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Аннотация

Установлена возможность улучшения противовирусного эффекта при комбиниро-
вании эндонуклеазы грамотрицательных бактерий Serratia marcescens и «Повидон-
йода», обладающих собственным противовирусным эффектом. Сравнительный анализ
противовирусного эффекта показал, что комбинирование препаратов почти в 10 раз
сокращает время достижения результата, получаемого с каждым из препаратов по от-
дельности. Обнаружена прямая зависимость вирулицидного эффекта «Повидон-йода»
и эндонуклеазы от содержания активного вещества и времени инкубации с фаговой
суспензией и отсутствие зависимости от плотности вирусной суспензии.
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Введение

«Повидон-йод» – один из самых эффективных йодосодержащих антисеп-
тических средств широкого спектра действия в отношении микроорганизмов
различных групп включая энтеро- или аденовирусы, вирусы гриппа, полиомие-
лита, герпеса и др. [1]. Случаев развития резистентности микроорганизмов к
«Повидон-йоду» не описано, что выгодно отличает его от антисептиков, со-
держащих антибиотики [2]. Он реже, чем антибиотики, вызывает аллергию [3].
Антисептическое действие «Повидон-йода» обусловлено сильным окислитель-
ным эффектом, что часто ограничивает сферы его применения, поскольку «По-
видон-йод» может вызвать раздражение контактирующих с ним органов и тка-
ней [4]. К расширению сфер его применения, вероятно, могло бы привести ос-
лабление раздражающего действия за счет снижения содержания активного
компонента и комбинирование с другим препаратом. Снижение содержания
активного вещества понижает вирулицидную активность [5]. Компенсировать
снижение эффективности, вероятно, можно, дополнив действие одного препа-
рата другим [6]. В качестве такого препарата была выбрана эндонуклеаза гра-
мотрицательных бактерий Serratia marcescens – одна из наиболее изученных
бактериальных нуклеаз, применяемая в биохимических исследованиях и моле-
кулярной биологии, а также в сельском хозяйстве в качестве противовирусного
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препарата [7–13]. Очевидной также является необходимость сочетания противо-
вирусного действия с борьбой против бактериальных, грибковых и инвазионных
поражений, часто имеющих комбинированный характер. Именно поэтому акту-
альной задачей и целью настоящего исследования являлась проверка совмести-
мости фермента эндонуклеазы Serratia marcescens и фармакологического соеди-
нения «Повидон-йодa» с последующим созданием комплексного препарата. Для
достижения цели в качестве модели была выбрана система фаг/хозяин вклю-
чающая бактерии Escherichia coli BL21(DE3)pLysS и бактериофаг λ bII.

1. Материалы и методы

В исследовании использовали «Повидон-йод» (коммерческое название
«Бетадин») в виде 10%-ного раствора с концентрацией активного йода 1%.

Грамотрицательные бактерии Serratia marcescens (сем. Enterobacteriaceae),
штамм W 1050, профессором М. Бенедиком (M. Benedik), Хьюстонский уни-
верситет (США), система фаг/хозяин, включающая бактерии Escherichia coli
BL21(DE3)pLysS и бактериофаг λ bII, была разработана и любезно предостав-
лена профессором Ю. Джозефсен (J. Josephsen), Королевский университет вете-
ринарии и сельского хозяйства (Дания). Эндонуклеазу S. marcescens (изоформа
Sm1) получали, как описано ранее [14].

Для подготовки бактериальной суспензии бактерии инкубировали 24 ч на
среде LB с 0.005%-ным ампициллином при 37 °С без принудительной аэрации,
затем добавляли двукратный объем свежей среды LB с 0.005%-ным ампицил-
лином и инкубировали 12 ч при тех же условиях.

Для получения фаговой суспензии инфицированную фагом бактериальную
суспензию центрифугировали 15 мин при 5 тыс. об/мин и отделяли супернатант.

При определении зависимости вирулицидного эффекта от концентрации ак-
тивного вещества вирусную суспензию, разведенную питательной средой в 10 раз,
смешивали с равным объемом «Повидон-йода» без разведения и разведенного
последовательно дистиллированной водой в 10, 100, 1000, 10000, 100000, 1000000
раз или раствором эндонуклеазы в 0.1 М Трис-HCl буфере, рН 8.5, содержащим
0.01 М MgSO4, с активностью 100, 5000, 10000 и 100000 ед./мл и инкубировали
6 мин при комнатной температуре. Затем смесь добавляли к заранее подготов-
ленной бактериальной суспензии, инкубировали 30 мин при 37 °С и определяли
число жизнеспособных фаговых частиц. Контролем служила интактная вирус-
ная суспензия.

При установления зависимости вирулицидного эффекта от времени инку-
бации вирусную суспензию смешивали с равным объемом эндонуклеазы с ак-
тивностью 10000 ед./мл или «Повидон-йода», предварительно разведенного в
100000 раз дистиллированной водой, и инкубировали 6 мин, 60 мин, 6 ч, 24 ч
в темноте для предотвращения распада действующего вещества «Повидон-йода»
под действием света. Затем определяли число жизнеспособных бактериофагов.

Действие препаратов в зависимости от плотности фаговой суспензии иссле-
довали аналогично определению зависимости вирулицидного эффекта от кон-
центрации активного вещества, используя вирусную суспензию без разведения.
«Повидон-йод» предварительно разводили в 100 раз дистиллированной водой.
Использовали раствор эндонуклеазы здесь и далее с активностью 10000 ед./мл.
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Действие препаратов в зависимости от объемного соотношения с фаговой
суспензией исследовали аналогично определению зависимости вирулицидного
эффекта от концентрации активного вещества, при соотношениях препарат :
фаг, равных 1 : 1 и 5 : 1. «Повидон-йод» предварительно разводили дистилли-
рованной водой в 100 раз.

Комбинированное действие препаратов исследовали, предварительно смешав
в равных частях «Повидон-йод», разведенный в 100000 раз, и раствор эндонук-
леазы. Затем к полученной смеси добавили равный объем суспензии бактерио-
фагов и через 6 мин инкубации определяли снижение жизнеспособности фаго-
вых частиц стандартным методом.

Статистическую обработку результатов проводили с помощью подпро-
граммы статистического анализа графической программы Sigma plot 8.0 и про-
граммы Microsoft Excel. Сравнение полученных результатов проводили с исполь-
зованием параметрических критериев различия (оценка достоверности разно-
сти td, критерий Стьюдента с поправкой Бонферрони для множественного срав-
нения). Для оценки достоверной разницы групп данных принимали достаточным
уровень значимости p = 0.05 для достоверной разницы групп данных. На графике
представлены 95%-ные доверительные интервалы для истинных средних.

2. Результаты и их обсуждения

Как видно из рис. 1, наблюдается прямая зависимость вирулицидного эф-
фекта «Повидон-йода» от его концентрации. Так, исходный или разведенный в
10 раз препарат, содержащий соответственно 10% или 1% повидон-йода, вызы-
вал полную утрату жизнеспособности фагов, о чем свидетельствовало отсутст-
вие стерильных пятен в обоих вариантах опыта. При разведении препарата в
102 – 106 раз вирулицидный эффект снижался пропорционально разведению,
увеличивая жизнеспособность фаговой суспензии на 50–85% по сравнению с
двумя предыдущими вариантами1.

Увеличение плотности вирусной суспензии на порядок не оказывало влия-
ния на эффективность действия ни «Повидон-йода», что видно из результатов,
представленных в табл. 1, ни эндонуклеазы (табл. 2).

Напротив, при изменении соотношения объемов «Повидон-йода» и вирусной
суспензии, что достигнуто пятикратным увеличением объема «Повидон-йода»,
наблюдали достоверное увеличение вирулицидного эффекта, составляющее
12% (рис. 2).

Эффект возрастал и с увеличением времени инкубации фаговой суспензией
с «Повидон-йодом», предварительно разбавленным в 100000 раз. Как видно из
рис. 3, через 6 мин контакта число жизнеспособных вирусов уменьшалось почти
на 25%, через 1 ч – дополнительно на 20%. Через 6 ч в суспензии оставалось
около 14% жизнеспособных фагов. Инкубация в течение суток приводила к пол-
ной утрате их жизнеспособности. Таким образом, при любом исследованном
нами времени инкубации «Повидон-йода» с вирусной суспензией наблюдался
вирулицидный эффект.

                                                     
1 Здесь и далее за 100% принимается жизнеспособность фаговой суспензии без инкубации с «Повидон-

йодом» – контроль.
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Рис. 1. Зависимость вирулицидного действия «Повидон-йода» от его концентрации
(n = 9); звездочкой здесь и на остальных рисунках отмечены группы, различающиеся
статистически значимо, p = 0.0083

Табл. 1
Эффективность действия «Повидон-йода» при разном содержании вирусных частиц.
Здесь дано среднее значение ± стандартная ошибка (M ± m), n = 10, Р = 0.95

Разведение вирусной
суспензии, раз

Содержание
«Повидон-йода», %

Число стериль-
ных пятен

Выживаемость,
%

0 (контроль) 513.0 ± 4.0 100Без разведения
0.1 (опыт) 223.0 ± 8.0 43.5 ± 1.6

0 (контроль) 50.6 ± 6.8 10010
0.1 (опыт) 24.6 ± 4.1 48.1 ± 1.5

Основываясь на выборочных параметрах по критерию значимости, выборки с 95%-ной достоверностью
отличаются между собой.

Табл. 2
Вирулицидный эффект эндонуклеазы в зависимости от плотности фаговой суспензии

Разведение фаговой
суспензии, раз

Вариант Число стериль-
ных пятен

Выживаемость,
%

Контроль 513.0 ± 4.0 100Без разведения
Опыт 258.0 ± 9.0 50.3 ± 2.1

Контроль 60.3 ± 7.2 10010
Опыт 29.8 ± 4.2 49 ± 1.8

По критерию значимости зависимости между случайными величинами нет.

Исследование зависимости вирулицидного действия от активности эндо-
нуклеазы показало прямую зависимость от активности фермента в интервале
100–100000 ед./мл, как видно из рис. 4. Наилучший вирулицидный эффект был
установлен при использовании препарата с активностью 100000 ед./мл.

Так же как и при инкубации с «Повидон-йодом», вирулицидный эффект
возрастал с увеличением времени инкубации с эндонуклеазой и достигал 100%
при инкубации в течение суток (рис. 5). Таким  образом,  полученные  резуль-
таты свидетельствовали о том, что увеличение времени инкубации с  препаратом
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Рис. 2. Действие «Повидон-йода» при разных соотношениях объемов «Повидон-йода»
и вирусной суспензии (n = 12), p = 0.016

Рис. 3. Зависимость вирулицидного эффекта «Повидон-йода» от времени инкубации
(n = 9), p = 0.0125

положительно влияет на вирулицидное действие эндонуклеазы, хотя необхо-
димо отметить, что значительная утрата жизнеспособности наблюдалась уже
через 6 мин инкубации.

Комбинирование «Повидон-йода» с эндонуклеазой существенно улучшило
результат. Как видно из рис. 6, при 6-минутной инкубации с комбинированным
препаратом выживаемость вирусной суспензии снижается по сравнению с каж-
дым из отдельно взятых препаратов. При этом вирулицидный эффект комби-
нированного препарата увеличивается на 10% по сравнению с эффективностью
эндонуклеазы и на 23% по сравнению с эффективностью «Повидон-йода», что
эквивалентно эффекту «Повидон-йода» с содержанием активного вещества, в
100 раз большим, чем в комбинированном препарате.

контроль
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Рис. 4. Зависимость вирулицидного эффекта эндонуклеазы от ее активности (n = 9),
p = 0.01

Рис. 5. Зависимость вирулицидного эффекта эндонуклеазы от продолжительности ин-
кубации (n = 9), p = 0.0125

Рис. 6. Вирулицидная активность «Повидон-йода», эндонуклеазы и комбинированного
на их основе препарата (n = 9), p = 0.0125

контроль
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Таким образом, настоящим исследованием показана перспективность соз-
дания комбинированного препарата на основе «Повидон-йода» и эндонуклеазы
Serratia marcescens, вирулицидная активность которого выше, чем активность
каждого из составляющих его препаратов, взятых по отдельности, отличающе-
гося от «Повидон-йода» пониженным окислительным эффектом, что защищено
патентом РФ [6].
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* * *

ANTIVIRAL EFFECT OF ENDONUCLEASE COMBINED WITH “BETADINE”

E.F. Zainutdinova, I.A. Rassokhina, M.N. Filimonova

Abstract

It is established that the combination of endonuclease from gram negative bacteria Serratia marcescens
and “Betadine” results in improved antiviral effect compared with that of each individual preparation.
The analysis shows that the combination of the preparations leads to an approximately tenfold decrease
in the time of achieving the result obtained with each preparation separately. A direct dependence of the
virulicidal effect of “Betadine” and the endonuclease on the amount of active substance and the time
of incubation with the phage suspension, and the absence of a dependence on the density of the viral
suspension were found.

Keywords: Serratia marcescens, Povidone-iodine, “Betadine”, endonuclease, antiviral effect.
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