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Получены комплексные противомикробные композиции, имеющие в своём составе антибиотики линезолид, рифабутин, протио-
намид, а также сополимер молочной и гликолевой кислот, D-маннитол и поливиниловый спирт. Изучена противомикробная ак-
тивность полученных полимерных композиций антибиотиков в отношении грамположительных, грамотрицательных бактерий и 
нетуберкулёзного штамма-изолята Mycobacterium spp. (R). Выявлена более высокая антибактериальная активность для поли-
мерной композиции LR−PLGA в отношении штаммов E. faecalis и S. aureus по сравнению с индивидуальными субстанциями, а для 
полимерной композиции LRP−PLGA − в отношении метициллин-устойчивого штамма S. аureus (MRSA). 
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Инфекционные заболевания продолжают 
оставаться одной из самых серьёзных проблем 
здравоохранения во всем мире. Большинство ле-
карств, используемых в терапии самых различных 
заболеваний, имеют множество серьёзных недо-
статков, связанных с низкой селективностью дей-
ствия и, как следствие, наличие многочисленных 
побочных эффектов и противопоказаний. При ре-
гулярном использовании одних и тех же препара-
тов возникает эффект привыкания, в результате 
чего лекарственные препараты перестают дей-
ствовать. Один из способов замедления развития 
резистентности, а также её преодоления связан с 
использованием комплексов (комбинаций) анти-
биотиков. 

В этой связи разрабатывались соответствую-
щие комбинированные противомикробные препа-
раты, содержащие в качестве действующего нача-
ла смеси различных антибиотиков [1–5] и др. Вме-
сте с тем даже при использовании современных 
комбинированных противомикробных препаратов 
возникают серьёзные побочные эффекты в виде 
нарушения гемопоэза, функции печени и почек. 
Для преодоления этих негативных последствий 
разработаны лекарственные препараты направ-
ленного действия, иммобилизованные на полиме-
рах [6–8]. Полимерсодержащие системы также об-
ладают пролонгированным действием за счёт за-
медленного высвобождения антибиотика из поли-
мерной матрицы. Поскольку основным объектом 
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воздействия являются клетки или макромолекулы 
(рецепторы и ферменты), то и размер частиц разра-
батываемых препаратов должен быть того же по-
рядка, что и размер биомишеней, т.е. находиться в 
нанометровом или в субмикронном диапазонах. 

Особый интерес представляют исследования 
по созданию полимерных лекарственных форм, 
содержащих два или большее количество совме-
стимых антибиотиков. В работе [9] приводятся 
данные по получению микрочастиц на основе со-
полимера молочной и гликолевой кислот (PLGA), 
содержащих изониазид и рифампицин. При введе-
нии препарата мышам, инфицированным мико-
бактериями туберкулёза штамма H37Rv, подкожно 
в виде однократной дозы наблюдался лечебный 
эффект в течение шести недель. Активность ком-
плексного препарата была выше, чем суммарный 
эффект от применения тех же антибиотиков, но 
раздельно.  

В работе [10] опубликованы результаты ис-
следований комбинации, состоящей из антибиоти-
ков изониазида, рифампицина и пиразинамида, 
включённых в полимерную матрицу на основе 
PLGA. Средний размер частиц, полученных мето-
дом эмульгирования, составлял от 186 до 290 нм. 
Изучение специфической активности комплексно-
го препарата проводилось на нелинейных морских 
свинках (самках) Хартли (Hartley) аэрозольно ин-
фицированных микобактерией туберкулёза штам-
ма H37Rv. Отмечена бóльшая эффективность ле-
чения животных комплексным препаратом анти-
биотиков в полимерной форме, в сравнении с ука-
занными антибиотиками в традиционной лекар-
ственной форме. Имеется ещё ряд работ, которые 
также подтверждают перспективность данного 
направления исследований [11, 12]. 

Ц е л ь  и с с л е д о в а н и я  − получение 
комплексных полимерных композиций, имеющих в 
своём составе антибиотики линезолид, рифабутин, 
протионамид, а также сополимер молочной и гли-
колевой кислот, поливиниловый спирт (ПВС) и D-
маннитол, методом эмульгирования и изучение их 
антибактериальной активности в опытах in vitro. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
В работе использованы следующие основные 

материалы: линезолид, ≥ 98 % (PZ0014 «Sigma», 
США); рифабутин, > 98 % («Taizhou Tianrui 
Chempharm Co. Ltd.», Китай); протионамид, 
> 99 % («Pen Tsao Chemical & Pharmaceutical In-
dustry Co., Ltd.», Китай); сополимер молочной и 

гликолевой кислот (PLGA 50/50) PDLG 5004, In-
herrent viscosity 0.41 dL/g («PURAC biochemicals», 
Нидерланды); поливиниловый спирт, 87−90 % hy-
drol., averagemol. wt 30,000–70,000 («Sigma-Ald-
rich», США); D-маннитол, ≥ 99 % («Sigma-Ald-
rich», США); метиленхлорид (дихлорметан), х.ч., 
ТУ 6-09-2662-77 («Химмед Синтез», РФ); хлоро-
форм (трихлорметан), х.ч., ТУ 2631-001-29483781-
04 («Химмед Синтез», РФ). 

Изучение антибактериальной активности об-
разцов осуществляли в отношении контрольных 
штаммов микроорганизмов: Enterococcus faecalis 
АТСС 29212, Staphylococcus aureus АТСС 29213, 
Staphylococcus aureus АТСС 43300 (MRSA), Esche-
richia coli АТСС 25922, Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 27853, Mycobacterium spp. (R). Тест-штам-
мы хранились при температуре −75 °C в трипти-
казо-соевом бульоне (BBL) с 10 %-ным глицери-
ном. Для активации бактериальные тест-микро-
организмы высевали на агаризованную среду и 
инкубировали в течение ночи (примерно 18 ч) при 
температуре (36±1 °С). 

В исследовании использовано следующее ос-
новное технологическое и аналитическое обору-
дование: погружной гомогенизатор Ultra-Turrax 

T-25 basicс диспергирующей насадкой S25N-25F 
(IKA, Германия); лиофильная сушилка 
(«ChristAlphaI-6», Германия); анализатор частиц 
Zetasizer Nano ZSZEN 3600 («Malvern Instruments 
Ltd.», Великобритания); жидкостный хроматограф 
Agilent 1200 series с диодно-матричным детекто-
ром G 1315C, бинарным двухканальным насосом 
G 1312B, термостатом колонок, дегазатором, авто-
самплером G 1367C («Agilent Technologies», 
США). 

Полимерная композиция линезолид + ри-
фабутин в PLGA (LR–PLGA). К 24,00 г 0,5%-
ного раствора ПВС в фосфатно-солевом буферном 
растворе, рН 7,4 (PBS) при интенсивном переме-
шивании на магнитной мешалке (750 об/мин) в 
высоком цилиндрическом сосуде вместимостью 
150 мл порциями по 0,5 мл прикапывали раствор 
0,0203 г линезолида и 0,1018 г полимера 
PLGA 50/50 в 3 мл дихлорметана, перемешивали в 
течение 5 мин. К полученной смеси прикапывали 
раствор 0,0203 г рифабутина и 0,1031 г полимера 
PLGA 50/50 в 3 мл дихлорметана. Перемешивали 
8 мин. Эмульгировали смесь погружным гомоге-
низатором при 24 тыс. об/мин 2 раза по 1 мин с 
перерывом 1 мин. Эмульсию перегружали в круг-
лодонную колбу вместимостью 250 мл. Упаривали 
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дихлорметан из эмульсии в вакууме с помощью 
роторного испарителя. Проводили фильтрование 
суспензии через стеклянный пористый фильтр 
(размер пор 40−110 мкм) в грушевидную колбу 
вместимостью 250 мл. Добавляли в фильтрат рас-
твор 0,0808 г D-маннитола в 1 мл деионизирован-
ной воды и перемешивали 10 мин на магнитной 
мешалке. Затем смесь замораживали, вращая кол-
бу в бане с жидким азотом. Процесс удаления во-
ды проводили на лиофильной сушилке в течение 
20 ч. Выход продукта составил 0,4497 г (95% от 
общей массы взятых ингредиентов − линезолида, 
рифабутина, полимера, ПВС, D-маннитола и ком-
понентов PBS). 

Полимерная композиция линезолид + ри-
фабутин + протионамид в PLGA (LRP–PLGA). 
При интенсивном перемешивании на магнитной 
мешалке (750 об/мин) к 24,00 г 0,5%-ного раствора 
ПВС в PBS порциями прикапывали раствор 
0,0200 г линезолида, 0,0200 г рифабутина, 0,0200 г 
протионамида и 0,2002 г PLGA 50/50 в 6 мл хлоро-
форма. Перемешивали смесь в течение 5 мин. Затем 
добавляли раствор 0,0200 г рифабутина в 3 мл хло-
роформа (по 0,5 мл). Перемешивали смесь в тече-
ние 5 мин, после чего аналогичным образом добав-
ляли раствор и 0,1012 г полимера PLGA 50/50 в 
3 мл хлороформа. Перемешивали 25 мин. Прово-
дили эмульгирование смеси погружным гомогени-
затором при 24 тыс. об/мин 3 раза по 1 мин с дву-
мя перерывами 1 мин. Далее процесс проводили 
аналогично получению композиции LR–PLGA. 
Перед лиофилизацией к профильтрованной сус-
пензии добавляли раствор 0,0605 г D-маннитола в 
1 мл воды и перемешивали 10 мин. Выход продук-
та составил 0,4385 г (94 % от общей массы взятых 
ингредиентов). 

Полимерная композиция линезолида в 
PLGA (L–PLGA). При интенсивном перемешива-
нии на магнитной мешалке (750 об/мин) к 24,00 г 
0,5%-ного раствора ПВС в PBS порциями прика-
пывали раствор 0,0202 г линезолида и 0,2002 г по-
лимера PLGA 50/50 в 6 мл дихлорметана, переме-
шивали смесь в течение 8 мин. Проводили эмуль-
гирование погружным гомогенизатором при 
24 тыс. об/мин 2 раза по 1 мин с перерывом 1 мин. 
Далее процесс проводили аналогично получению 
композиции LR–PLGA. Перед лиофилизацией к 
профильтрованной суспензии добавляли раствор 
0,1008 г D-маннитола в 1 мл воды и перемешива-
ли. Выход продукта составил 0,4566 г (98 % от 
общей массы взятых ингредиентов). 

Полимерные композиции рифабутина и 
протионамида в PLGA (R–PLGA и P–PLGA). 
Композиции R–PLGA и P–PLGA получали по ме-
тодике, аналогичной получению композиции  
L–PLGA (см. выше). Количество компонентов (ри-
фабутина, протионамида, PLGA 50/50, D-манни-
тола и дихлорметана) загружалось аналогичное. В 
случае протионамида в качестве растворителя ис-
пользовали хлороформ. Выход продуктов соста-
вил приблизительно 98% от общей массы взятых 
ингредиентов. 

Определение размера частиц полимерных 
композиций. Распределение частиц по размерам в 
водных суспензиях образцов полимерных компози-
ций определяли методом динамического светорассе-
яния с использованием анализатора частиц Zetasizer 
Nano ZSZEN 3600 и программного обеспечения 
Zetasizer Software 7.11 (Copyright© 2002−2014, «Mal-
vern Instruments Ltd.», Великобритания). Для прове-
дения анализа готовили суспензию, встряхивая 1 мг 
образца в 5 мл деионизированной воды в течение  
1 мин. Измерения проводили при 25 °С. 

Определение содержания антибиотиков. 
Содержание антибиотиков в полимерных компо-
зициях определяли методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) [13−16]. 

Изучение антибактериальной активности. 
Определение минимальной подавляющей концен-
трации (МПК) осуществляли в 96-луночных план-
шетах для иммунологических исследований. Гото-
вили серии двукратных разведений в питательной 
среде Mueller-HintonBroth II (Oxoid) в объёме  
50 мкл, штамм Mycobacterium spp. (R) − в 100 мкл. 

Для приготовления инокулята бактериальных 
штаммов, за исключением микобактерии, из изо-
лированных колоний готовили суспензию по стан-
дарту мутности McFarland 0,5 в физиологическом 
растворе. Суспензию разводили в среде Muеller-
Hinton Broth II до концентрации 105 КОЕ/мл. При-
готовленную суспензию вносили по 50,0 мкл в 
лунки планшета и осуществляли разведение в 
диапазоне концентраций 128−0,000015 мкг/мл. 
Инокулированные планшеты инкубировали в те-
чение 18 ч при 37 °С. За МПК принимали 
наименьшую концентрацию, при которой отсут-
ствовал видимый рост микроорганизмов. 

Штамм Mycobacterium spp. (R) поддерживал-
ся на питательной среде Левенштейна−Йенсена. 
Анализ минимальной ингибирующей концентра-
ции осуществляли методом двукратных серийных 
разведений в жидкой питательной среде Мюлле-
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ра–Хинтона с добавлением ОАД (олеиновой кис-
лоты, альбумина бычьего, декстрозы). Инкубацию 
осуществляли в течение 3−14 дней. Контроль ро-
ста оценивали на питательной среде без препарата 
в той же посевной дозе. Диапазон изучаемых кон-
центраций составлял 128−0,125 мкг/мл. Культуру 
переносили в физиологический раствор в пробир-
ки со стеклянными бусами, перемешивали на 
встряхивателе, оставляли до оседания крупных ча-
стиц на 10−15 мин и доводили до плотности 
5×108 КОЕ/мл (1 McF). Инокулят тест-культуры 
разводили до 10-4 степени в бульоне и использова-
ли для титрования. Инкубацию проводили при 
температуре 37 °C, окончательный результат оце-
нивали после 14 суток роста. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Для получения комплексных противомикроб-

ных полимерных композиций применяли широко 
известный метод одинарных эмульсий. При этом 
брали равные массовые соотношения антибиотиков 
и пятикратный избыток полимера, такие пропорции 

ранее использовались в работе [17]. В качестве ор-
ганического растворителя при получении компози-
ции LR−PLGA был выбран дихлорметан, для полу-
чения композиции LRP−PLGA использовался хло-
роформ (вследствие низкой раствори-мости проти-
онамида в дихлорметане). Сополимер PLGA был 
выбран благодаря его нетоксичности [18]. Кроме 
того, использование сополимеров молочной и гли-
колевой кислоты в качестве материалов для меди-
цинского применения разрешено в России и за ру-
бежом.  

В качестве стабилизатора эмульсии применяли 
неионогенное поверхностно-активное вещество − 
поливиниловый спирт, который используется также 
для увеличения времени циркуляции частиц в орга-
низме [19].  

Для усиления ионной стабильности реакцион-
ной массы применяли 0,5%-ный раствор ПВС в 
PBS. В качестве криопротектора в процессе лиофи-
лизации выступал осмотический диуретик D-
маннитол. Состав полученных полимерных компо-
зиций приведён в табл. 1. 

Таблица 1. Cостав полученных полимерных композиций антибиотиков 

Образец 
Расчётное содержание компонента, масс. % 

Линезолид Рифабутин Протионамид PLGA 50/50 ПВС D-Маннитол Неорганические соли 

L–PLGA 4,0 – – 45,0 25,5 20,3 5,2 

R–PLGA – 4,0 – 45,0 25,5 20,3 5,2 

P–PLGA – – 4,0 45,0 25,5 20,3 5,2 

LR–PLGA 4,3 4,3 – 43,5 25,5 17,1 5,2 

LRP–PLGA 4,3 4,3 4,3 43,5 25,5 12,9 5,2 

 
Методом ВЭЖХ было определено, что со-

держание каждого антибиотика в смеси составляет 
4,0−4,3% и соответствует расчётному значению 
(табл. 1). 

При анализе водных суспензий образцов по-
лимерных композиций антибиотиков методом ди-
намического светорассеяния было найдено, что 
средний гидродинамический диаметр частиц со-
ставлял 314 нм (LR−PLGA), 487 нм (LRP−PLGA), 
300 нм (L−PLGA), 342 нм (R−PLGA) и 371 нм 
(P−PLGA). Такой размер частиц суспензий прием-
лем как для перорального, так и для парентераль-
ного способов введений [8]. 

Изучение антибактериальной активности по-
лимерных композиций антибиотиков, проведённое 

в сравнении с субстанциями антибиотиков по  
отношению к штаммам микроорганизмов Ente- 
rococcus faecalis АТСС 29212, Staphylococcus au-
reus АТСС 29213, Staphylococcus aureus АТСС 
43300 (MRSA), Escherichia coli АТСС 25922, Pseu-
domonas aeruginosa ATCC 27853, Mycobacterium 
spp. (R) показало, что чувствительность контроль-
ных штаммов к субстанциям линезолида и рифа-
бутина соответствуют критериям ГОСТ РИСО 
20776-1-2010.  

Было показано, что тестируемые комплексные 
полимерные композиции в отношении грамположи-
тельных и грамотрицательных бактерий и нетубер-
кулёзного штамма-изолята Mycobacterium spp. (R) 
обладали либо сходной, либо более высокой анти-
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бактериальной активностью по сравнению с инди-
видуальными субстанциями антибиотиков. Более 
высокая антибактериальная активность была выяв-
лена для полимерной композиции LR−PLGA в от-
ношении штаммов E. faecalis и S. aureus, а для по-
лимерной композиции LRP− PLGA − в отношении 

метициллин-устойчивого штамма S. aureus (MRSA). 
Штамм Mycobacterium spp. (R) оказался устойчив  
к протионамиду, чувствителен к линезолиду и ри-
фабутину, а также к полимерным композициям 
LR−PLGA и LRP−PLGA. Результаты приведены в 
табл. 2. 

Таблица 2. Экспериментальные значения минимальной подавляющей концентрации образцов  
в отношении контрольных штаммов микроорганизмов 

Образец 

Минимальная подавляющая концентрация, мкг/мл 

E. faecalis 
АТСС 
29212 

S. aureus 
АТСС 
29213 

MRSA 
АТСС  
43300 

E. coli  
АТСС  
25922 

P. aeruginosa 
АТСС 
27853 

Mycobacterium 
spp. (R) 

Линезолид 2 1 1 128 > 128 1,0 

L–PLGA 2 1 1 > 128 > 128 1,0 

Рифабутин 0,25–0,5 0,0019 0,0039 8 32 0,5–1,0 

R–PLGA 0,5 0,0019 0,0039 8 32 1,0 

Протионамид – – – – – 32 

P–PLGA – – – – – 32 

Линезолид + рифабутин 0,125 0,00095 0,0039 8 32 1,0 

LR–PLGA 0,125 0,00095 0,0039 8 32 0,5 

Линезолид + рифабутин + 
протионамид 

– – – – – 1,0 

LRP–PLGA 0,125 0,0019–0,0039 0,0019 8 32 1,0 

 
 

ВЫВОДЫ 
1. Получены комплексные полимерные компо-

зиции, имеющие в своём составе антибиотики 
линезолид + рифабутин (LR−PLGA) и линезо-
лид + рифабутин + протионамид (LRP−PLGA), 
а также сополимер молочной и гликолевой 
кислот, поливиниловый спирт и D-маннитол. 
После ресуспендирования образцов полимер-
ных композиций в воде средний гидродинами-
ческий диаметр частиц был менее 500 нм.  

2. Выявлена более высокая антибактериальная 
активность для полимерной композиции 
LR−PLGA в отношении штаммов E. faecalis и 
S. aureus по сравнению с индивидуальными 
субстанциями, а для полимерной композиции 
LRP−PLGA − в отношении метициллин-
устойчивого штамма S. аureus (MRSA). 
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One of the ways to increase the effectiveness of drugs is to create a transport system for their delivery to the target organ, by 
including the drug in the biodegradable polymer. The aim of the study was to obtain complex antimicrobial compositions include anti-
biotics linezolid, rifabutin, protionamide, as well as a copolymer of lactic and glycolic acids, D-mannitol and polyvinyl alcohol; to study 
the antimicrobial activity of the obtained polymer compositions of antibiotics against gram-positive, gram-negative bacteria and the 
nontuberculous strain-isolate Mycobacterium spp (R).  
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The polymer compositions of antibiotics were prepared by the method of simple emulsions. The particle size distribution of the 
polymer composition samples was determined by the dynamic light scattering method in the aqueous suspension. The content of anti-
biotics was determined in the polymer compositions by high performance liquid chromatography (HPLC). The antibacterial activity of 
the samples was studied for control strains of microorganisms: Enterococcus faecalis ATCC 29212, Staphylococcus aureus ATCC 
29213, Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA), Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Mycobacte-
rium spp (R). The results and discussion: equal mass ratios of antibiotics and a fivefold excess of polymer were taken to obtain com-
plex polymer compositions. The content of each antibiotic was 4.0−4.3% in the polymer compositions. The average hydrodynamic di-
ameter of the particles was 314 nm (LR PLGA), 487 nm (LRP PLGA), 300 nm (L PLGA), 342 nm (R PLGA) and 371 nm (P PLGA). The 
complex polymer compositions in respect to the tested strains of bacteria had a similar or higher antibacterial activity than the individ-
ual antibiotic substances in respect to the tested strains of bacteria. The conclusion: the complex polymer compositions linezolid + 
rifabutin (LR-PLGA) and linezolid + rifabutin + protionamide (LRP-PLGA) complexes were obtained.  Higher antibacterial activity was 
observed for the polymer composition LR-PLGA against E. faecalis and S. aureus strains as compared to individual substances, and for 
the polymer composition LRP-PLGA against the methicillin resistant strain S. aureus (MRSA). 

Key words: antibiotics; linezolid, rifabutin; protionamide; PLGA; polymer particles; antibacterial activity. 
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