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Резюме
Введение. Инфекционные отиты наружного и среднего уха способны вызывать потерю слуха, что существенно снижает качество 
жизни пациентов. Основными возбудителями острого бактериального отита являются Pseudomonas aeruginosa и Staphylococcus aureus. 
Статья посвящена разработке и изучению новой лекарственной формы для лечения инфекционных отитов, содержащей бактериофаги, 
лизирующие бактериальные штаммы Pseudomonas aeruginosa. Препараты бактериофагов могут быть альтернативой препаратам 
антибиотиков местного действия, использующихся в оториноларингологической практике по всему миру. В качестве перспективной 
лекарственной формы для инстилляции в ушной проход рассматривались ушные капли. 
Цель. Целью работы является разработка лекарственной формы бактериофагов Pseudomonas aeruginosa для местного лечения 
инфекционных отитов.
Материалы и методы. Действующими веществами разрабатываемого препарата являются бактериофаги, лизирующие 
бактериальные штаммы Pseudomonas aeruginosa: РА5 и РА10, полученные методом выращивания на плотной питательной среде в 
матрасах с последующей стерилизующей фильтрацией через мембранный фильтр (0,22 мкм) и освобождением от эндотоксина на 
хроматографической колонке. Для получения экспериментальных составов использовались эксципиенты, не вызывающие падения 
титра бактериофагов – растворитель вода очищенная, модификаторы вязкости глицерин (ООО ТД «ХИММЕД», Россия) и смесь 
макрогола 6 и глицерил каприлокапрата марки Softigen® 767 (CREMER, Германия), антиоксидант этилендиаминтетрауксусная кислота 
(ЭДТА), консерванты нипагин и нипазол. Полученные образцы стандартизовали по фармакопейным показателям, рекомендуемым 
для лекарственной формы капли: плотность, рН, вязкость. Для всех экспериментальных составов изучали стабильность титра 
бактериофагов по методу Грациа в течение 12 месяцев, также исследовали местораздражающее и системное действие на пяти 
кроликах самцах породы шиншилла.
Результаты и обсуждение. В результате проведенных исследований получено четыре экспериментальных состава ушных капель с 
коктейлем бактериофагов РА5 и РА10. Оптимальным технологическими характеристиками обладал состав, содержащий глицерин в 
качестве модификатора вязкости в концентрации 10,0 %. Для этого образца установлены стабильность титра бактериофагов РА5 и РА10, 
отсутствие местнораздражающего и системного действия.
Заключение. По итогам проведенных исследований лекарственная форма может быть рекомендована к проведению доклинических 
исследований, а после проведения дополнительных испытаний на других бактериофагах – для применения в персонализированной 
фаготерапии.
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Abstract
Introduction. Infectious otitis externa and middle ear can cause hearing loss, which significantly reduces the quality of life of patients. The main 
causative agents of acute bacterial otitis media are Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus. This article is devoted to the development 
and study of a novel dosage form for treatment of infectious diseases of the external ear containing bacteriophages that lyse bacterial strains of 
Pseudomonas aeruginosa. Ear drops were considered as a promising dosage form for instillation into the ear canal.
Aim. The aim of the work is to develop a dosage form of Pseudomonas aeruginosa bacteriophages for the local treatment of infectious otitis 
media.
Materials and Methods. The active substances of the developed drug are bacteriophages that lyse bacterial strains of Pseudomonas aeruginosa: 
PA5 and PA10, which were obtained by growing on a solid growth medium in mattress flasks with subsequent sterilizing filtration through a 
membrane filter (0,22 µm) and elimination of endotoxins on a chromatographic column. To obtain experimental compositions, excipients that 
do not cause a drop in the titer of bacteriophages were used – purified water as the solvent, viscosity modifiers: glycerol (CHIMMED, Russia) and 
a mix of macrogol 6 and glyceryl caprilocaprate brand Softigen 767 (Cremer, Germany), antioxidant Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 
preservatives nipagin and nipazole. The obtained samples were standardized according to pharmacopoeial indicators, recommended for the 
dosage form "drops" – density, pH, viscosity. For all experimental compositions, the stability of the titer of bacteriophages was studied by the Gratia 
method for 6 months. The local irritation and systemic effects were also studied on five chinchilla male rabbits. 
Results and discussion. As a result of the conducted research, four experimental compositions of ear drops with a cocktail of bacteriophages PA5 
and PA10 were obtained. The optimal technological characteristics were observed in the composition containing glycerol as a viscosity modifier 
at a concentration of 10,0 %. For optimal composition, the stability of the bacteriophages cocktail titer, local irritating and systemic effects were 
analyzed. The study revealed stability of the bacteriophages PA5 and PA10 titers in the composition of dosage form, and absence of local irritating 
and systemic effects of ear drops.
Conclusion. The dosage form can be recommended for preclinical studies. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Инфекционные отиты наружного и среднего 

уха являются социально значимыми заболевани- 
ями  – ежегодно поражая около 31 миллиона чело-
век по всему миру, они способны вызывать поте-
рю слуха, что существенно снижает качество жизни 
пациентов [1–3]. 

Основными возбудителями острого бактери-
ального отита являются Pseudomonas aeruginosa и 
Staphylococcus aureus. Эти бактериальные агенты об-
разуют биопленки с другими отопатогенами и уси-

ливают врожденные воспалительные реакции, кото-
рые могут способствовать хроническому развитию 
среднего отита и прогрессированию гнойного вос-
паления  [2]. В ряде случаев Pseudomonas aeruginosa 
вызывает также злокачественный наружный отит  – 
тяжелое заболевание, при котором летальность со-
ставляет до 10 %. В странах с высоким уровнем 
дохода клинические рекомендации по лечению на-
ружного и среднего отита включают антибиотикоте- 
рапию и применение пневмококковой конъюгиро-
ванной вакцины [2]. 

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology



76 РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2022. Т. 11, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2022. V. 11, No. 2

Следует отметить, что инфекции, вызванные Pseu-
domonas aeruginosa и Staphylococcus aureus, зачастую 
плохо поддаются антибактериальной терапии в связи 
с множественной резистентностью, они устойчивы к 
действию многих аминогликозидов, цефалоспоринов 
и фторхинолонов, что снижает эффективность лечеб-
ных мероприятий у больных [3, 4].

Применение местных препаратов позволяет до-
стичь более высокой концентрации антибактериаль-
ного препарата в очаге инфекции, а в результате от-
сутствия длительного воздействия на бактериальный 
агент лекарственного вещества в субтерапевтичес- 
кой дозе сводится к минимуму возможность разви-
тия резистентности [3]. Местное лечение инфекцион-
ных отитов рекомендуется в случае наружного отита  
и среднего отита с достаточной величиной перфора-
ции барабанной перепонки [2, 3]. 

Альтернативой препаратам антибиотиков мест-
ного действия, использующимся в оториноларин-
гологической практике по всему миру, могут быть  
ушные капли с бактериофагами. Ушные капли явля-
ются удобной лекарственной формой для пациентов 
разных возрастов, обеспечивающей достижение мак-
симальной концентрации в очаге воспаления в ко-
роткие сроки [5]. Фаготерапия успешно использует-
ся во многих странах мира в качества инструмента  
преодоления антибиотикорезистентности и может 
применяться в рамках реализации персонализиро-
ванного подхода к лечению пациента [6].

Целью работы является разработка лекарствен-
ной формы бактериофагов Pseudomonas aeruginosa 
для местного лечения инфекционных отитов. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Действующими веществами разрабатываемого 

препарата являются бактериофаги, лизирующие бак-
териальные штаммы Pseudomonas aeruginosa: РА5 и 
РА10, полученные методом выращивания на плотной 
питательной среде в матрасах с последующей стери-
лизующей фильтрацией через мембранный фильтр 
(0,22 мкм) и освобождением от эндотоксина на хро-
матографической колонке [7].

На основании изучения научной литературы для 
получения лекарственной формы были выбраны  
наиболее распространенные и хорошо изученные 
эксципиенты [7–9]. Анализ лекарственных препара-
тов в форме ушных капель по данным государствен-
ного реестра лекарственных средств на 2021 год по- 
казал, что наиболее часто в их состав входят следу- 
ющие вспомогательные вещества: водно-спиртовые 
растворы различной концентрации и вода очищен- 
ная в качестве растворителей, глицерин в концентра-
ции от 10 до 40 % и макроголы в качестве модифи- 
каторов вязкости, антиоксиданты – этилендиамин-
тетрауксусная кислота и ее соли, натрия тиосульфат, 
консерванты – хлорбутанола гидрат, бензалкония хло-
рид, тиомерсал, этанол, а также регуляторы рН.

В качестве растворителей и формообразующих 
веществ рассматривали возможность использования 
смесей воды очищенной и глицерина (ООО ТД «ХИМ-
МЕД», Россия) в соотношениях 1 : 2,5 и 1 : 1,25, макро-
гола 400 (ООО ТД «ХИММЕД», Россия) в соотношении 
1 : 2,5 и смеси макрогола 6 и глицерил каприлокапра-
та марки Softigen® 767 (CREMER, Германия) в соот-
ношении 1 : 2,5. В качестве антиоксиданта вводили 
этилендиаминтетрауксусная кислоту (ЭДТА), в каче-
стве консервантов использовали парабены, как един-
ственную группу стабилизаторов антимикробной 
устойчивости, разрешенную для применения в ушных 
лекарственных формах, обеспечивающую активность 
в диапазоне рН от 4 до 8 и не оказывающую литичес- 
кого действия на бактериофаги [7, 8]. В зависимости 
от возможностей производства готовую лекарствен-
ную форму можно разливать во флаконы с насадкой, 
обеспечивающей фильтрацию при эвакуации каждой 
последующей дозы, что позволит сделать препарат 
стерильным и исключить консерванты из фармацев-
тической композиции.

На первом этапе исследования изучали совме-
стимость коктейля бактериофагов в выбранными 
вспомогательными веществами. Готовили стериль-
ные водные растворы рабочих концентраций экс-
ципиентов, в которые водили коктейль бактерио-
фагов и контролировали отсутствие падения титра 
бактериофагов по методу Грациа сразу после введе-
ния спустя 24 часа и через 14 суток. Хранение экспе- 
риментальных образцов осуществляли в герметич-
но запаянных стеклянных флаконах при температуре 
+5/+8. Затем получали экспериментальные образцы 
ушных капель, в которые бактериофаги вносили пос- 
ле термической стерилизации в течение 15 мин при 
температуре 121 °С. Литическая активность бактерио- 
фагов в одной капле (0,05  мл) составила 2 × 108 БОЕ 
РА5 и 2,2 × 108 БОЕ РА10.

Для всех экспериментальных составов изучали 
стабильность титра бактериофагов в течение 12  ме-
сяцев, определяемого по методу Грациа, а также тех-
нологические характеристики лекарственной фор-
мы – значение рН потенциометрическим методом, на 
pH-метре рН-410 (АО «Аквилон», Россия) при темпе-
ратуре 20–25  °С, плотность и вязкость на капилляр-
ном вискозиметре Оствальда. 

Оценку местнораздражающего и системного 
действия проводили на пяти кроликах самцах поро-
ды шиншилла массой 3,5–4,0 кг. Уход за животными  
и их содержание осуществляли в соответствии с реко-
мендациями и требованиями Директивы 2010/63/EU 
Европейского парламента и Совета ЕС от 22 сентября 
2010  г. по охране животных, используемых в науч-
ных целях и Хельсинской декларации. Все экспери-
менты на животных были одобрены этическим коми-
тетом ФБУН МНИИЭМ им. Г. Н. Габричевского.

Для оценки местнораздражающего действия од-
нократно проводили инстилляцию 3 капель экспери-
ментального состава в одно ухо кролика, второе ухо 

Фармацевтическая технология
Pharmaceutical Technology



77РАЗРАБОТКА И РЕГИСТРАЦИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ. 2022. Т. 11, № 2
DRUG DEVELOPMENT & REGISTRATION. 2022. V. 11, No. 2

оставляли для контроля. Состояние кожи регистри-
ровали визуально ежедневно в течение пяти дней.  
Отмечали функционально-морфологические наруше-
ния кожи (эритема, отек, трещины, некроз, шелуше-
ние, сухость, изъявления).

Для разрабатываемой лекарственной формы ди-
зайном эксперимента предполагается оказание толь-
ко местного действия. Для доказательства отсутствия 
системного действия производили забор крови кро-
ликов из ушной вены через каждые 15 минут, считая 
от момента введения капель. Титр бактериофагов в 
крови определяли по методу Грациа. Титрование 
производили до 5-го разведения. Делали посев из 
«0», 1, 2, 3, 4 и 5-го разведений [7]. 

Для обработки результатов использовался па-
кет статистического анализа для Microsoft Office 
Excel 2016.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Изучение стабильности титра бактериофагов в 

присутствии изучаемых вспомогательных веществ 
показало достоверное отсутствие падения титра, по-
этому в дальнейшем эксперименте получали экспе-

риментальные образцы ушных капель на основе всех 
выбранных эксципиентов, составы приведены в таб- 
лице 1. Все образцы представляли собой прозрачные 
бесцветные или светло-коричневого цвета жидкос- 
ти, удовлетворяющие требованиям государственной 
нормативной документации.

Для бактериофагов PA5 и PA10 значение pH, 
обеспечивающее стабильность титра, составляет 
6–8  [5], этому требованию удовлетворяет только со-
став 2 с значением pH 6,63 ± 0,02. Показатели вязкос- 
ти и плотности у составов 1, 3 и 4 близки, состав 2 об-
ладает максимальными значениями плотности и вяз-
кости. С потребительской точки зрения, ушные капли 
должны обладать достаточной вязкостью, обеспечи-
вающей отсутствие вытекания из полости ушной ра-
ковины, поэтому состав 2 с показателем 3,9950 ± 
0,2  мПа ∙ с посчитали более перспективным для даль-
нейшего изучения.

Для этого состава определяли стабильность тит- 
ра бактериофагов в процессе хранения. В результа-
те проведенных исследований было установлено, что 
выбранный состав обеспечивает стабильность титра 
бактериофагов в течение 12 месяцев хранения (таб- 
лица 2). 

Таблица 1. Составы экспериментальных образцов ушных капель и показатели качества 

Table 1. The compositions of the experimental samples of ear drops and pharmacopeial quality indicators

№ 
Состав вспомогательных веществ, г

Composition of excipients, g
Плотность, г/мл

Density, g/ml
pH

Вязкость, мПа ∙ с
Viscosity, mPa · s

1 

Глицерин 10,0 
Нипагин/нипазол (1 : 3) 0,015
ЭДТА 0,025
Вода очищенная до 50,0
Glycerin 10,0 
Nipagin/nipazol (1 : 3) 0,015
EDTA 0,025
Purified water up to 50,0

1,0339 ± 0,05 5,38 ± 0,03 1,0339 ± 0,05

2

Глицерин 20,0
Нипагин/нипазол (1 : 3) 0,015
ЭДТА 0,025
Вода очищенная до 50,0
Glycerin 20,0
Nipagin/nipazol (1 : 3) 0,015
EDTA 0,025
Purified water up to 50,0

1,1622 ± 0,06 6,63 ± 0,02 3,9950 ± 0,2

3

Макрогол-400 10,0
Нипагин/нипазол (1 : 3) 0,015
ЭДТА 0,025
Вода очищенная до 50,0
Macrogol-400 10,0
 Nipagin/nipazol (1 : 3) 0,015
 EDTA 0,025
Purified water up to 50,0

1,0338 ± 0,05 3,67 ± 0,02 1,2923 ± 0,06

4 

Softigen® 767 10,0
Нипагин/нипазол (1 : 3) 0,015
ЭДТА 0,025
Вода очищенная до 50,0
Softigen® 767 10,0
Nipagin/nipazol (1 : 3) 0,015
EDTA 0,025
Purified water up to 50,0

1,0195 ± 0,05 5,74 ± 0,03 1,5675 ± 0,08
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Таблица 2. Изучение стабильности титра бактериофагов  
в ушных каплях (БОЕ / 0,05 мл) при хранении 12 месяцев

Table 2. Stability study of the titer of bacteriophages  
in ear drops (PFU / 0,05 ml) when stored for 12 months

Экспозиция
Exposition

Штаммы
Strains

24 часа
24 hours

3 месяца
3 months

6 
месяцев
6 months

12 
месяцев

12 months

РА5 2,0 × 108 1,9 × 108 1,5 × 108 3,0 × 107

РА10 2,2 × 108 2,2 × 108 1,0 × 108 1,0 × 107

Следующим этапом исследования было определе-
ние местнораздражающего и системного действия.

После однократной инстилляции трех капель ис-
пытуемого образца эритемы и отека тканей внутрен-
ней поверхности уха кроликов не наблюдалось, что 
соответствует отсутствию местнораздражающего 
действия. Для оценки системного действия проводи-
ли забор крови из ушной вены испытуемых животных  
с интервалом 15 минут в течение 1 часа после введе-
ния капель в ухо. Титр бактериофагов в крови опре- 
деляли по методу Грациа. Для штаммов РА5 и РА10  
было показано отсутствие роста негативных колоний.

Таким образом, было доказано отсутствие мест-
нораздражающего и системного действия препарата.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В ходе проведенных исследований разработан 

состав лекарственной формы с коктейлем бактери-
офагов PA5 и PA10 для применения в терапии ин-
фекционных заболеваний среднего уха, вызванных 
Pseudomonas aeruginosa, обладающая доказанным 
местным действием и отсутствием местнораздража-
ющего действия. Дальнейшее развитие темы заклю-
чается в разработке лекарственной формы, ее пока-
зателей, методик их определения и норм, а также в 
изучении вопросов стабильности в разработанной 
форме других бактериофагов для использования ее  
в качестве стандартной основы и применении в пер-
сонализированной фаготерапии больных с инфекци-
онными отитами.
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