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РЕЗЮМЕ
Применение антисептиков для предоперационной подготовки глаза и послеоперационной профилактики инфекционных 
осложнений может стать альтернативой антибиотикам при регулярных курсах anti-VEGF- терапии для уменьшения риска 
выработки антибиотикорезистентности глазной микрофлоры. Среди грамотрицательных бактерий наиболее часто выде-
ляемым патогеном, вызывающим глазные инфекции, является Pseudomonas aeruginosa. Для этого возбудителя характерна 
пониженная чувствительность к антибиотикам и дезинфицирующим средствам.
Цель исследования. Изучить влияние антисептика пиклоксидина дигидрохлорида на выделенные с конъюнктивы грамотри-
цательные бактерии Escherichia coli, Pseudomonas luteola и P. aeruginosa.
Материал и методы. Идентификацию бактериальных изолятов и исследование антибиотикочувствительности проводили 
с помощью автоматизированного бактериологического анализатора BD Phoenix 100. Для определения бактерицидной кон-
центрации использовали метод серийных разведений антисептика пиклоксидина дигидрохлорида в жидкой питательной 
среде. О связывании молекул пиклоксидина дигидрохлорида с клетками грамотрицательных бактерий судили по нейтрали-
зации поверхности бактерий возрастающими количествами антисептика с помощью измерения дзета-потенциала на анали-
заторе Zetasizer Nano ZS. Исследование ультраструктуры бактериальных клеток проводили с помощью двухлучевого ска-
нирующего ионно-электронного микроскопа Quanta 200 3D.
Результаты. Наибольшую устойчивость проявляет P. aeruginosa. Механизм взаимодействия пиклоксидина дигидрохлорида 
с клетками бактерий заключается в электростатическом связывании положительно заряженных молекул антисептика с от-
рицательно заряженными клеточными стенками. Согласно результатам электронно-микроскопического исследования, пи-
клоксидина дигидрохлорид оказывает выраженное деструктивное действие на клеточную стенку и плазмолемму бактерий, 
что приводит к лизису клеток и выходу внутриклеточного содержимого.
Заключение. Пиклоксидина дигидрохлорид проявляет бактерицидную активность в отношении грамотрицательных конъ-
юнктивальных изолятов и перспективен для профилактического использования при проведении повторяющихся курсов 
интравитреальных инъекций.

Ключевые слова: микрофлора глаза, грамотрицательные бактерии, Pseudomonas aeruginosa, антисептик пиклоксидин диги-
дрохлорид.
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Antibacterial effect of the antiseptic picloxydine dihydrochloride on conjunctival isolates 
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ABSTRACT
The preoperative and postoperative use of antiseptics can be an alternative to antibiotics in repeated courses of anti-VEGF therapy 
for reducing the risk of developing antibiotic resistance in eye microflora. Among gram-negative bacteria, the most frequently iso-
lated pathogen that causes eye infections is Pseudomonas aeruginosa, which is characterized by reduced sensitivity to antibiotics 
and disinfectants.
Purpose — to study the effect of the antiseptic picloxydine dihydrochloride on the gram-negative bacteria Escherichia coli, 
 Pseudomonas luteola and P. aeruginosa isolated from the conjunctiva.
Material and methods. The identification of bacterial isolates and study of their sensitivity to antibiotics were carried out using 
the automated bacteriological analyzer BD Phoenix 100. To determine the bactericidal concentration, the method of serial dilu-
tions of the antiseptic in a liquid nutrient medium was used. The binding of cationic molecules of picloxydine dihydrochloride 
to bacterial cells was detected by neutralizing the bacterial surface with increasing amounts of antiseptic, and measuring the zeta 
potential on the Zetasizer Nano ZS analyzer. The ultrastructure of bacterial cells was studied using the two-beam scanning ion-
electron microscope Quanta 200 3D.
Results. The most resistant was P. aeruginosa. The interaction mechanism of picloxydine dihydrochloride with bacterial cells in-
cludes electrostatic binding of positively charged antiseptic molecules to negatively charged cell walls. Picloxydine dihydrochlo-
ride has a destructive effect on the bacterial cell wall and plasma membrane, which leads to cell lysis and release of intracellular 
components.
Conclusion. Picloxydine dihydrochloride exhibits bactericidal activity against gram-negative conjunctival isolates and is promis-
ing for preventive use during repeated courses of intravitreal injections.

Keywords: eye microflora, gram-negative bacteria, Pseudomonas aeruginosa, antiseptic picloxydine dihydrochloride.
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Микрофлора глаза в норме представляет собой 

микробиоценоз, состоящий из грамположительных 

бактерий, к которым относятся коагулазонегатив-

ные стафилококки (КНС), в частности  Staphylococcus 
 epidermidis, Staphylococcus hominis,  Staphylococcus 
 haemolyticus, и коа гулазоположительные стафило-

кокки —  Staphylococcus aureus, ряд других бактерий, 

например  Propionbacterium spp., а также грамотри-

цательные бактерии Escherichia coli, Pseudomonas 
 aeruginosa, Enterobacter cloacae, различные плесне-

вые грибы, такие как Fusarium spp.,  Cephalosporium spp. 

В ходе исследования влияния антибактериальной 

 терапии на состав и свойства микрофлоры конъюнк-

тивы при интравитреальных инъекциях [1—3] нами 

выявлен рост микрофлоры в 48,3% мазков. Среди 

изолятов, которые были выделены с конъюнктивы 

у пациентов разных групп, преобладали грамполо-

жительные  стафилококки (93,2%), а среди них — 

КНС (87,3%).

Вследствие травмы, операции или в условиях им-

мунодефицита бактерии, заселяющие глазную по-

верхность, могут вызывать инфекционные заболева-

ния глаз (кератит, эндофтальмит и др.), часто приво-

дящие к потере зрения вследствие несвоевременной 

и некорректной антимикробной терапии. Терапия 

инфекционных заболеваний глаз обычно назначается 

эмпирически: до получения результатов микробио-

логических исследований — идентификации возбу-

дителя инфекции и оценки его резистентности к ан-

тимикробным средствам [4, 5].
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При исследовании микрофлоры конъюнктивы 

у пациентов с инфекционными заболеваниями 

глаз выделяются как грамположительные (68,5%), 

так и грамотрицательные (29,8%) виды бактерий [6]. 

Грамотрицательные бактерии, наиболее часто вызы-

вающие глазные инфекции, включают P.  aeruginosa, 

E. coli и Enterobacter spp. [7], причем самым часто 

выделяемым патогеном является P. aeruginosa [8]. 

Среди представителей рода Pseudomonas распростра-

нена множественная лекарственная устойчивость, 

а острота зрения у пациентов после перенесенного 

эндофтальмита, вызванного этими бактериями, очень 

низкая. P. aeruginosa известна своей высокой степе-

нью адаптации к различным средам [9]. Сниженная 

чувствительность к антибиотикам и дезинфицирую-

щим средствам широко распространена у клиниче-

ских изолятов P. aeruginosa [10—12], что затрудняет 

лечение инфекционных заболеваний, вызванных 

этими бактериями. P. aeruginosa обладает не только 

хромосомными генами устойчивости ко многим про-

тивомикробным препаратам, но также способно-

стью приобретать мобильные генетические элементы 

(англ. mobile genetic elements — MGE) [13, 14]. Этот 

механизм лежит в основе возникновения и быстрого 

распространения лекарственной устойчивости [9].

E. coli относится к группе колиморфных бактерий, 

является комменсалом в кишечнике человека и дру-

гих теплокровных млекопитающих [15] и обладает вы-

сокой степенью генотипического и фенотипического 

разнообразия. E. coli также обитает на поверхности 

глаза и внутренней поверхности век и является возбу-

дителем примерно 1,1% всех глазных инфекций [16], 

таких как кератит [17], эндофтальмит [18, 19], паноф-

тальмит [20], абсцесс века [21] и конъюнктивит [22]. 

Обычно инфекция, вызванная данной бактерией, бы-

стро проходит после лечения антибактериальными 

средствами. Однако в последние годы обнаруживается 

возрастающая устойчивость E. coli к противомикроб-

ным препаратам. Так, 10 из 12 изолятов E. coli с конъ-

юнктивы, роговицы, из стекловидного тела или слез-

ного мешка пациентов были устойчивы по меньшей 

мере к одному или нескольким из девяти протестиро-

ванных антибиотиков. У большинства (8/10) устойчи-

вых к антибиотикам глазных изолятов E. coli обнару-

жена тесная связь между устойчивостью к антибиоти-

кам и способностью образовывать биопленки [23, 24]. 

Бактерии в биопленке проявляют повышенную устой-

чивость к антибиотикам благодаря нескольким фак-

торам: связыванию антибиотиков с внеклеточными 

полимерными веществами, выработке ферментов, 

которые инактивируют антибиотики, повышению 

эффективности эффлюксных насосов, тонкой регу-

ляции генов, связанных с лекарственной устойчиво-

стью [25, 26]. Подавляющее количество изолятов (85%), 

выделенных с поверхности искусственных оптических 

линз, представляющих собой P. aeruginosa, S.  aureus, 
S.  epidermidis, Micrococcus luteus, Serratia  marcescens, 

 Neisseria spp., Moraxella spp.,  Bacillus spp., E. coli, Proteus 
mirabilis, Enterobacter agglomerans, Klebsiella spp., проде-

монстрировали способность образовывать биопленки 

и были устойчивы к антибиотикам [27].

В глазной хирургии, в частности в хирургии интра-

витреальных инъекций (ИВИ), существует сложная 

проблема выбора оптимального средства антибак-

териальной терапии для профилактики или борьбы 

с инфекционными послеоперационными ослож-

нениями. Инфекционный эндофтальмит, возника-

ющий после проведения ИВИ, является наиболее 

опасным осложнением из-за плохого прогноза, свя-

занного с тяжелой и необратимой потерей зрения. 

Первоначально, на заре эпохи ИВИ, с целью анти-

микробной профилактики широко использовали ан-

тибиотики местного действия, поскольку их приме-

нение указано во многих протоколах клинических 

исследований. Однако антибиотики местного дей-

ствия, используемые при ИВИ, имеют ряд недостат-

ков, в том числе узкий спектр антибактериальной ак-

тивности, длительное время, необходимое для про-

явления бактерицидного эффекта, низкий уровень 

концентрации в стекловидном теле [28]. Показано, 

например, что 0,5% моксифлоксацин и 0,3% гатифло-

ксацин достигают витреальной полости в невоспа-

ленном глазу, однако все показатели концентрации 

в стекловидном теле были ниже 90% минимальной 

ингибирующей концентрации для основных бакте-

риальных патогенов, вызывающих острый бактери-

альный эндофтальмит [29]. Во многих исследованиях 

доказано отсутствие эффективности антибиотиков 

местного использования в профилактике постинъ-

екционного эндофтальмита [30—32], а также, что по-

вторное использование данных антибиотиков мо-

жет потенциально привести к селекции резистент-

ных штаммов [33—35] и даже повысить риск развития 

указанного заболевания [36]. Прекращение приме-

нения местных антибиотиков при ИВИ не увели-

чивало частоту возникновения эндофтальмита [37]. 

При выполнении 12 523 инъекций антибиотики не ис-

пользовали ни до, ни после ИВИ, а применяли лишь 

повидон-йод во время процедуры — и эндофтальмит 

не развился [28].

Альтернативным методом обработки глаза, ис-

пользуемым в хирургии ИВИ и по эффективности со-

поставимым с действием повидон-йода, является при-

менение антисептиков из группы бигуанидов. Водный 

раствор хлоргексидина, используемый как антисепти-

ческое средство до ИВИ, хорошо переносится пациен-

тами и эффективен, что подтверждается низкой часто-

той случаев развития эндфотальмита [38]. После об-

работки 0,05% раствором хлоргексидина наблюдалось 

значительное уменьшение общей бактериальной на-

грузки конъюнктивы (82%), а еще более убедительные 

результаты отмечены по отношению к КНС (90%) [39].

Как показано в наших исследованиях [2, 3], 

другой бигуанид — пиклоксидина дигидрохлорид 
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(N,N’’-бис[[(4-хлорфенил)амино]иминометил]-1,4-

пиперазиндикарбоксимидамид дигидрохлорид) про-

являет высокую активность в отношении конъюн-

ктивальных изолятов стафилококков. Независимо 

от антибиотикорезистентности изолятов минималь-

ная бактерицидная концентрация пиклоксидина ди-

гидрохлорида составляет 31,25 мкг/мл. С учетом важ-

нейшей роли грамотрицательных бактерий в развитии 

посттравматических и постоперационных инфекций 

представляется интересным изучить бактерицидное 

действие пиклоксидина в отношении этих минорных 

в микрофлоре глаза видов бактерий.

Цель исследования — изучить влияние антисеп-

тика пиклоксидина гидрохлорида на выделенные 

с конъюнктивы грамотрицательные бактерии E. coli, 
P. luteola и P. aeruginosa.

Материал и методы

В исследование включены изоляты E. coli, P.  luteola 

и P. aeruginosa, полученные из посевов проб конъ-

юнктивы пациентов. Посев выполняли на транс-

портную систему со средой Эймса, при взятии мате-

риала контакт с кожей ресниц и веками исключен. 

Идентификацию микроорганизмов и исследование 

 антибиотикочувствительности проводили на панели 

NMIC/ID-400 с помощью автоматизированного бакте-

риологического анализатора BD Phoenix 100 ( Becton 

Dickinson, США).

Для определения минимальной подавляющей кон-

центрации (МПК) и минимальной бактерицидной 

концентрации (МБК) использовали метод серийных 

разведений антисептика пиклоксидина дигидрохло-

рида в жидкой питательной среде. Выращивание куль-

тур осуществлялось при 37°C в течение 24 ч на агаре 

 Columbia (Becton Dickinson, США) с добавлением 5% 

бараньей крови. Материал агаровых культур суспенди-

ровали в фосфатном буфере (PBS, pH 7,4) до показа-

теля мутности 0,5 МакФарланда (McF). По 20 мкл сус-

пензий бактерий вносили в 200 мкл триптиказо-сое-

вого бульона (TSB; Becton Dickinson, США) без доба вок 

или с разведениями, соответствующими концентра-

циям пиклоксидина дигидрохлорида 250 мкг/мл, 

125 мкг/мл, 62,5 мкг/мл и 31,25 мкг/мл. Культуры 

выращивали в стерильных 96-луночных планшетах 

при 37°C. О росте изолятов судили по увеличению 

оптической плотности культур, которую регистри-

ровали при 490 нм с помощью анализатора Wallac 

1420 ( Victor 2) (Perkin Elmer, США) в начальный мо-

мент времени, при внесении бактерий в жидкую пи-

тательную среду, а также через 24 ч и 96 ч роста. МПК 

определяли как минимальную концентрацию, при ко-

торой рост тест-культур отсутствовал через 24 ч куль-

тивирования, а МБК — через 96 ч культивирования.

Влияние кратковременных (до 1 ч) воздей-

ствий пиклоксидина дигидрохлорида на бактерии 

в сус пензиях (108 КОЕ/мл) проводили или непосред-

ственно в глазных каплях, содержащих пиклокси-

дина дигидрохлорид в концентрации 500 мкг/мл, 

или при их разведении от 1:1 до 1:16 натрий-фосфат-

ным буферным раствором. После инкубации пробы 

высевали на агар  Columbia (Becton  Dickinson, США) 

и культивировали в течение 24 ч. О связывании кати-

онных молекул пиклоксидина с клетками грамотри-

цательных бактерий судили по нейтрализации по-

верхности бактерий возрастающими количествами 

антисептика с помощью измерения поверхност-

ного потенциала (дзета-потенциала). Бактериальные 

клетки, выращенные при 37°C в течение 24 ч, суспен-

дировали (до показателя мутности 0,3 McF) в среде, со-

держащей глюкозу 50 мг/мл, Твин 80 0,25 мг/мл (вхо-

дят в качестве дополнительных компонентов в содер-

жащие пиклоксидина дигидрохлорид глазные капли) 

без добавления антисептика, а также в глазных каплях, 

содержащих 500 мкг/мл пиклоксидина дигидрохло-

рида без разведения или в разведениях до 1:50 натрий-

фосфатным буфером. Через 5—15 мин после суспенди-

рования проводили измерение дзета-потенциала с ис-

пользованием анализатора Zetasizer Nano ZS (Malvern 

Instruments, Великобритания).

Исследование ультраструктуры бактериальных 

клеток проводили с помощью двухлучевого скани-

рующего ионно-электронного микроскопа Quanta 

200 3D (FEI Company, США). Образцы не подвер-

гали дегидратации, напыляли электронопроводящим 

слоем золота толщиной 5 нм (проба Au
999

), используя 

модуль для напыления SPI-MODULE Sputter Coater 

(SPI Supplies, США).

Результаты

Чувствительность к антибиотикам
Среди грамотрицательных бактерий, выделенных 

из 120 конъюнктивальных проб, полирезистентные 

изоляты не выявлены. Изоляты E. coli и P. luteola были 

чувствительны ко всем исследуемым антибиотикам 

панели NMIC/ID-400. Изолят P. aeruginosa обладал 

резистентностью к триметоприм/сульфаметоксазолу 

и промежуточной резистентностью к азтреонаму.

Действие пиклоксидина дигидрохлорида 
на изоляты грамотрицательных бактерий

В соответствии с динамикой роста в жидкой пи-

тательной среде, содержащей пиклоксидина диги-

дрохлорид в концентрациях от 62,5 до 250 мкг/мл, 

увеличение плотности культур E. coli не наблюда-

лось как через 24 ч, так и через 96 ч культивирования. 

При концентрации антисептика 31,25 мкг/мл отме-

чали увеличение плотности культур. Таким образом, 

для E. coli МПК=МБК и составляла 62,5 мкг/мл пи-

клоксидина дигидрохлорида (табл. 1).
Изолят P. aeruginosa обладал существенно боль-

шей устойчивостью к антисептику: через 24 ч и 96 ч 

культивирования рост отмечен даже при наиболь-



242 ВЕСТНИК ОФТАЛЬМОЛОГИИ 5 (2), 2021

Оригинальные статьи Original articles

шей используемой в данном тесте концентрации — 

250 мкг/мл пиклоксидина дигидрохлорида. Чувстви-

тельность к антисептику другого вида псевдомонад — 

P. luteola оказалась на уровне грамположительных 

изолятов: МПК составила 15,625 мкг/мл, а МБК — 

31,25 мкг/мл (см. табл. 1).
Инкубация E. coli или P. aeruginosa (108 КОЕ/мл) 

непосредственно в неразведенных глазных каплях 

с содержанием 500 мкг/мл пиклоксидина дигидро-

хлорида в течение 15 мин приводила к полной по-

тере жизнеспособности бактерий (табл. 2), что под-

тверждалось при последующем высевании и культи-

вировании изолятов на твердой питательной среде 

при 37°C в течение 24 ч.

Увеличение времени инкубации бактерий с ан-

тисептиком до 60 мин позволило достичь полной 

инактивации микроорганизмов при сниженной 

в 16 раз концентрации пиклоксидина дигидрохло-

рида (31,25 мкг/мл; глазные капли с разведением 

1:16 натрий-фосфатным буфером). Полученные дан-

ные свидетельствуют о том, что для достижения пол-

ной инактивации грамотрицательных бактерий в бу-

ферном растворе требуются более низкие концентра-

ции пиклоксидина дигидрохлорида по сравнению 

с жидкой питательной средой. Очевидно, компо-

ненты питательной среды влияют на процесс взаимо-

действия пиклоксидина дигидрохлорида с бактери-

альными клетками, ослабляя действие антисептика.

В отсутствие антисептика клетки бактерий несли 

отрицательный поверхностный заряд: дзета-по-

тенциал составлял –14,7 мВ для E. coli и –24,2 мВ 

для P. aeruginosa. При добавлении возрастающих 

количеств пиклоксидина дигидрохлорида наблю-

дали сдвиг дзета-потенциала клеток E. coli в сто-

рону менее отрицательных (нейтральных) значений 

(см. табл. 2, рис. 1). В неразведенном препарате глаз-

ных капель, содержащих 500 мкг/мл пиклоксидина 

 дигидрохлорида, клетки E. coli принимали положи-

тельный заряд: +3,3 мВ. Нейтрализация дзета-по-

тенциала клеток P. aeruginosa происходила только 

в  неразведенном препарате глазных капель, содер-

жащих 500 мкг/мл пиклоксидина дигидрохлорида, 

при этом клетки P. aeruginosa приобретали слабо-

отрицательный дзета-потенциал: –3,12 мВ.

Ультраструктура бактериальных клеток 
при воздействии пиклоксидина дигидрохлорида

У клеток E. coli, потерявших способность к колоние-

образованию при воздействии 500 мкг/мл пиклоксидина 

дигидрохлорида в течение 15 мин или 31,25 мкг/мл в те-

чение 60 мин, наблюдали образование пор в клеточных 

стенках размером 23—82 нм, разрывы клеточных стенок 

на полюсах клеток, уменьшение длины клеток (рис. 2).

Таблица 1. Минимальные подавляющие рост и минимальные бак-
терицидные концентрации пиклоксидина дигидрохлорида в отно-
шении конъюнктивальных изолятов бактерий при росте на жид-
кой питательной среде
Table 1. Minimal growth suppressing and antibacterial concentrations of pi-
cloxydine dihydrochloride in respect of conjunctival isolates of the bacteria 
growing in liquid nutrient medium

Изоляты МПК, мкг/мл МБК, мкг/мл

Escherichia coli 62,5 62,5

Pseudomonas luteola 15,625 31,25

Pseudomonas aeruginosa Больше 250 Больше 250

Staphylococcus aureus
(данные по 5 изолятам)* 15,625 15,625

КНС (данные по 43 изолятам)* 15,625 15,625

Примечание. * — по данным [2, 3]; МПК — минимальная подавляющая кон-

центрация; МБК — минимальная бактерицидная концентрация; КНС — 

коагулазонегативные стафилококки.

Таблица 2. Бактерицидное и нейтрализующее поверхностный заряд клеток действие пиклоксидина дигидрохлорида при инкубации 
конъюнктивальных изолятов бактерий в глазных каплях без разведения (500 мкг/мл пиклоксидина дигидрохлорида)
Table 2. Antibacterial and neutralizing superficial cell charge action of picloxydine dihydrochloride during incubation of conjunctival isolates of bacteria 
in eye drops without dilution (500 µg/ml of picloxydine dihydrochloride)

Изоляты

Инкубация

без пиклоксидина дигидрохлорида
с добавлением пиклоксидина дигидрохлорида

500 мкг/мл в течение 15 мин

КОЕ/мл Дзета-потенциал, мВ КОЕ/мл Дзета-потенциал, мВ

Escherichia coli 108 –14,7 0 +3,3

Pseudomonas aeruginosa 108 –24,2 0 –3,1

Примечание. КОЕ — колониеобразующие единицы.

Рис. 1. Дзета-потенциал клеток E. coli и P. aeruginosa в присутствии 
10—500 мкг/мл пиклоксидина дигидрохлорида и без него.
Fig. 1. Zeta potential of E. coli and P. aeruginosa cells without and in presence 
of 10-500 μg/ml of picloxydine dihydrochloride.
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Рис. 2. Результат сканирующей электронной микроскопии. Морфология клеток E. coli.
а1, а2 — без воздействия пиклоксидина дигидрохлорида; при воздействии пиклоксидина дигидрохлорида: б1, б2 — 500 мкг/мл 15 мин; б3, б4 — 31,25 мкг/мл 60 мин.

Fig. 2. Results of scanning electron microscopy. Morphology of E. coli cells.
a1, a2 — without using picloxydine dihydrochloride; with picloxydine dihydrochloride: b1, b2 — 500 μg/ml for 15 minutes; b3, b4 — 31.25 μg/ml for 60 minutes.
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Рис. 3. Результат сканирующей электронной микроскопии. Морфология клеток P. aeruginosa.
а1, а2 — без воздействия пиклоксидина дигидрохлорида; при воздействии пиклоксидина дигидрохлорида: б1, б2 — 500 мкг/мл 15 мин; б3, б4 — 31,25 мкг/мл 60 мин.

Fig. 3. Results of scanning electron microscopy. Morphology of P. aeruginosa cells.
a1, a2 — without using picloxydine dihydrochloride; with picloxydine dihydrochloride: b1, b2 — 500 μg/ml for 15 minutes; b3, b4 — 31.25 μg/ml for 60 minutes.
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У клеток P. aeruginosa, которые инактивирова ли 

пиклоксидина дигидрохлоридом в концентрации 

31,25 мкг/мл в течение 60 мин, наблюдали уменьшение 

длины клеток (рис. 3). При воздействии 500 мкг/мл пи-

клоксидина дигидрохлорида (неразведенные глазные 

капли) происходило слипание клеток, образование кон-

гломератов клеток, погруженных в аморфное вещество.

Обсуждение

Бактерии-комменсалы глазной поверхности играют 

роль в поддержании гомеостаза, а нарушение микро-

биоценоза (дисбиоз), вызванное каким-либо забо-

леванием или применением лекарственных средств 

( антисептиков, антибиотиков, противовоспалитель-

ных препаратов), может приводить к развитию вос-

палительной реакции.

Бактерии рода Pseudomonas, которые обычно 

не являются частью нормальной микрофлоры глаза, 

тем не менее обнаружены во многих исследованиях, 

даже в тех, в которых использовались строгие проце-

дуры фильтрации, что подтверждает гипотезу о том, 

что глазная поверхность регулярно подвергается воз-

действию потенциально опасных микроорганизмов 

и должна им противостоять [40].

В настоящее время соблюдение строгих пра-

вил асептики и антисептики с применением мест-

ного антисептика повидон-йода является признан-

ным методом профилактики эндофтальмита после 

внутриглазных хирургических вмешательств [29, 37]. 

Повидон-йод обладает следующими достоинствами: 

(1) отсутствием риска селекции устойчивых бактерий, 

(2) широким антимикробным спектром и (3) корот-

ким сроком реализации бактерицидного эффекта [28]. 

Повидон-йод проявляет бактерицидный эффект в те-

чение 15—120 с, в то время как для достижения такого 

же эффекта антибактериальным глазным каплям с ан-

тибиотиками требуется 15—60 мин [41]. Хлоргексидин, 

катионный антисептик из группы бигуанидов, также 

успешно зарекомендовал себя как средство для стери-

лизации глазной поверхности при проведении опера-

ций. Однако в исследовании, проведенном К.Г. Кося-

ковой и соавт., установлен высокий уровень устойчи-

вости грамотрицательных бактерий к хлоргексидину 

(МИК
90

 от 16 мг/л до 256 мг/л) [42]. В тестах in vitro 

мы показали высокую бактерицидную активность дру-

гого бигуанида, пиклоксидина дигидрохлорида, в от-

ношении конъюнктивальных изолятов стафилокок-

ков при концентрациях 15,6—31,2 мкг/мл, близких 

к таковым для хлоргексидина. В этих концентрациях 

пиклоксидина дигидрохлорид обладает деструктив-

ным свойством в отношении поверхностных структур 

КНС, преобладающих в микробиоме глаза [2].

В данном исследовании мы установили, что чув-

ствительность E. coli к антисептику выше по сравне-

нию с P. aeruginosa, однако при воздействии препарата 

в концентрации 500 мкг/мл (в составе глазных капель) 

в течение 15 мин происходила полная гибель обеих 

бактерий. При сравнении с результатами, получен-

ными в аналогичном исследовании грамположительной 

флоры [2], чувствительность грамотрицательной флоры 

к пиклоксидина дигидрохлориду оказалась ниже, чем 

у грамположительных стафилококков. Бактерицидный 

эффект пиклоксидина дигидрохлорида по отношению 

к P. aeruginosa достигался только при воздействии пол-

ной концентрации препарата в глазных каплях.

Клеточные стенки являются первой линией за-

щиты бактерий от действия различных биоцидов. 

У грамотрицательных видов клеточные стенки со-

держат наружную мембрану — асимметричный би-

слой, внешний листок которого построен преиму-

щественно из липополисахаридов. Как показано 

для P. aeruginosa, снижение общей проницаемости 

наружной мембраны является одним из механизмов 

выработки перекрестной резистентности к антими-

кробным агентам [43]. В то же время отрицатель-

ный заряд клеточных стенок бактерий способствует 

электростатическому связыванию положительно за-

ряженных молекул биоцидов, например антисепти-

ков из группы бигуанидов. Как показано в данном 

исследовании, в присутствии 10—500 мкг/мл пи-

клоксидина дигидрохлорида происходит нейтра-

лизация отрицательного дзета-потенциала E. coli, 
а при 500 мкг/мл — P. aeruginosa. Уменьшение  заряда 

поверхности бактериальных клеток приводит к их сли-

панию, что мы наблюдали у обоих видов бактерий 

при обработке пиклоксидина дигидрохлоридом.

Для хлоргексидина показано, что молекулы этого 

бигуанида быстро, в течение 20 с, поглощаются клет-

ками бактерий, преодолевают (вероятно, путем пас-

сивной диффузии) клеточную стенку и наружную 

мембрану, атакуя цитоплазматическую мембрану [44]. 

Последняя является основной мишенью бигуани-

дов [44—47], в то время как повреждения наружной 

мембраны, как предполагалось, не критичны и не вы-

зывают лизиса клеток [44]. Действительно, мы не на-

блюдали видимых нарушений целостности клеточных 

стенок у инактивированных пиклоксидина дигидро-

хлоридом клеток P.  aeruginosa (см. рис. 3). У некоторых 

клеток E. coli, обработанных пиклоксидина дигидро-

хлоридом в концентрации 500 мкг/мл в течение 15 мин, 

обнаруживались повреждения клеточных стенок в виде 

пор и разрывов на полюсах, которые особенно ярко про-

являлись при длительных, до 60 мин, сроках обработки 

 пиклоксидина дигидрохлоридом даже в сниженной 

до 31,25 мкг/мл концентрации (см. рис. 2). Катионные 

антисептики хлоргексидин и пиклоксидина дигидрохло-

рид связываются с содержащей отрицательно заряжен-

ные липиды цитоплазматической мембраной бактерий 

за счет электростатических сил. Методами молекуляр-

ного моделирования нами показано, что при действу-

ющих концентрациях антисептиков, соответствующих 

соотношению с липидами 1:4, 1:8 и 1:24, молекулы ан-

тисептиков полностью адсорбируются на мембране, 
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принимая форму скобы, при этом их незаряженные 

участки ориентированы в сторону гидрофобной части 

бислоя, а положительно заряженные группы колока-

лизованы с отрицательно заряженными фосфатными 

группами липидов на поверхности мембраны. Внедре-

ние молекул антисептиков вызывало локальные флук-

туации толщины мембраны, подвижности липидов, 

снижало порог электропорации бактериальных мем-

бран [48]. На снимках, полученных в настоящей работе 

при исследовании морфологии клеток с помощью ска-

нирующей электронной микроскопии, видно, что инак-

тивированные пиклоксидина дигидрохлоридом клетки 

P. aeruginosa окружены аморфным веществом, что, оче-

видно, отражает выход содержимого клеток через раз-

рушенную цитоплазматическую мембрану.

Заключение

В данном исследовании in vitro впервые иссле-

дованы эффективность и механизм бактерицидного 

действия антисептика пиклоксидина дигидрохлорида 

в отношении грамотрицательных конъюнктиваль-

ных изолятов. Результаты исследования позволяют 

сделать вывод о достаточно высоком бактерицидном 

потенциале антисептика. Это открывает перспективу 

использования данного антисептика как альтерна-

тивы частому профилактическому использованию 

местных антибактериальных средств без риска вы-

работки лекарственной устойчивости микрофлоры 

глазной поверхности, в частности при проведении 

ежемесячных курсов интравитреальных инъекций.
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