pylori [2]. По данным научных исследований, H. pylori 
является проблемой не только в гастроэнтерологии, 
но и в стоматологии. Немногочисленные научные дан-
ные свидетельствуют о способности данного микроорга-
низма в случае его носительства в зубодесневых карма-
нах вызывать развитие воспалительного процесса в па-
родонте. Само же носительство микроорганизма может 
влиять на рецидивирующее течение хеликобактериоза 
и возможность реинфицирования [3].

Основным способом борьбы с данной инфекцией яв-
ляются антибактериальные препараты, входящие в раз-
личные схемы эрадикационной терапии [4]. Однако не-
смотря на свою эффективность, эрадикационная тера-
пия вызывает развитие устойчивости H. pylori к антибак-
териальным препаратам. Это в свою очередь вызывает 
необходимость постоянной корректировки схем лече-
ния с привлечением новых антибиотиков или их комби-
наций. Именно поэтому актуальным является поиск но-
вых и эффективных методов лечения и профилактики 
инфекции H. pylori. Одним из перспективных направле-
ний для борьбы с данной инфекцией и заболеваниями, 
ассоциированными с ней, является разработка безопас-
ных и эффективных вакцинных препаратов, направлен-
ных на профилактику хеликобактериоза.

При разработке вакцин применяют различные ме-
тоды инактивации микроорганизмов [5, 6]. Наночасти-
цы серебра имеют ряд преимуществ перед используе-
мыми физическими и химическими методами и позволя-
ют рассматривать их в качестве инактивирующего аген-
та в отношении многих микроорганизмов, в том числе 
Helicobacter pylori [7]. Обладая уникальными физически-
ми, химическими и биологическими свойствами, высо-
кой антибактериальной, противовоспалительной, анти-
оксидантной и иммуномодулирующей активностью, они 
могут быть использованы и в качестве дополнительно-
го компонента иммуннобиологических препаратов [8].

Всё вышесказанное обосновывает актуальность 
и  цель исследования – оценить инактивирующую 
способность наночастиц коллоидного серебра in  vitro 
и in vivo в отношении H. pylori для определения возмож-
ности их использования при разработке специфическо-
го иммунобиологического препарата.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Дизайн исследования состоял из следующих эта-
пов: синтез наночастиц коллоидного серебра с оценкой 
кондиционности полученных препаратов; выделение 
и  идентификация чистой культуры H.  pylori; инактива-

ция синтезированными наночастицами серебра H. pylori; 
оценка результата инактивации H. pylori in vitro и in vivo.

Работа выполнена в рамках НИР и грантовой про-
граммы ФГБОУ  ВО Кировский ГМУ Минздрава России 
«Университетский научный грант» в рамках проекта 
«Создание коллекции микроорганизмов, статистически 
значимых в развитии периимплантитов, для разработки 
иммунобиологического препарата направленного дей-
ствия» № 1-1.1/2021 на базе централизованной клинико-
диагностической лаборатории КОГБУЗ «Кировская об-
ластная клиническая больница».

Для синтеза наночастиц коллоидного серебра (НчКС) 
использовали нитрат серебра AgNO3 (Sigma-Aldrich, 
США), цитрат натрия Na3C6H5O7 безводный (Sigma-
Aldrich, США), дистиллированную воду (ГОСТ 6709-72). 
Все реагенты готовили на деионизированной воде 
(ГОСТ 11.029.003-80). Процесс синтеза проводили в сте-
клянной колбе, используя обратный холодильник и маг-
нитную мешалку с подогревом (Meidolph, Германия). Всю 
лабораторную посуду предварительно обрабатывали 
смесью концентрированной соляной и азотной кислот 
(«Реахим», Россия) в соотношении 3:1. Оценку всех по-
лученных препаратов коллоидного серебра проводили 
с помощью электронного трансмиссионного микроско-
па JEM1011 (Jeol, Япония).

Выделение культуры H. pylori осуществляли из паро-
донтальных карманов пациентов, имеющих в анамнезе 
заболевания желудочно-кишечного тракта. Биологиче-
ский материал забирали на базе частной стоматологиче-
ской клиники ООО «Стоматологическая клиника» (г. Ки-
ров). Всеми добровольцами, участвующими в исследова-
нии, было подписано «Добровольное информированное 
согласие на обследование». Работу проводили в соответ-
ствии с биомедицинской этикой, согласно требованиям 
Конвенции о защите прав и достоинства человека в свя-
зи с применением достижений биологии и медицины [9]. 
Забор биологического материала из пародонтальных 
карманов проводили с помощью стерильных деревян-
ных палочек с ватой на конце. Конец палочки помещали 
на 2–3 с в пародонтальный карман, после чего вносили 
в стерильные одноразовые пробирки со специальной ге-
лиевой транспортной средой Амиеса (Ningbo Greetmed 
Medical Instruments Co., Ltd, Китай). Пробирку плотно за-
крывали крышкой и доставляли в лабораторию в тече-
ние 2 часов, соблюдая рекомендуемый производителем 
диапазон температур от 4 до 24 °С.

Для культивирования H. pylori использовали колум-
бийский агар (Oxoid  LDT, Англия). Для приготовления 
питательной среды навеску колумбийского агара мас-
сой 3,9 г растворяли в 100 мл дистиллированной воды. 
Питательную среду стерилизовали автоклавированием 
острым паром при температуре 121 °С под давлением 
1,1 атм в течение 20–25 мин. После охлаждения среды до 
45 °С в неё добавляли по 30 мкг амфотерицина («Синтез», 
Россия), ванкомицина Б («Красфарма», Россия) и 5 мл сы-
воротки крупного рогатого скота (АО «НПО «Микроген», 
Россия). Культуру выращивали в течение 5 сут. при тем-
пературе 37 °С в анаэростате с газогенераторными па-
кетами для микроаэрофилов (Oxoid, Великобритания).
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Идентификацию выделенной культуры осуществля-
ли на бактериологическом анализаторе «Vitek2 Compact» 
(ВioMerieux, Франция).

Оценку изменения морфологических и биохимиче-
ских свойств H. pylori после инактивации НчКС проводи-
ли визуально по описанию морфологических свойств 
колоний; методом микроскопии на микроскопе («Мик-
мед», Россия); по изменению биохимической активно-
сти с использованием оксидазного, уреазного и ката-
лазного тестов. Анализ изменения антибиотикорези-
стентности осуществляли диско-диффузионным мето-
дом [10], используя диски с антибиотиками («НИФЦ», 
Санкт-Петербург). Изменение антагонистической ак-
тивности в отношении лактобактерий проводили, ис-
пользуя «Лактобактерин сухой» (АО «НПО «Микроген», 
Россия), а также диско-диффузионным методом, пропи-
тывая диски различными концентрациями Lactobacillus 
acidophilus и накладывая их на поверхность среды, за-
сеянной H. pylori.

Инактивирующую способность НчКС в отношении 
H. pylori определяли по приживаемости культуры на жи-
вотных. Для этого в работе использовали 20 аутбредных 
мышей, находящихся в медико-биологическом центре 
биомоделирования ФГБОУ ВО Кировский ГМУ Минздра-
ва России. Всех животных в центре биомоделирования 
содержали в одинаковых стандартных условиях со сво-
бодным доступом к корму и воде, при 12-часовом свето-
вом режиме в течение 1 недели до начала эксперимен-
та. Содержание лабораторных животных соответствова-
ло правилам лабораторной практики при проведении 
доклинических исследований в РФ (ГОСТ  351.000.3-96 
и 51000.04-96), Приказу Минздравсоцразвития России 
от 23.08.2010 № 708н «Об утверждении Правил лабора-
торной практики». Все работы с животными проводи-
ли в соответствии с руководством по проведению до-
клинических исследований лекарственных средств [11], 
а также морально-этическими принципами проведения 
биомедицинских экспериментов на животных, сформу-
лированными Международным советом медицинских 
научных обществ (CIOMS) и Хельсинкской декларацией 
Всемирной медицинской ассоциации. Проведение экс-
перимента одобрено Локальным этическим комитетом 
ФГБОУ ВО Кировский ГМУ Минздрава России.

Для создания состояния иммуносупрессии на аут-
бредных мышах использовали дексаметазон 4  мг/мл 
(АО «Научно-производственный центр «ЭЛЬФА», Россия) 
в дозах, обоснованных в патенте на изобретение «Спо-
соб расчёта дозы дексаметазона для разработки био-
логической модели иммуносупрессии на мышах» [12].

Схема введения дексаметазона и культуры живот-
ным выглядела следующим образом: 1-я (10  мышей) 
и 2-я (10 мышей) группы животных получали дексаме-
тазон в дозе 40 мг на животное в сутки в течение трёх 
дней внутрибрюшинно; с 4-го по 8-й день (пятикратно) 
от момента последнего введения дексаметазона живот-
ным 1-й группы перорально вводили исходную культуру 
H. pylori в объёме 0,2 мл в концентрации 1 × 109 кл./‌мл, 
животным 2-й группы – инактивированную культуру 
в том же объёме и концентрации. 

РЕЗУЛЬТАТЫ

В соответствии с дизайном исследования на первом 
этапе отработали пошаговую методику получения нано-
частиц коллоидного серебра.

Сущность получения наночастиц серебра размером 
30 ± 3 нм в объёме 96 мл, основанная на восстановлении 
и стабилизации нитрата серебра (AgNO3) цитратом на-
трия (Na3C6H5O7) при соотношении концентраций рас-
творов AgNO3/Na3C6H5O7 1:0,75 и их объёмов 5:1 предус-
матривает выполнение следующих условий [13]: 

1.  В колбе Эрленмейера на деионизированной воде 
готовят 80 мл 0,002 М раствора AgNO3 и вносят «переме-
шивающий» стержень магнитной мешалки. 

2.  На колбу надевают дефлегматор и устанавлива-
ют её на магнитную мешалку с подогревом, на которой 
устанавливают температуру 300 °С и режим перемеши-
вания 375 об./мин. 

3.  При появлении первых признаков закипания, 
которые подтверждает начало стекания конденсата 
по стенкам дефлегматора и/или колбы, вносят 16  мл 
0,0075 М раствора Na3C6H5O7, приготовленного на деи-
онизированной воде.

4.  При изменении цвета раствора на желтоватый 
меняют режим перемешивания на 500 об./мин, темпе-
ратуру – на 200 °С.

5.  С момента изменения цвета раствора на жёлтый 
его кипятят в течение 20 мин, после чего отсоединяют 
обратный холодильник, снимают колбу с магнитной ме-
шалки и дают остыть при комнатной температуре в те-
чение 18–24 ч.

Данный способ может быть использован для при-
готовления препаратов НчКС другого объёма, для чего 
необходимо сделать пересчёт, соблюдая соотношение 
объёмов и концентраций реагентов AgNO3/Na3C6H5O7. 

Конечная концентрация НчКС в растворе должна со-
ставлять не менее 1 мг/мл.

Результаты оценки серий препаратов НчКС, пред-
ставленные в таблице 1, подтверждают работоспособ-
ность способа пошагового получения наночастиц кол-
лоидного серебра цитратным методом [13].

Синтезированные НчКС (серия препарата №  12) 
были проанализированы по возможности использова-
ния для инактивации культуры H. pylori.

Для этого культуру H. pylori, выделенную и идентиц-
фицированную, как описано в разделе «Материалы и ме-
тоды», засевали на чашки Петри с селективной питатель-
ной средой в объёме 100 мкл и инкубировали в течение 
5 сут. при 37 °С в анаэростате с соблюдением микроаэ-
рофильных условий (5 % О2, 5–10 % СО2, 85–90 % N2).

Выросшую культуру H. pylori смывали с чашек Петри 
0,9%-м стерильным физиологическим раствором хло-
рида натрия (рН = 7,0 ± 0,2) и доводили этим же раство-
ром до концентрации 1×109 м.к.×см–3, используя стан-
дарт мутности МакФарланда (HiMedia Laboratories, Ин-
дия). Культуру в данной концентрации инактивировали 
НчКС в соотношении объёмов 1:1. Пробирку со смесью 
помещали в термостат и инкубировали при 37 °С в те-
чение трёх часов. 
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Временной интервал инкубации 3 часа был исполь-
зован как наиболее оптимальный после серий экспери-
ментов по сравнительной оценке периодов инкубации 
1, 2 и 3 часа при соблюдении остальных условий экспе-
римента (концентрации культуры и объёмов 1:1). 

В качестве контроля использовали смесь культуры 
с  0,9%-м хлоридом натрия с таким же соотношением 
объёмов и концентрации культуры. 

Через 3 часа проводили высев 100 мкл содержимого 
из опытной и контрольной пробирок на три чашки Петри. 

Засеянные чашки Петри инкубировали в течение 
5 сут. при тех же условиях. Далее процесс инактивации 
повторяли по вышеописанной схеме четырёхкратно. Ре-
зультаты инактивации представлены в таблице 2.

Результат, представленный в таблице 2, свидетель-
ствует о положительном инактивирующем действии на-
ночастицами серебра при выбранном режиме инактива-
ции, которое на пятом пассаже характеризовалось пол-
ным отсутствием роста культуры H. pylori.

Оценку эффективности инактивации H.  pylori про-
водили путём сравнения исходной и полученной после 
инактивации микробных культур после четвёртого пас-
сажа in vitro и in vivo.

При оценке морфологических свойств колоний ис-
ходной и инактивированной культур H. pylori статисти-
чески значимых изменений выявлено не было.

Микроскопия мазков, окрашенных по Граму, по-
зволила определить принадлежность обеих культур 
к Грам (–) микроорганизмам. Однако в морфологии кле-
ток H. pylori при микроскопии наблюдались изменения. 
Исходная культура представляла типичные микроорга-
низмы изогнутой или слегка спиральной формы (рис. 1), 
инактивированная культура имела кокковидную фор-
му (рис. 2).

Оценку степени инактивации культуры H. pylori про-
водили путём постановки каталазного, оксидазного 
и уреазного тестов.

Результаты исследования биохимических свойств 
культуры H. pylori до и после инактивации представле-
ны в таблице 3.

Исходя из данных, представленных в таблице 3, уста-
новлено, что исходная культура H. pylori обладает поло-
жительной каталазной, оксидазной и уреазной актив-
ностью, у инактивированной же культуры наблюдается 
изменение ферментативной активности, которое про-
является в ослаблении каталазной активности и исчез-

Т А Б Л И Ц А   1 
РЕЗУЛЬТАТЫ ОЦЕНКИ ПОЛУЧЕННЫХ СЕРИЙ 
ПРЕПАРАТОВ НАНОЧАСТИЦ КОЛЛОИДНОГО СЕРЕБРА

T A B L E   1 
EVALUATION RESULTS OF THE OBTAINED SERIES 
OF COLLOID SILVER NANOPARTICLES

Показатель
Значения показателя для препарата коллоидного серебра серии № …

10 11 12

Цвет коллоидного  
раствора Зеленовато-оливковый Зеленовато-оливковый Зеленовато-оливковый

Форма частиц 
(по данным 
электронной 
микроскопии)

Округлые ровные частицы 
с ровными краями. В поле  

зрения расположены  
равномерно, отдельно друг 
от друга. Имеют одинаковую 

электронную плотность

Округлые ровные частицы 
с ровными краями. В поле  

зрения расположены  
равномерно, отдельно друг 
от друга. Имеют одинаковую 

электронную плотность

Округлые ровные частицы 
с ровными краями. В поле  

зрения расположены  
равномерно, отдельно друг 
от друга. Имеют одинаковую 

электронную плотность

Однородность  
по форме и размеру Однородные Однородные Однородные

Наличие  
конгломератов Нет Нет Нет

Средний диаметр  
частиц, нм (по данным 
электронной  
микроскопии)

35 31 32

Фотография  
препарата наночастиц 
коллоидного серебра
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Т А Б Л И Ц А   2
РЕЗУЛЬТАТЫ ИНАКТИВАЦИИ H. PYLORI 
НАНОЧАСТИЦАМИ КОЛЛОИДНОГО СЕРЕБРА

T A B L E   2
RESULTS OF H. PYLORI INACTIVATION WITH COLLOIDAL 
SILVER NANOPARTICLES

№ 
пассажа

Результат инактивации H  pylori наночастицами 
коллоидного серебра Контроль

1

4,3·103 КОЕ/мл Сплошной газон

4

1,2·103 КОЕ/мл Сплошной газон

5

Рост колоний отсутствует Сплошной газон
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новении оксидазной активности, что может быть резуль-
татом аттенуации, развившейся на фоне воздействия на-
ночастиц серебра.

Т А Б Л И Ц А   3 
БИОХИМИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ИСХОДНОЙ 
И ИНАКТИВИРОВАННОЙ КУЛЬТУРЫ H. PYLORI
T A B L E   3 
BIOCHEMICAL PROPERTIES OF INITIAL AND INACTIVATED 
H. PYLORI CULTURE

Биохимические 
тесты

Исходная 
культура H. pylori

Инактивированная 
культура H. pylori

Каталазный тест + ±

Оксидазный тест + –

Уреазный тест + +

Оценку антибиотикочувствительности проводили 
диско-диффузионным методом [10] трёхкратно для каж-
дого антибиотика с исходной и инактивированной куль-
турой. Результаты оценки антибиотикочувствительно-
сти культуры H. pylori до и после инактивации представ-
лены в таблице 4.

Исходя из данных, представленных в таблице 4, обе 
исследуемые культуры проявляют высокую чувствитель-
ность в отношении ципрофлоксацина, амоксициллина и 
левофлоксацина. Исходная культура резистентна к окса-
циллину и тетрациклину. После четырёхкратной инакти-
вации культура H. pylori становится чувствительна к дан-
ным антибиотикам. Наблюдается общая тенденция к по-
вышению чувствительности инактивированной культу-
ры к антибиотикам. 

Результаты оценки антагонистической активности 
L. acidophilus в отношении H. pylori показали, что по мере 

уменьшения концентрации L.  acidophilus происходит 
снижение чувствительности как исходной, так и инак-
тивированной культуры H.  pylori. Инактивированная 
культура более чувствительна к пробиотику, особенно 
это наблюдается при низких концентрациях: при воз-
действии L. acidophilus в концентрации 2,5·108 м.к.·см–3 

чувствительность инактивированной культуры выше 
исходной в 3,8  раза; при воздействии концентрации 
1,25·108 м.к.·см–3 – в 1,74 раза (табл. 5). 

Далее в соответствии с дизайном исследования про-
вели оценку эффективности инактивации H. pylori in vivo 
по анализу приживаемости микроорганизма в организ-
ме аутбредных мышей.

Для этого использовали 20 мышей, сформирован-
ных в опытную и контрольную группы. Введение жи-
вотным дексаметазона и культуры H. pylori проводили 
согласно схеме, представленной в разделе «Материа-
лы и методы». На 9-й день от начала эксперимента мы-
шей из опытной и контрольной групп подвергли меди-
каментозной эвтаназии с помощью диэтилового эфира. 
У каждого животного выделяли желудок и проводили 
гомогенизацию тканей органа, используя 1 мл стериль-
ного раствора натрия хлорида, стерильную керамиче-
скую ступку и пестик. Полученную от каждого животно-
го суспензию тканей желудка в объёме 100 мкл засевали 
на отдельно взятую чашку Петри с селективной средой. 

Через 5 суток после инкубации на всех чашках Пе-
три, засеянных материалом, полученным от животных 
из 1-й группы, наблюдали рост непрозрачных, выпуклых 
колоний размером 0,5–2  мм, похожих на капли росы. 
По результатам микроскопии мазков, сделанных из вы-
росших колоний, были обнаружены тонкие изогнутые 
Грам (–) палочки размером от 2 до 4 мм. При биохимиче-
ском исследовании чистой культуры выявлена положи-
тельная уреазная, оксидазная и каталазная активность, 

РИС. 1.  
Клетки исходной культуры H. pylori (окраска по Граму)
FIG. 1.  
H. pylori original culture cells (Gram staining)

РИС. 2.  
Клетки H. pylori после четырёхкратной инактивации нано-
частицами серебра (окраска по Граму) 
FIG. 2.  
H. pylori cells after quadruple inactivation with silver nanoparticles 
(Gram staining)
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Т А Б Л И Ц А   4 
РЕЗУЛЬТАТЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
АНТИБИОТИКОЧУВСТИВТЕЛЬНОСТИ ИСХОДНОЙ  
И ИНАКТИВИРОВАННОЙ КУЛЬТУР H. PYLORI  
ДИСКО-ДИФФУЗИОННЫМ МЕТОДОМ

T A B L E   4 
RESULTS OF DETERMINATION OF ANTIBIOTIC SENSITIVITY 
OF INITIAL AND INACTIVATED H. PYLORI CULTURE USING 
DISK DIFFUSION TEST

Название 
антибиотика

Культура H. pylori

исходная инактивированная

Средний размер зоны 
ингибиции роста, мм

Чувствительность 
к антибиотикам

Средний размер зоны 
ингибиции роста, мм

Чувствительность 
к антибиотикам

Кларитромицин 13,7 Чувствительная 15,0 Чувствительная

Доксициклин 14,7 Чувствительная 15,0 Чувствительная

Оксациллин 5,7 Резистентная 9,3 Низкочувствительная

Ципрофлоксацин 28,0 Высокочувствительная 30,0 Высокочувствительная

Фуразолидон 20,0 Чувствительная 17,7 Чувствительная

Амоксициллин 26,0 Высокочувствительная 29,7 Высокочувствительная

Метронидазол 10,0 Низкочувствительная 12,3 Чувствительная

Тетрациклин 6,0 Резистентная 11,0 Чувствительная

Рифабутин 12,0 Чувствительная 14,7 Чувствительная

Левофлоксацин 19,6 Высокочувствительная 23,0 Высокочувствительная

Т А Б Л И Ц А   5 
РЕЗУЛЬТАТЫ ОЦЕНКИ АНТАГОНИСТИЧЕСКОЙ 
АКТИВНОСТИ L. ACIDOPHILUS В ОТНОШЕНИИ H. PYLORI 
ДИСКО-ДИФФУЗИОННЫМ МЕТОДОМ

T A B L E   5 
RESULTS OF ASSESSMENT OF L. ACIDOPHILUS 
ANTAGONISTIC ACTIVITY AGAINST H. PYLORI USING  
DISK DIFFUSION TEST

Концентрации 
L. acidophilus, 

м.к.·см–3

Культура H. pylori 

исходная инактивированная

Средний размер зоны 
ингибиции роста, мм Чувствительность Средний размер зоны 

ингибиции роста, мм Чувствительность

1∙109 21,3 Высокочувствительная 23,0 Высокочувствительная

5∙108 12,7 Чувствительная 13,7 Чувствительная

2,5∙108 5,3 Резистентная 11,0 Чувствительная

1,25∙108 5,0 Резистентная 8,7 Резистентная

 	   		                
			       а 							            б
РИС. 3.  
Результаты посевов из биологического материала от жи-
вотных 1-й (а) и 2-й (б) групп 

FIG. 3.  
Culture results from biological material from mice from the 1st (а) 
group and the 2nd (б) groups 
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характерная для данного микроорганизма. Кроме это-
го, принадлежность культуры, выделенной из биологи-
ческого материала животных опытной группы, к H. pylori 
была подтверждена при тестировании чистой культуры 
с использованием иммунохроматографической тест-
системы «РЭД Helicobacter pylori» (Россия) и масспектро-
метра. На чашках Петри, засеянных биологическим ма-
териалом, полученным от животных из 2-й группы, ро-
ста колоний H. pylori выявлено не было. 

ОБСУЖДЕНИЕ

Рост антибиоткорезистентности H. pylori заставляет 
задуматься о поиске новых подходов к эрадикации ми-
кроорганизма. Одним из вариантов решения данной 
проблемы может быть разработка иммунобиологиче-
ских препаратов, например, на основе инактивирован-
ных культур микроорганизмов. Данные научных иссле-
дований показали, что среди перспективных методов 
инактивации микроорганизмов следует рассматривать 
наночастицы серебра [14]. Среди многочисленных тео-
рий, объясняющих механизм действия серебра на бак-
териальную клетку, наиболее распространённой явля-
ется адсорбционная теория, основанная на потере жиз-
неспособности микроорганизма в результате взаимо-
действия электростатических сил, возникающих между 
отрицательно заряженной клеточной мембраной и по-
ложительно заряженными ионами серебра при адсорб-
ции последних бактериальной клеткой. В связи с этим 
на  пути поиска решения проблемы антибиотикорези-
стентности на первом этапе работы нами были синте-
зированы наночастицы серебра размером 30  ±  3  нм. 
Воспроизводимость пошаговой методики синтеза НчКС 
была доказана путём получения серий препаратов, оце-
ненных методом электронной микроскопии, имевших 
округлую форму с ровными краями, одинаковую элек-
тронную плотность, расположенных в поле зрения рав-
номерно, не образующих конгломератов, что соответ-
ствует признакам кондиционности синтезированных 
наночастиц [13].

Проверку бактерицидной активности синтезиро-
ванных НчКС провели на H. pylori, микроорганизме, зна-
чимом в развитии заболеваний желудочно-кишечного 
тракта и воспалительных заболеваний пародонта. В ре-
зультате выявлено, что воздействие НчКС при режиме 
инактивации в течение 3 часов при соотношении объё-
мов НчКС и культуры 1:1 приводит к постепенному сни-
жению концентрации микроорганизма с полной инак-
тивацией на пятом пассаже. 

Проведение инактивации микроорганизмов тре-
бует оценки эффективности воздействия инактивиру-
ющего агента на микробную культуру. Исходя из этого, 
применение наночастиц серебра, как и любого другого 
инактивирующего агента, требует оценки эффективно-
сти их воздействия на микроорганизм. 

В связи с этим сначала провели оценку уровня инак-
тивации H. pylori в условиях in vitro. В ходе данных иссле-
дований было показано, что инактивированная культу-

ра H. pylori сохраняет свои культуральные и тинктори-
альные свойства. Однако в результате аттенуации про-
исходит изменение морфологических и биохимиче-
ских свойств.

Изменение морфологии H.  pylori, по данным лите-
ратуры, возможно при её старении, когда в процессе 
многократного культивирования спиральный микро-
организм переходит в U-образную или кокковидную 
форму [1, 15]. Возможные морфологические изменения 
возникают при нехватке питательных веществ, воздей-
ствии антибиотиков и других препаратов, применяемых 
в эрадикационной терапии, изменении рН и темпера-
туры среды, а также при воздействии инактивирующих 
агентов [2, 16]. Подтверждением подобного изменения 
явились результаты данной работы, показавшие изме-
нение при микроскопии характерной для H. pylori фор-
мы Грам (–) изогнутых палочек на Грам (–) кокки в ре-
зультате инактивирующего действия НчКС.

При оценке инактивированной культуры H   pylori 
было отмечено изменение её биохимической активно-
сти. Инактивированная культура H. pylori, как и в случае 
с  исходной культурой, обладала положительной уре-
азной активностью, однако положительная каталазная 
и оксидазная активность после инактивации измени-
лась соответственно на слабоположительную и отри-
цательную.

Одним из механизмов действия НчКС является спо-
собность их адсорбироваться на клеточной стенке ми-
кроорганизма, в состав которой входит пептидогли-
кан. Взаимодействуя с карбоксильными и аминогруппа-
ми пептидогликанов, НчКС формируют металлопротеи-
новые комплексы, что является следствием изменения 
структуры и устойчивости пептидогликанов. Серебро 
оказывает аналогичное ингибирующее воздействие 
на дыхательные ферменты микроорганизмов, участву-
ет в  биохимических реакциях, происходящих в клет-
ках. Многие структуры клетки и происходящие в ней 
биохимические процессы являются точкой приложе-
ния действия антибактериальных препаратов. В связи 
с этим нами была проведена сравнительная оценка ан-
тибиотикорезистентности H.  pylori до и после инакти-
вации. В  ходе определения чувствительности H.  pylori 
к  антибиотикам было показано, что культура, инакти-
вированная наночастицами серебра, была в целом бо-
лее чувствительной к антинтибактериальным препара-
там и в процессе инактивации приобрела большую чув-
ствительность к отдельным антибиотикам, таким как ок-
сациллин и тетрациклин. 

По данным научной литературы, доказано прояв-
ление антагонистической активности L. acidophilus в от-
ношении H. pylori [17]. Поэтому при сравнении действия 
L. acidophilus до и после инактивации НчКС было уста-
новлено, что инактивированная культура более чувстви-
тельна к пробиотику, и данная разница увеличивается 
при снижении его концентрации. 

Обязательным этапом изучения новых иммуноби-
ологических препаратов является оценка их действия 
на организм биологической модели [18]. H. pylori являет-
ся возбудителем антропонозной инфекции. Однако при 
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помощи искусственно созданного состояния иммуносу-
прессии можно оценить эффективность инактивации по-
лученного препарата на животных [19]. В случае эффек-
тивности проведённой инактивации H.  pylori не  долж-
на приживаться в организме мышей с состоянием им-
муносупрессии, что и было доказано в данной работе.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате работы с использованием пошаговой 
методики были синтезированы наночастицы коллоид-
ного серебра и определена их инактивирующая актив-
ность в отношении H. pylori, этиологическая значимость 
которой в развитии заболеваний желудочно-кишеч-
ного тракта и воспалительных заболеваний пародон-
та не вызывает сомнения. Растущая проблема антибио-
тикорезистентности способствует поиску новых подхо-
дов к эрадикации микроорганизма, среди которых в ка-
честве перспективных следует отметить разработку но-
вых иммунобиологических препаратов. Предложенный 
способ синтеза наночастиц серебра с доказанной инак-
тивирующей активностью в отношении H. pylori может 
стать этапом биотехнологического процесса разработ-
ки вакцинного препарата как на основе данного микро-
организма, так и в комплексе непосредственно с НчКС, 
обладающими противомикробным эффектом.
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