
95

ОРИГИНАЛЬНЫЕ  СТАТЬИ

УДК 616.98:579.842.14-085.615.37.036
https://doi.org/10.20538/1682-0363-2021-2-95-101

Доклиническое изучение эффективности нового иммунотропного  
препарата при лечении сальмонеллезной инфекции

Теймуразов М.Г.1, Петрова Н.В.2, 3, Карелина Е.А.3, Ганина К.К.3, Тарасов С.А.2, 3,  
Эпштейн О.И.2, 3

1 Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии (ГНЦ ПМБ) 
Россия, 142279, Московская обл., Серпуховский р-н, пос. Оболенск, территория «Квартал А», 24
2 Научно-исследовательский институт общей патологии и патофизиологии (НИИОПП) 
Россия, 125315, г. Москва, ул. Балтийская, 8
3ООО «НПФ «Материа медика холдинг» 
Россия, 129272, г. Москва, ул. Трифоновская, 47, стр. 1

РЕЗЮМЕ

Цель исследования – оценить иммунорегуляторную активность экспериментального препарата на основе 
сверхвысоких разведений антител к молекулам МНС I и II в отношении Salmonella enteritidis rif92. 

Материалы и методы. Изучаемый препарат: образец сверхвысоких водно-спиртовых разведений антител 
к молекулам МНС I и II, нанесенных на порошок лактозы (теоретический уровень снижения концентрации 
исходных антител как минимум в 1024 раз). Модель – нелетальная сальмонеллезная инфекция у цыплят. 
Заражение проводили вирулентным штаммом S. enteritidis rif92 концентрацией 2,5 × 109 КОЕ/г в объеме 
0,5 мл/голову. Группы (n = 15 в каждой): 1 – препарат; 2 − препарат + антибиотик в дозировке 50%-й 
эффективной дозы (ЭД50); 3 − плацебо; 4 − плацебо + антибиотик в дозировке ЭД50; 5 − интактный 
контроль. Продолжительность эксперимента 12 сут. Изучаемые показатели: выживаемость в течение 
периода наблюдения, масса тела ежедневно, затраты корма за весь период, концентрация возбудителя 
в помете на 3, 6, 9-е сут, наличие и концентрация возбудителя в печени и слепых отростках тонкого 
кишечника, а также индекс антимикробной активности на 12-е сут.

Результаты. В группах с введением экспериментального препарата инфекционный процесс проходил в 
более легкой форме, бактериальная нагрузка у цыплят была ниже. Обсемененность помета снижалась на два 
порядка по сравнению с соответствующим контролем при добавлении препарата как в виде монотерапии, так 
и в сочетании с антибиотиком. Выявлено протективное действие препарата на печень зараженных цыплят.

Заключение. Впервые продемонстрирована выраженная иммунорегуляторная активность изучаемого 
препарата в отношении Salmonella enteritidis rif92 у цыплят. Полученные результаты позволяют 
рассматривать данный препарат в качестве перспективного агента для терапии сальмонеллезной инфекции.

Ключевые слова: сальмонеллез, сверхвысокие разведения антител, молекулы MHC I и II классов, анти-
биотики, цыплята.
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ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the immunoregulatory activity of an experimental drug based on ultra-high 
dilutions of antibodies to MHC I and MHC II molecules against Salmonella enteritidis rif92. 

Materials and methods. The drug tested: a sample of ultra-high water-alcohol dilutions of antibodies to MHC I and 
MHC II molecules applied to lactose powder (the theoretical level of the initial antibody concentration reduction 
is at least 1024 times). A model of non-lethal Salmonella infection in chickens was induced by administering a 
virulent strain of Salmonella enteritidis rif92 with a concentration of 2.5 × 109 CFU/g in the volume of 0.5 ml/bird. 
The following groups were formed (n = 15 in each group): 1 – drug; 2 – drug + antibiotic at the median effective 
dose (ED 50); 3 – placebo; 4 – placebo + antibiotic at ED50; 5 – intact control. The duration of the experiment 
was 12 days. The studied parameters included the survival rate during the observation period; daily body weight; 
feed consumption for the entire period; pathogen concentration in the litter on day 3, 6, and 9; the presence and 
concentration of the pathogen in the liver and cecum on day 12; and the index of antimicrobial activity on day 12. 

Results. In the groups receiving the experimental drug, the infectious process proceeded in a milder form and the 
bacterial load in chickens was lower. The bacterial count in the litter was reduced by two orders compared to the 
respective control when the drug was added both alone and in combination with the antibiotic. A protective effect 
of the experimental drug on the liver of the infected chickens was detected. 

Conclusion. A pronounced immunoregulatory activity of the studied drug against Salmonella enteritidis rif92 in 
chickens was demonstrated for the first time. The results obtained allow to consider the drug as a promising agent 
for the treatment of Salmonella infection. 

Key words: salmonellosis, ultra-high dilutions of antibodies, MHC class I and II molecules, antibiotics, chickens.
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Оригинальные  статьи

ВВЕДЕНИЕ
Заражение сальмонеллами происходит, как пра-

вило, в результате потребления недоброкачествен-
ных пищевых продуктов, в первую очередь яиц и 
мяса домашней птицы [1, 2–5]. Инфекционный про-
цесс обычно протекает без осложнений, но у паци-
ентов с ослабленным иммунным статусом, а также у 
детей и пожилых людей может наблюдаться тяжелая 
форма [1, 6, 7]. При заболевании в легкой форме или 
средней степени тяжести у здоровых людей терапия 
противомикробными препаратами не рекомендуется 
[8], так как большинство антимикробных препаратов 
активны против сальмонелл лишь в инкубационный 
период болезни и в начале заболевания [9]. Кроме 
того, избыточное применение противомикробных 
препаратов способствует развитию резистентности 
у возбудителя посредством множественных молеку-
лярных и генетических механизмов [1, 8, 10–12]. В 
этой связи применение препаратов, воздействующих 
на мишени, экспрессируемые иммунными клетками, 
можно рассматривать как актуальное и перспектив-
ное направление в терапии сальмонеллеза [13–17]. 

Нами проведено исследование in vivo на модели 
нелетальной сальмонеллезной инфекции у цыплят, 
целью которого было изучить активность нового ле-
карственного препарата на основе сверхвысоких раз-
ведений антител к молекулам МНС I и MHC II клас-
сов. Препарат разработан в ООО «НПФ «МАТЕРИА 
МЕДИКА ХОЛДИНГ» и обладает модулирующей 
активностью, направленной на мишени иммунных 
клеток.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Экспериментальный препарат представлял со-

бой порошок лактозы, насыщенный сверхвысокими 
разведениями антител к молекулам MHC I и II клас-
сов, полученный по следующей технологии. В каче-
стве исходной субстанции использовали аффинно 
очищенные кроличьи поликлональные антитела к 
MHC I и MHC II, из которых в дальнейшем готовили 
сверхвысокие разведения. Для получения разведе-
ния в 100 раз субстанции разводили в водно-спир-
товом растворе в соотношении 1 : 100, сопровождая 
процесс интенсивным перемешиванием. Конечные 
разведения антител к MHC I и МНС II содержат 
смесь 12, 30 и 50-го сотенного разведения. 

Таким образом, если не принимать во внимание 
выявленные особенные физико-химические аспек-
ты, характерные для высоких разведений веществ 
[18–20], то теоретический уровень снижения кон-
центрации исходных антител может составлять 1024 
раз. Полученными разведениями насыщали лактозу 

моногидрат в установке псевдоожиженного слоя. В 
качестве плацебо применяли порошок лактозы, на 
который был нанесен водно-спиртовой раствор, по-
лученный по аналогичной технологии сверхвысоких 
разведений из очищенной воды. Образцы препарата 
и плацебо поставлялись и тестировались в зашифро-
ванном виде, расшифровку проводили после окон-
чания эксперимента и проведения статистического 
анализа полученных данных. 

 Для исследования готовили 2,5%-е водные рас-
творы препарата и плацебо, которые вводили цыпля-
там перорально 1 раз/сут по 0,2 мл/голову. В каче-
стве антибактериального препарата использовали 
ципрофлоксацина гидрохлорид. В предварительно 
проведенных исследованиях была подтверждена его 
эффективность в отношении изучаемого возбудителя 
и рассчитана 50%-я эффективная доза (ЭД50). Зара-
жение проводили вирулентным штаммом Salmonella 
enteritidis rif92 из Государственной коллекции па-
тогенных микроорганизмов и клеточных культур 
(ГКПМ-Оболенск, Россия) нелетальной концентра-
цией 2,5 × 109 КОЕ/г в объеме 0,5 мл/голову.

В исследовании использовали пять групп по 15 су- 
точных цыплят кросса Кобб, полученных из ООО 
«Птицефабрика Ново-Петровская». Обычно для по-
становки in vivo моделей сальмонеллезной инфекции 
предлагается использовать грызунов [21], но штамм 
Salmonella enteritidis ассоциируется с  домашней 
птицей и птицепродуктами, которые служат источ-
ником заражения человека [4], и является одним из 
основных возбудителей пищевой токсикоинфекции 
у людей [22]. Инфекции у мышей развиваются при 
отсутствии выраженных симптомов диареи, поэтому 
модель на грызунах может иметь недостаточно ин-
формативный характер [23].

 Мы использовали методики, позволяющие оце-
нить бактериальную нагрузку внутренних органов 
для количественной оценки вирулентности: желу-
дочно-кишечный тракт цыплят является оптималь-
ной системой для изучения кишечных зооантропо-
нозных инфекций [24]. С учетом предполагаемого 
лечения в эксперименте были сформированы следу-
ющие группы цыплят: 1 – препарат; 2 – препарат + 
антибиотик; 3 – плацебо; 4 – плацебо + антибиотик; 
5 – интактный контроль. Все группы находились в 
одинаковых условиях содержания. 

Длительность исследования составила 12 сут 
(с 1-х по 12-е сут жизни цыплят). Первые двое су-
ток цыплята находились на карантине. На 3-и сут 
проводили рандомизацию на группы и заражение  
S. enteritidis  rif92 (кроме интактной группы). С 4-х 
по 9-е сут жизни цыплятам 1–4-й групп вводили 
изучаемый препарат или плацебо. В дополнение  
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к этому цыплятам 2-й и 4-й групп с 5-х по 9-е сут 
жизни вводили ципрофлоксацина гидрохлорид перо-
рально в дозе ЭД50 (0,5 мг/кг массы тела) в объеме 
0,2 мл. Экспериментальный препарат или плацебо, 
соответственно, и антибиотик вводили с интервалом 
1 ч. Изучали следующие показатели: выживаемость 
в течение эксперимента, массу тела ежедневно, за-
траты корма на 1 кг прироста за весь период наблю-
дения, концентрацию S. enteritidis rif92 в помете на 
3, 6, 9-е сут эксперимента, наличие и концентрацию 
возбудителя в печени и слепых отростках тонкого 
кишечника на 12-е сут, индекс антимикробной ак-
тивности (ИАА). 

Мониторинг колонизации кишечника бактерия-
ми S. enteritidis rif92 проводили путем бактериологи-
ческого анализа фекалий инфицированных цыплят. 
На 3, 6, 9-е сут изучали пул фекалий от всей группы, 
на 12-е сут – индивидуально после эвтаназии. Уро-
вень персистенции S. enteritidis  rif92 оценивали по 
количеству бактерий в 1 г помета. Наличие и кон-
центрацию S. enteritidis  rif92 в кишечнике опреде-
ляли согласно ISO 6887-1983 «Общее руководство 
по приготовлению разведений для микробиологиче-
ских исследований». 

Выросшие на питательных средах колонии под-
считывали и идентифицировали с использовани-
ем сальмонеллезных сывороток при проведении 
масс-спектрального анализа. Индекс антимикробной 
активности рассчитывали как отношение содержа-
ния микробных клеток в гомогенате органов в кон-
трольной группе к опытной группе по окончании 
срока наблюдения [25]. 

Статистический анализ проводился при помощи 
средств языка R версии 3.4.4. На основании первич-
ных данных выживаемости построена статистиче-
ская модель для сравнения групп по лог-ранг методу. 
В качестве поправки на множественность сравнений 
использована поправка Холма. Сравнение групп 
проводили с использованием двухфакторных линей-
ных моделей и пост-хок критерия Тьюки. Показате-
ли по массе тела для каждой группы и  концентра-
ции возбудителя в печени и содержимом кишечника 
у зараженных цыплят представлены в виде среднего 
арифметического и стандартной ошибки среднего  
M ± SE. Сравнение групп проводили с использова-
нием теста Краскела – Уоллиса и пост-хок критерия 
Вилкоксона. Различия между группами считали ста-
тистически значимыми при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Выживаемость цыплят во всех группах соста-

вила 100%. Средние значения массы тела цыплят с 
1-х по 9-е сут исследования во всех группах были 

сопоставимы. С 10-х сут масса тела в группе пре-
парата была выше, чем в других группах, при этом 
отмечали статистически значимые различия: на 
10-е сут – группа препарата от группы плацебо  
(260,0 ± 7,2 г vs 228,8 ± 8,7 г), на 11-е сут – от ин-
тактной группы (297,0 ± 8,4 г vs 263,0 ± 15,8 г) и на  
12-е сут – от групп плацебо (325,8 ± 9,6 г vs 291,9 ±  
± 10,2 г) и интактного контроля (325,8 ± 9,6 г vs 2 
87,1 ± 16,2 г). Остальные группы были сопоставимы 
по массе.

Лучшие показатели расхода корма на 1 кг приро-
ста массы тела были получены в группе препарата 
(1,28 кг), в группе «препарат + антибиотик» (1,29 кг) 
и в группе «плацебо + антибиотик» (1,27 кг). В то 
время как в группе «плацебо» данный показатель со-
ставил 1,39 кг, а в интактном контроле – 1,50 кг.

Динамика концентрации Salmonella enteritidis rif9 
в помете цыплят представлена в табл. 1.

Т а б л и ц а  1

Концентрация S. enteritidis  после заражения,  
КОЕ/г фекалий

Группа 3-и сут 6-е сут 9-е сут
Препарат, n = 15 5 × 106 2 × 102 74
Препарат + антибиотик, n = 15 5 × 106 1 × 102 32
Плацебо, n = 15 7 × 106 6 × 104 4 × 102

Плацебо + антибиотик, n = 15 5 × 106 5 × 104 39
Интактный контроль, n = 15 – – –

На 6-е сут после заражения при введении экспе-
риментального препарата в монорежиме, а также при 
его комбинации с антибиотиком удалось снизить 
концентрацию сальмонелл на четыре порядка, в то 
время как в группе «плацебо + антибиотик» только 
на два порядка. На 9-е сут присутствие S. enteritidis в 
помете цыплят сохранялось только в группе «плаце-
бо». В остальных группах концентрация возбудите-
ля отмечалась единичными колониями. 

Данные по количеству зараженных цыплят, обсе-
мененности S. enteritidis печени и наличию возбуди-
теля в кишечном содержимом по группам на момент 
окончания опыта (12-е сут после заражения) пред-
ставлены в табл. 2.

На 12-е сут после заражения присутствие возбу-
дителя в кишечнике отмечалось почти у половины 
особей в группе плацебо. Добавление антибиотика 
снизило долю (%) зараженных цыплят, однако луч-
шие результаты были получены в группах «препа-
рат» и «препарат + антибиотик», при этом в послед-
ней концентрация возбудителя была минимальной. 
В отношении обнаружения возбудителя в печени во 
всех группах отмечали низкий уровень инвазии, од-
нако лучшие результаты наблюдали в группе «пре-
парат + антибиотик».
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Антимикробная активность антибиотика, вво-
димого в дозировке ЭД50, была невысокой (группа 
«плацебо + антибиотик»). Однако добавление пре-
парата позволило увеличить ИАА в 4,0 и 7,7 раза в 

печени и кишечнике соответственно. Также отмеча-
ли высокий ИАА экспериментального препарата при 
исследовании печени, что говорит о его протектив-
ном действии при сальмонеллезной инвазии.

Т а б л и ц а  2

Показатели присутствия S. enteritidis после эвтаназии у зараженных цыплят и индекс антимикробной активности

Группа
Печень  Кишечник

n (%) Концентрация, КОЕ/г, M ± SE ИАА n (%) Концентрация, КОЕ/г, M ± SE ИАА
Препарат 2 (13,3) 18,5 ± 14,5 10,6 2 (13,3) (5,5 ± 2,5) × 103 0,4
Препарат + антибиотик 1 (6,7) 56,0 ± 0 3,6 4 (26,7) (5,0 ± 1,2) × 102 4,6
Плацебо 3 (20,0) 195,7 ± 52,3 – 7 (46,7) (2,3 ± 6,3) × 102 –
Плацебо + антибиотик 1 (6,7) 200,0 ± 0 0,9 5 (33,3) (3,8 ±  1,7) × 103 0,6
Интактный контроль – – – – – –

ОБСУЖДЕНИЕ
Мишенями для экспериментального препарата, 

изучаемого в настоящем исследовании, являются 
молекулы МНС I и МНС II классов. Основываясь 
на ранее показанных свойствах для препаратов дан-
ного класса [26, 27], экспериментальный препарат, 
очевидно, оказывает влияние на свои мишени, акти-
вируя процессинг и презентацию антигена и форми-
руя адекватный иммунный ответ при инфекционном 
процессе. MHC молекулы I класса осуществляют 
презентацию пептидных антигенных детерминант 
наивным CD8+ киллерным Т-клеткам, в то время как 
MHC молекулы II класса – наивным CD4+ Т-хелпе-
рам и Т-регуляторам [28]. Молекулы MHC-систем 
сегодня рассматриваются как одни из наиболее пер-
спективных маркеров адаптивных специфических 
иммунных реакций, в том числе процессинга и пре-
зентации антигена. Механизмы их функционирова-
ния исследуются при изучении инфекционных забо-
леваний [29–32].

В проведенном исследовании экспериментальное 
инфицирование цыплят пониженной дозировкой S. 
enteritidis rif92 привело к развитию нелетальной ин-
фекции, проявляющейся длительным (у некоторых 
цыплят до последних суток исследования) нахож-
дением возбудителя в желудочно-кишечном тракте. 
Следует отметить разницу между группами по массе 
тела цыплят как показателю общего состояния орга-
низма. У цыплят, получавших экспериментальный 
препарат, она была статистически значимо выше, 
чем в группах «плацебо» и «интактный контроль» и 
также выше, чем в группах с применением антибио-
тика. Это косвенно подтверждает развитие инфекци-
онного процесса в группе с применением экспери-
ментального препарата в более легкой форме. 

Лучшие результаты по затратам корма на 1 кг 
прироста наблюдали в группах, где проводили ле-
чение цыплят экспериментальным образцом или 

антибиотиком, а также их комбинацией. Патогенез 
данной модели связан с нарушением морфофунк-
циональных характеристик желудочно-кишечного 
тракта, а снижение затрат корма свидетельствует 
о более высокой способности кишечника к пере-
вариванию и всасыванию питательных веществ и, 
следовательно, о меньшем негативном воздействии 
заражения. Эффективность при лечении цыплят экс-
периментальным препаратом по показателю усвое-
ния питательных веществ была сопоставима с анти-
биотикотерапией или применением их комбинации. 

Терапия с применением экспериментального пре-
парата сократила сроки выздоровления цыплят. Так, 
6-е сут после заражения характеризовался биологиче-
ски значимым снижением концентрации возбудителя 
в помете на два порядка в группах с применением 
экспериментального препарата как при монотерапии, 
так и в сочетании с пониженной дозой антибиотика 
по отношению к группам с применением плацебо. 

Добавление экспериментального препарата к ан-
тибиотику позволило повысить уровень антимикроб-
ной активности последнего в 4 и 7,7 раза в печени и 
кишечнике соответственно. При этом собственный 
уровень антимикробной активности эксперимен-
тального препарата в печени был также на высоком 
уровне. Снижение сальмонеллезной инвазии печени, 
возможно, связано с протективным воздействием 
препарата на стенки желудочно-кишечного тракта, 
что препятствовало проникновению возбудителя в 
кровеносное русло и внутренние органы. Результа-
ты исследований других авторов [13–15, 33] также 
подтверждают предположение об иммунных меха-
низмах в защите против сальмонелл. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Впервые продемонстрирована выраженная им-

мунорегуляторная активность изучаемого препарата 
в отношении Salmonella enteritidis rif92. Полученные 
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результаты позволяют рассматривать данный пре-
парат в качестве перспективного агента для терапии 
сальмонеллезной инфекции как в виде самостоя-
тельного применения, так и в комбинации с анти-
биотиком.
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