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ИССЛЕДОВАНИЕ ПРОТИВОГРИБКОВОЙ АКТИВНОСТИ 
НОВОГО СОЕДИНЕНИЯ РЯДА СЕРЕБРЯНЫХ СОЛЕЙ 
ПИРАЗОЛ-3-КАРБОКСАМИДОВ IN VITRO

В.В. Новикова1*, А.А. Русских1

Резюме. Целью исследования являлось изучение противогрибковой активности нового перспективного соединения ря-
да пиразол-3-карбоксамидов, содержащего ион серебра, в отношении клинических изолятов Candida spp. микрометодом 
двукратных серийных разведений в жидкой среде. Представлены результаты углубленного исследования данного соеди-
нения в отношении клинических штаммов Candida аlbicans – типичного патогена, вызывающего поверхностный и инва-
зивный кандидоз, а также в отношении реже встречаемых не-albicans видов Candida spp., проявляющих резистентность к 
наиболее часто используемым антимикотикам. Изученное соединение проявило высокую антифунгальную активность, в 
том числе в отношении полирезистентных клинических изолятов (МПК 0,03–4,6 мг/л).
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Abstract. The investigation of the antifungal activity of promising new compound of some pyrazole-3-carboxamides containing the 
ion of silver, against clinical isolates of Candida spp. by means micromethod two-fold serial dilution in liquid medium was the aim of the 
study. The results of an in-depth study of these compound for clinical strains of Candida albicans, a typical pathogen that causes surface 
and invasive candidiasis, as well as for less frequent non-albicans species of Candida spp., showing resistance to the most commonly 
used antimycotics, are presented. The studied compound showed a high antifungal activity, including against to multiresistant clinical 
isolates (MIC of 0.03 to 4.6 mg/l).
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ВВЕДЕНИЕ
Клинические проявления инфекции, вы-

званной грибами Candida spp., разнообразны: от 
локального поражения слизистых оболочек до 
тяжелых форм инвазивного кандидоза с поли-
органным поражением. Преобладание Candida 
albicans в этиологической структуре поверхност-
ных и инвазивных кандидозов неоспоримо. Одна-
ко реже встречающиеся не-albicans виды Candida 
spp. – C. krusei, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis 
и др. – представляют не меньший интерес для ис-
следований с целью поиска эффективных анти-
фунгальных средств в связи с высокой резистент-
ностью данных видов ко многим используемым 
антимикотикам [1–3]. 

Инвазивный кандидоз (ИК) – патология, час- 
то встречаемая у лиц с выраженной иммуно-
депрессией. По данным Глобального фонда по 

борьбе с грибковыми инфекциями (Global Action 
Fund for Fungal Infections, GAFFI), ежегодно ИК ре-
гистрируется у более чем 750 000 человек и яв-
ляется причиной летального исхода у более чем 
350 000 человек в мире [4].

Как отмечает А.В. Веселов с соавторами [5], на 
сегодняшний день имеется четкая тенденция сни-
жения числа случаев ИК, вызванного C. albicans, и 
возрастание частоты выделения не-albicans ви-
дов. По данным европейских исследователей, 
доля C. albicans, выделенных при ИК, составляет 
45,4–70%, C.  glabrata – 9,0–21,1%, C.  parapsilosis  – 
3,7–24,9%, C. krusei – 1,6–8%. По данным российс- 
кого исследования «КРИТ» («Кандидоз в отделе-
ниях реанимации и интенсивной терапии»), до-
ля C.  albicans, выделенных из крови, составила 
только 48%, на втором и третьем местах по час- 
тоте выделения находятся C.  parapsilosis (17%) и 
C. glabrata (14%). 
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В случае поверхностных форм кандидозной ин-
фекции, в частности наиболее часто встречаемого 
вульвовагинозного кандидоза, лидирующие позиции 
в этиологической структуре, помимо C.  albicans (66–
88%), занимает C. glabrata (3,6–35,3%), реже встречают-
ся C. krusei (2–19%), C. parapsilosis (1,8–14,2%) [1–3, 6].

В настоящее время все острее встает проблема 
резистентности грибковых патогенов к используемым 
антимикотикам. По данным многоцентрового иссле-
дования, проведенного в период 2011–2015 гг. в шести 
федеральных округах России, резистентность возбу-
дителей ИК к флуконазолу составила 12%, в том чис-
ле изолятов Candida albicans – 2,3%, не-albicans видов 
Candida – 19% [7].

По данным других исследований, показатели 
чувствительности C.  albicans, выделенных из секрета 
влагалища [2], к флуконазолу составили только 61%, 
все изученные штаммы не-albicans видов Candida бы-
ли резистентны к этому препарату. Установлено про-
грессивное снижение чувствительности C.  albicans к 
флуконазолу со 100% до 70,4% в течение семилетнего 
периода наблюдения [1]. В работе [8] обсуждаются низ-
кие показатели чувствительности к флуконазолу изо-
лятов C.  albicans, выделенных от пациенток с вульво-
вагинальным кандидозом: только у 8 обследованных 
пациенток из 25 (32%) выделены штаммы C.  аlbicans, 
минимальная подавляющая концентрация (МПК) флу-
коназола в отношении которых составила 2 мг/л, что 
в соответствии с критериями EUCAST и CLSI [14, 15] 
свидетельствует о чувствительности штамма к этому 
препарату. Остальные штаммы оказались резистент-
ны или имели дозозависимую чувствительность (МПК 
флуконазола составила 4–128 мг/л).

По результатам наших исследований [3] зафикси-
рованы высокие показатели резистентности изолятов 
Candida spp., выделенных из отделяемого половых пу-
тей, к антимикотикам азолового ряда: 64,8% C. albicans 
были резистентны к клотримазолу, 88,9% – к кетоко-
назолу, 90,7% – к флуконазолу. Большинство (60–80%) 
изолятов C. glabrata проявили устойчивость к кетоко-
назолу и флуконазолу. Наиболее высокие показатели 
резистентности к флуконазолу и кетоконазолу выяв-
лены у С. krusei – 100% изолятов.

Таким образом, в настоящее время формируется 
тенденция к увеличению значимости не-albicans видов 
в этиологии кандидозов. Помимо этого, остро встает 
проблема множественной резистентности данных па-
тогенов, что определяет необходимость поиска соеди-
нений, обладающих противогрибковой активностью в 
отношении Candida spp. 

Полученные нами ранее результаты [9, 10] свиде-
тельствуют о возможности поиска эффективного про-
тивогрибкового средства среди серебряных солей 
гетероциклических соединений. Наиболее перспек-

тивным рядом можно рассматривать серебряные со-
ли пиразол-3-карбоксамидов, проявляющих высокую 
антимикотическую активность в отношении типовых и 
клинических штаммов Candida spp. [11].

Целью данного исследования было изучение ан-
тифунгальной активности нового соединения ряда се-
ребряных солей пиразол-3-карбоксамидов в отноше-
нии устойчивых изолятов Candida spp.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
В соответствии с ранее описанными методика-

ми [11] получено малотоксичное соединение RA-49, со-
держащее ион серебра.

Исследованы 40 штаммов грибов рода Candida, 
выделенных от пациентов многопрофильных кли-
ник (поликлиники и стационары) г. Перми (биосуб-
страт  – отделяемое влагалища, зева, мокрота, ис-
пражнения): 36 штаммов C. аlbicans, 3 штамма C. krusei, 
1 штамм C.  glabrata. Для первичной оценки чувстви-
тельности выделенных штаммов грибов был исполь-
зован дискодиффузионный метод – рутинный способ, 
используемый в практическом здравоохранении. По-
севы осуществляли на агар Сабуро (производитель  – 
ФБУН  ГНЦ  ПМБ, г.  Оболенск). Использовали диски 
ДИ-ПЛС-50-01 производства компании ООО «НИЦФ», 
содержащие 40  мкг амфотерицина В, 40 мкг флуко-
назола, 10 мкг клотримазола, 80 ЕД нистатина. Ино-
кулированные чашки с дисками инкубировали при 
температуре 25±1  °С в течение 40–48 ч. Интерпрета-
цию результатов осуществляли в соответствии с ин-
струкцией производителя. В настоящее исследова-
ние вошли штаммы, резистентные к одному и более 
антимикотику.

Исследование противогрибковой активности из-
учаемого соединения, проявившего высокую антими-
котическую активность в отношении типового штам-
ма C.  аlbicans АТСС 885-653 (МПК 0,05–0,2 мг/л), по 
отношению к указанным клиническим штаммам про-
водили микрометодом двукратных серийных разве-
дений в жидкой питательной среде в 96-луночных 
планшетах, рекомендованным [12–15], чувствитель-
ность каждого из штаммов определяли в двух повто-
рах. Посевы осуществляли на среду Сабуро (произво-
дитель  – ФБУН  ГНЦ ПМБ, г.  Оболенск). Концентрация 
микробных клеток в опыте составила (2–5)×105 КОЕ/мл. 
Для положительного контроля использовали пита-
тельную среду без противогрибкового препарата с 
внесенной исследуемой культурой, качество среды 
контролировали, применяя типовые штаммы мик- 
роорганизмов в соответствии с инструкцией по при-
менению. В качестве отрицательного контроля ис-
пользовали интактную питательную среду. План-
шеты инкубировали в термостате при температуре 
35±1  °С  [13–15]. Оценку роста культур проводили ви-
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зуально через 24 часа инкубирования в соответствии 
с [14]. В качестве значения МПК принимали концентра-
цию препарата в последней прозрачной лунке серии 
разведения. Полученные первичные результаты обра-
батывали с использованием стандартных статистичес- 
ких методов, усредняя результаты, полученные в двух 
повторах. В качестве препарата сравнения использо-
вали флуконазол, выбор которого обусловлен его вы-
сокой востребованностью в клинической практике.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе настоящего исследования выявлено, что 

изучаемое соединение проявляет высокую противо-
грибковую активность в отношении представителей 
рода Candida. Полученные результаты представлены в 
таблице 1.

Таблица 1. 

Распределение популяции исследованных  
клинических изолятов Candida spp. по значениям МПК  

к изученным соединениям

Исследуемые 
соединения

Количество штаммов с соответствующими МПК 
(мг/л)

0,025 0,05 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6 3,1 6,2 12,5 25*

Тестируемое 
соединение

15 2 2 0 2 1 4 4 4 2 4

Флуконазол 0 1 0 0 4 4 5 9 5 3 9

Примечание: * – 25 мг/л и более.

На основании данных о степени чувствительнос- 
ти (распределении значений МПК) можно рассчитать 
кумулятивные показатели чувствительности популя-
ции штаммов – МПК50 и МПК90, которые могут быть 
использованы для оценки устойчивости вида к ис-
следуемым препаратам. Установлено, что изученное 
соединение имеет значения МПК50 и МПК90, превы-
шающие по степени активности препарат сравнения 
(рисунок 1).

Ввиду типичной для не-albicans штаммов высокой 
резистентности к используемым антимикотическим 

препаратам была проанализирована противогрибко-
вая активность в отношении данных изолятов. Полу-
ченные усредненные данные представлены на рисун-
ке 2.

Вследствие особой важности проблемы разви-
тия множественной устойчивости циркулирующих 
штаммов грибов к антимикотическим препаратам бы-
ла изучена противогрибковая активность тестируемо-
го соединения по отношению к 5 полирезистентным 
(устойчивым к трем и более антимикотикам) изоля-
там по данным дискодиффузионного метода. Уста-
новлено наличие высокой противогрибковой актив-
ности по отношению к данным штаммам (таблица 2). 
Все множественно резистентные штаммы были устой-
чивы к флуконазолу и амфотерицину, МПК тестируе-
мого соединения же составила 0,03–4,6 мг/л. При этом 
можно отметить, что МПК в отношении штаммов, ре-
зистентных к клотримазолу, выше, чем в отношении 
изолятов, не проявляющих устойчивости к данному 
антимикотику.

Таблица 2.

Противогрибковая активность тестируемого соединения  
по отношению к полирезистентным изолятам Candida spp. 
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Результаты чувствительности 
изолятов к противогрибковым 
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C. аlbicans(1) 13(R**) 16(R) 15(R) 15 (S***) 0,03±0,01

C. аlbicans(2) 10(R) 17(R) 18(R) 17 (S) 0,03±0,01

C. аlbicans(3) 11(R) 16(R) 16(R) 15 (S) 0,03±0,01

C. аlbicans(4) 11(R) 20 (S) 16(R) 11 (R) 3,9±2,3

С. krusei 11(R) 19(S) 16(R) 10 (R) 4,6±1,5

Примечание: ** – резистентен, *** – чувствителен.

Рисунок 1. Кумулятивные показатели чувствительности попу-
ляции штаммов (МПК50 и МПК90) к тестируемому соединению

Рисунок 2. Чувствительность клинических изолятов Candida 
non-albicans к тестируемому соединению
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Механизм действия изучаемого соединения, воз-
можно, связан с ингибирующим воздействием сереб- 
ра на ферментные системы микроорганизмов [16]. 
Согласно литературным данным, атомы серебра спо-
собны связываться с тиольными группами некоторых 
ферментов с формированием сульфидов серебра, что 
приводит к нарушению метаболизма микроорганиз-
мов [16]. Описано также образование комплексов ну-
клеиновых кислот с серебром, вследствие чего на-
рушается пространственная структура ДНК и клетка 
утрачивает способность к делению [16]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Выявлено соединение ряда серебряных солей 

пиразол-3-карбоксамидов, проявляющее высокую ан-
тимикотическую активность в отношении полирезис- 
тентных штаммов Candida spp. представляющее инте-
рес для дальнейшего доклинического исследования: 
изучения механизма антифунгального действия, ско-
рости формирования резистентности, изучения про-
тивогрибковой активности в экспериментах in vivo.
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