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Цель исследования — оценить адгезивные свойства хирургического противоспаечного барьера на основе коллагена в комби-
нации с 0,05% водным раствором Хлоргексидина биглюконата и Пронтосаном в эксперименте in vitro.

Материалы и методы. В работе использовали хирургический барьер КолГАРА, состоящий из ренатурированного 
лошадиного коллагена I типа, и референтные штаммы: Еscherichia coli —  АТСС®25922, Klebsiella pneumoniae — АТСС®700603, 
Pseudomonas aeruginosa — АТСС®27853, Staphylococcus aureus — АТСС®25923. Адгезию бактерий на барьере (мембране) без 
обработки и в комбинации с биоцидами оценивали методом прямого высева по количеству колониеобразующих единиц (КОЕ/см2) 
и с помощью атомно-силовой микроскопии через 24 ч и 6 сут.

Результаты. Представители всех таксонов в течение суток прикреплялись к поверхности мембраны, формируя биопленку из 
плотно прилегающих друг к другу палочек (E. coli, P. aeruginosa) или кокков (S. aureus), интегрированных между дезорганизован-
ными коллагеновыми волокнами, либо были видны отдельно адгезированные бактерии (K. pneumoniae). Показатель Sq, харак-
теризующий шероховатость поверхности биопленки, образованной бактериями S. aureus, составил 221,3±38,6 нм и был выше в 
3,0; 3,8 и 3,6 раза по сравнению с таковым для E. coli (72,8±12,6 нм), K. pneumoniae (57,5±21,8 нм) и P. aeruginosa (60,8±22,1 нм) 
соответственно, а также превышал в 4,4 раза данный показатель для мембраны в контроле (50,3±26,3 нм). Выявлена деградация 
коллагена в случае контаминации бактериями — продуцентами протеаз с коллагеназной активностью: P. aeruginosa на 24 ч и 
S. aureus на 6 cут. Адсорбция биоцида на поверхности мембраны после ее кратковременной экспозиции в растворе Хлоргексидина 
биглюконата или Пронтосана приводила к ингибированию роста и прикрепления клеток типовых штаммов бактерий, за исключени-
ем P. aeruginosa. В экспериментальных моделях и на агаризованной среде, и в суспензионной культуре Хлоргексидина биглюконат 
оказался более эффективным, чем Пронтосан. Разница в ингибировании биоцидами адгезии бактерий к мембране не связана с 
изменением шероховатости ее поверхности. 

Заключение. Пропитывание хирургической мембраны антибактериальными соединениями непосредственно перед началом 
имплантации может служить дополнительным методом профилактики абдоминальной хирургической инфекции.
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минальная хирургическая инфекция.
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Anti-Adhesion Barrier Coated with Biocides for Prevention  
of Abdominal Surgical Infection
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The aim of the study was to evaluate adhesive properties of the surgical anti-adhesion barrier based on collagen in combination with 
0.05% Chlorhexidine bigluconate solution and Prontosan in experiment performed in vitro.

Materials and Methods. The study was carried out using CollaGUARD adhesion barrier consisting of renatured horse type I collagen 
and reference strains of Еscherichia coli АТСС®25922, Klebsiella pneumoniae АТСС®700603, Pseudomonas aeruginosa АТСС®27853, 
Staphylococcus aureus АТСС®25923. Bacteria adhesion to the barrier (membrane) untreated and combined with biocides was evaluated by 
determining the viable colony forming unit (CFU/cm2) numbers and using atomic force microscopy after 24 h and 6 days.

Results. Cells of all bacterial strains adhered to the surface of the membrane within 24 h forming a biofilm of bacilli tightly adjacent 
to each other (E. coli, P. aeruginosa) or cocci (S. aureus) integrated between disorganized collagen fibers, or adherent bacteria were 
seen separately (K. pneumoniae). The Sq index characterizing the surface roughness of the biofilm formed by S. aureus bacteria was 
221.3±38.6 nm and was 3.0, 3.8, and 3.6 times higher compared with that for E. coli (72.8±12.6 nm), K. pneumoniae (57.5±21.8 nm), and 
P. aeruginosa (60.8±22.1 nm), respectively, and also exceeded 4.4 times the Sq index for the membrane itself (50.3±26.3 nm). Collagen 
degradation was revealed in case of contamination by protease-producing bacteria with collagenase activity: P. aeruginosa for 24 h and 
S. aureus for 6 days. Adsorption of the biocide on the membrane surface after its short exposure to Chlorhexidine bigluconate solution or 
Prontosan led to inhibited growth and adhesion of cells of bacteria, except for P. aeruginosa. In experimental models, in agar medium and in 
suspension culture, Chlorhexidine bigluconate proved to be more effective than Prontosan. The difference between the biocides in inhibiting 
the adhesion of bacteria to the membrane surface is not associated with changes in its surface roughness.

Conclusion. Impregnation of a surgical membrane with antibacterial compounds just before the implantation can serve as an additional 
method for preventing abdominal surgical infection.

Key words: collagen anti-adhesion membrane; bacterial adhesion; Chlorhexidine bigluconate; Prontosan; abdominal surgical 
infection.

Введение

В послеоперационном периоде частота развития 
спаечного процесса в абдоминальной хирургии про-
должает оставаться высокой и может достигать 85% 
[1, 2]. Это сопровождается снижением качества жизни 
пациентов в связи с хроническим болевым синдромом 
и диспептическими явлениями. Кроме того, возможно 
развитие острой спаечной кишечной непроходимо-
сти, на долю которой приходится до 90% всех случа-
ев острой кишечной непроходимости [3]. Оперативное 
лечение этой патологии связано с высоким риском 
травматизации тканей и летальностью [4].

Комплекс мероприятий по профилактике спаечного 
процесса включает минимизацию доступов, в том чи-
сле путем применения эндоскопических технологий, 
бережное обращение с тканями во время оператив-
ного вмешательства, тщательный гемостаз и санацию 
брюшной полости нейтральными растворами, предо-
твращение попадания инородных тел, использование 

современных ареактивных атравматических шовных 
материалов, а также отграничение или разобщение 
серозных поверхностей посредством противоспаеч-
ных барьеров (мембран) [1, 3, 5]. Механизм действия 
последних основан на временном разделении сопри-
касающихся органов на висцеральных и париеталь-
ных участках брюшной полости в течение процесса 
физиологической регенерации ткани. Считается, что 
этот метод обладает наиболее высоким профилакти-
ческим эффектом [2, 5, 6]. 

Противоспаечные барьеры созданы на основе раз-
личных веществ (растворы декстранов, гиалуроно-
вая кислота, карбоксиметилцеллюлоза, коллаген) и 
имеют жидкое, гелеобразное или твердое агрегатное 
состояние. Большое внимание в качестве основы 
противоспаечных барьеров уделяется коллагену, дос-
тоинствами которого являются слабые антигенные 
свойства, нетоксичность, высокая биосовместимость, 
способность к биодеградации и гемостатические свой-
ства [7, 8]. Еще одной причиной широкого применения 
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коллагена является прочность и стабильность волок-
на при образовании поперечных связей под дейст-
вием глутар альдегида [9]. Показано, что использо-
вание коллагена одновременно с аллостерическими 
имплантатами более физиологично и повышает 
переносимость синтетических протезных материалов 
[10, 11]. 

Учитывая, что коллагеновая матрица может играть 
роль резервуара для лекарственных препаратов, про-
питывание мембраны раствором антибактериально-
го вещества непосредственно перед имплантацией 
может препятствовать ее взаимодействию с бакте-
риями компрометированного биотопа. Применение 
биополимера с выраженной колонизационной рези-
стентностью позволит осуществлять профилактику 
инфекции области хирургического вмешательства. 
Однако возможности применения коллагеновой мем-
браны у пациентов, оперированных по поводу острых 
хирургических заболеваний органов брюшной полости 
с высоким риском развития послеоперационного пе-
ритонита, остаются малоизученными.

Цель исследования — оценить адгезивные свой-
ства хирургического противоспаечного барьера на ос-
нове коллагена в комбинации с биоцидами в экспери-
менте in vitro.

Материалы и методы
В работе использовали референтные штаммы 

Еscherichia coli — АТСС®25922, Klebsiella pneumoniae — 
АТСС®700603, Pseudomonas aeruginosa — АТСС® 

27853, Staphylococcus aureus — АТСС®25923, полу-
ченные из Государственной коллекции патогенных 
микроорганизмов Государственного института стан-
дартизации и контроля им. Л.А. Тарасевича (сейчас — 
Научный центр экспертизы средств медицинского при-
менения Минздрава России, Москва).

Исследование проведено с использованием хи-
рур гического противоспаечного барьера КолГАРА 
(Innocoll, Германия) толщиной 0,5 мм, состоящего из 
ренатурированного лошадиного коллагена I типа, 
который в тканях макроорганизма подвергается 
деградации в течение 3–5 нед [12].

На предварительном этапе использовали методику 
В. Pérez-Köhler и соавт. [13]. Суспензии клеток ноч-
ных культур бактерий, стандартизованных до 2 ед. 
по стандарту McFarland и разведенных 1:100 в буль-
оне Луриа–Бертани (LB-бульон), засевали газо-
ном (50 мкл) на LB-агар, раскладывали фрагменты 
(≈10×10 мм) противоспаечного барьера КолГАРА, 
предварительно погруженные на 10 мин в 0,89% NaCl 
(контроль), 0,05% водный раствор Хлоргексидина  
биглюконата и Пронтосан (0,1% ундециленовый ами-
допропил-бетаин; 0,1% полиаминопропил бигуани-
да — полигексанид). Концентрация Xлоргексидина 
би глюконата была выбрана с учетом наиболее часто-
го использования в хирургической практике. Чашки с 
посевами инкубировали при температуре 37°С в те-

чение 24 ч. Антибактериальную активность оценива-
ли с учетом зон ингибирования роста (ЗИР) бактерий 
по коэффициенту k, рассчитанному как отношение 
площадей в миллиметрах: SЗИР/Sфрагмента.

На втором этапе фрагменты мембраны в анало-
гичных вариантах помещали в лунки 24-луночного 
плоскодонного полистиролового планшета Corning 
(Corning, Бельгия) с суспензией (1,0 мл), разведен-
ной 1:100 стандартизированной ночной культурой 
каждого вида бактерий. Динамику роста микробной 
популяции контролировали путем измерения опти-
ческой плотности клеток на микропланшетном ри-
дере Benchmark Plus (Bio-Rad Laboratiries, США) 
при длине волны 630 нм через 24 ч и 6 сут. После 
экспозиции фрагменты барьера троекратно отмывали 
в 5 мл 0,89% NaCl, погружали в 1,0 мл фосфатно-
буферной среды и обрабатывали ультразвуком 5 раз 
в течение 1 мин при 37 кГц, поместив планшеты в 
ультразвуковую ванну Elma Ultrasonic 30S (Elma, 
Германия). Бактериальную адгезию оценивали 
по количеству живых клеток (колониеобразующих 
единиц, КОЕ/мл) после высева из последовательных 
децимальных разведений бактериальных суспензий 
на LB-агар.

Профили поверхности и адгезию бактерий изуча-
ли с помощью атомно-силового микроскопа Asylum 
MFP-3D-BIO (Asylum Research, США) в лаборато-
рии атомно-силовой и конфокальной микроскопии 
на базе Rhodococcus-центра Пермского государст-
венного национального исследовательского универ-
ситета. Сканирование проводили в полуконтактном 
режиме на воздухе с использованием кремниевого 
кантилевера AC240TS (Asylum Research, США) с ре-
зонансной частотой 50–90 кГц и константой жесткости 
0,5–4,4 Н/м. Для характеристики структуры поверхно-
сти (шероховатость, Sq) и высоты биопленки получа-
ли двух- и трехмерные топографические изображе-
ния бактерий. Обработку полученных изображений 
выполняли с помощью программы Igor Pro 6.22A 
(WaveMetrics, США).

Статистический анализ полученных данных 
проводили с помощью программного обеспечения 
Microsoft Office Excel 2016 и Statistica 10.0. Показатели 
представлены в виде среднего арифметического и 
его ошибки (M±m). Достоверность различий средних 
величин определяли с помощью парного t-критерия 
Стьюдента, отличий двух независимых выборок — по 
критерию Манна–Уитни (U-test). При p<0,05 делали 
вывод о наличии статистически значимой разницы 
между сравниваемыми выборками.

Результаты
В экспериментах на агаризованной среде вы-

яв лено, что без предварительной обработки анти-
септическими препаратами барьера КолГАРА все 
исследованные культуры бактерий формировали 
газонный рост вокруг его фрагментов, а в большин-
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Т а б л и ц а  1
Коэффициент k, характеризующий ингибирование роста бактерий 
в диффузионном тесте с использованием барьера КолГАРА  
в комбинации с биоцидами

Культура Вариант  
эксперимента*

k, 
SЗИР/Sфрагмента

Достоверность отличий 
(t-критерий Стьюдента)

р1 р2 р3

E. coli
0,89% NaCl 1,02±0,03

0,0002 0,0650 0,0227Хлоргексидина биглюконат 2,37±0,35
Пронтосан 1,54±0,56

K. pneumoniae
0,89% NaCl 1,04±0,11

0,0495 0,0310 0,0875Хлоргексидина биглюконат 2,31±1,39
Пронтосан 1,45±0,38

P. aeruginosa
0,89% NaCl 1,0±0,0

0,0079 0,0205 0,0722Хлоргексидина биглюконат 2,59±0,04
Пронтосан 1,69±0,06

S. aureus
0,89% NaCl 1,0±0,0

0,0036 0,0210 0,0496Хлоргексидина биглюконат 3,69±1,28
Пронтосан 2,26±0,93

П р и м е ч а н и я: * — n=6 для каждого варианта; р1 — различия меж-
ду вариантами «контроль» и «Хлоргексидина биглюконат»; р2 — меж-
ду вариантами «контроль» и «Пронтосан»; р3 — между вариантами 
«Хлоргексидина биглюконат» и «Пронтосан».

С фрагментами барьера КолГАРА

После удаления фрагментов барьера КолГАРА

E. coli K. pneumoniae P. aeruginosa S. aureus

Рис. 1. Зоны ингибирования роста бактериальных культур, создаваемые фрагментами 
противоспаечного барьера КолГАРА в комбинации с биоцидами: 
1 — 0,89% NaCl (контроль); 2 — 0,05% раствор Хлоргексидина биглюконата; 3 — Пронтосан; 
изображения получены с помощью системы Gel Doc XR+ (Bio-Rad Laboratоries, США) и являют-
ся репрезентативными для каждой исследованной культуры бактерий при 24-часовом газонном 
росте на LB-агаре; стрелками обозначены зоны бактериальной колонизации под фрагментами 
мембраны в контрольных вариантах

стве случаев — и под ним (рис. 1). 
Кратковременная экспозиция барьера с 
растворами биоцидов приводила к по-
явлению зон ингибирования роста всех 
протестированных типовых бактериаль-
ных штаммов. В табл. 1 представлены 
данные по коэффициенту k для 
барьера КолГАРА в контрольном (0,89% 
NaCl) и опытных (с антисептическими 
препаратами) вариантах эксперимента.

В комбинации «барьер КолГАРА +  
Xлоргексидина би глюкона т» анти бак те -
ри аль ный эффект наи бо  лее выражен 
в отношении S.  aureus (k=3,69±1,28), 
но и для остальных культур отличие 
от контроля оказалось достоверным. 
Статистически значимая разница в этой 
комбинации выявлена только в паре 
S.  aureus и E. coli (U-test: p=0,0306). 
При экспозиции фрагмента барьера 
с Пронтосаном коэффициент k был 
существенно меньше, чем в случае 
Хлоргексидина биглюконата для всех 
использованных культур. При сравне-
нии антибактериального действия двух 
антисептиков выявлено, что эффект 
Хлоргексидина биглюконата был более 
выраженным, чем у Пронтосана, для всех исследо-
ванных штаммов, а для E. coli и S. aureus — еще и 
статистически значимым.

В экспериментах по адгезии бактерий на 
поверхности противоспаечного барьера КолГАРА 
в суспензионной культуре получены следующие 
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Т а б л и ц а  2
Оптическая плотность бактериальной суспензии и количество жизнеспособных клеток,  
адгезированных на поверхности барьера КолГАРА в комбинации с биоцидами

Культура Вариант  
эксперимента*

Оптическая плотность 
суспензии, λ=600 нм

Количество прикрепленных клеток,  
КОЕ/мл

Через 24 ч Через  6 сут Через 24 ч Через 6 сут

E. coli
0,89% NaCl 0,823±0,202 1,043±0,103 1,92E+05±2,20E+05 4,63E+05±6,53E+05

Хлоргексидина биглюконат 0,276±0,167+ 0,464±0,399+ 0,00E+00±0,00E+00+ 4,00E+02±6,93E+02+

Пронтосан 0,274±0,137+ 0,609±0,099+ 7,36E+03±5,37E+03+ 1,03E+02±1,41E+02+

K. pneumoniae
0,89% NaCl 0,807±0,095 1,153±0,371 7,01E+06±1,13E+07 1,27E+05±1,67E+05

Хлоргексидина биглюконат 0,161±0,065+ 0,177±0,018+ 4,32E+03±5,88E+03+ 4,08E+03±7,07E+03+

Пронтосан 0,319±0,116+ 0,292±0,227+ 4,84E+04±1,76E+04+ 2,54E+03±8,31E+03+

P. aeruginosa
0,89% NaCl 1,173±0,241 1,131±0,093 1,88E+06** —

Хлоргексидина биглюконат 1,063±0,685 1,002±0,103 1,18E+04** —
Пронтосан 1,052±0,424 1,112±0,423 5,05E+06** —

S. aureus
0,89% NaCl 0,999±0,101 0,988±0,613 3,27E+05±1,95E+05 1,14E+06**

Хлоргексидина биглюконат 0,345±0,193+ 0,510±0,189 0,00E+00±0,00E+00+ 0,00E+00±0,00E+00+

Пронтосан 0,461±0,372+ 0,440±0,211+ 0,00E+00±0,00E+00+ 0,00E+00±0,00E+00+

П р и м е ч а н и я: * — n=3 для каждого варианта; + — статистическая значимость различий значений с 
соответствующим контролем (0,89% NaCl); ** — представлены данные одного эксперимента. 

E. coli K. pneumoniae

P. aeruginosa S. aureus

Контроль  
(0,89% NaCl)

Хлоргексидина  
биглюконат

Пронтосан

а

б

Рис. 2. Изображения поверхности участка 
противоспаечного барьера КолГАРА, получен-
ные методом атомно-силовой микроскопии: 
а — после 24-часовой экспозиции с бактери-
альными суспензиями референтных штаммов 
(стрелками указаны клетки бактерий); б — после 
10-минутной экспозиции в растворах биоцидов; 
на графиках представлены результаты профило-
метрии поверхности в направлении, обозначен-
ном красной линией на фото
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данные. В присутствии фрагментов мембраны, пропи-
танной антисептиками, показатель оптической плотно-
сти суспензии клеток E. coli, K. pneumoniae и S. aureus 
через 24 ч был статистически значимо меньше, чем в 
контроле (табл. 2). Рост бактерий P. aeruginosa не ин-
гибировался ни в одном из вариантов, при этом в трех 
из четырех независимых экспериментов фрагменты 
барьера даже не были обнаружены. Через 6 сут оп-
тическая плотность культур E. coli и K. pneumoniae в 
вариантах с биоцидами также была меньше, чем в 
контроле. К этому сроку коллагеновая мембрана пол-
ностью «растворилась» в контрольном варианте с 
бактериями S. aureus. 

Прикрепление клеток к поверхности регист-
ри ровали через 24 ч для всех представителей 
микроорганизмов (для P. aeruginosa — данные одного 
эксперимента). В комбинации с Хлоргексидина 
биглюконатом колонизация мембраны бактериями 
E. coli и S. aureus на этот срок не выявлена, а ад-
гезия клеток K. pneumoniae была статистиче-
ски значимо меньше, чем в контроле. Пронтосан 
оказался менее эффективным: количество 
прикрепленных к поверхности барьера бактерий 
семейства Enterobacteriacea составило 103– 
104 КОЕ/мл. В отношении S. aureus антибактериаль-
ное действие биоцидов зафиксировано в оба срока 
экспозиции.

Анализ изображений, полученных с помощью атом-
но-силовой микроскопии, показал, что через 24 ч на 
поверхности фрагмента мембраны формировалась 
биопленка, которая имела структуру плотно прилега-
ющих друг к другу палочек (E. coli, P. aeruginosa) или 
кокков (S. aureus), либо были видны отдельно адгези-
рованные бактерии (K. pneumoniae) (рис. 2, а). Группы 
клеток стафилококков (диаметр бактерий составлял 
1,10±0,08 мкм) интегрированы между дезорганизо-
ванными коллагеновыми волокнами. Действительно, 
показатель Sq, характеризующий поверхность био-
пленки, которая образована бактериями S. aureus, со-
ставлял 221,3±38,6 нм и был выше в 3,0; 3,8 и 3,6 раза 
по сравнению с таковым для E. coli (72,8±12,6 нм), 
K. pneumoniae (57,5±21,8 нм) и P. aeruginosa 
(60,8±22,1 нм), а также превышал в 4,4 раза данный 
показатель для мембраны в контроле (50,3±26,3 нм). 
Достоверного изменения шероховатости поверхно-
сти (p>0,05) после кратковременного воздействия на 
коллагеновые волокна Хлоргексидина биглюконата 
(Sq=47,1±19,3 нм) и Пронтосана (Sq=52,9±7,4 нм) не 
выявлено (рис. 2, б).

Обсуждение
Хирургические противоспаечные барьеры на ос-

но ве натуральных веществ, в частности коллагена, 
в отличие от синтетических имплантатов обладают 
биосовместимостью, высокой поверхностной актив-
ностью и способностью к биодеградации. Являясь 
основным белком соединительной ткани, имплан-

ти рованный во время лапаротомии «чужерод ный» 
коллаген инкорпорируется в окружающие ткани, 
обес печивая процесс заживления, реконструкцию 
и восстановление механической и функциональной 
целостности брюшной полости [9]. Применяемая в 
настоящее время технология кросс-линкеров (попе-
речных сшивок), стабилизирующих трехмерную 
струк туру волокон, обусловливает устойчивость 
мембраны к тканевым коллагеназам макроорганизма 
[14]. К такому типу барьеров относится противоспа-
ечная мембрана КолГАРА, состоящая из ренатури-
рованного лошадиного коллагена I типа. В иссле-
довании, проведенном компанией-производителем, 
применение мембраны КолГАРА снижало риск обра-
зования спаек у хирургических больных более чем 
в шесть раз, а также статистически значимо умень-
шало их распространенность и выраженность при 
оценке in vivo [12]. Продемонстрированы результаты 
успешного применения данной мембраны при опера-
циях на органах брюшной полости и малого таза и в 
России [10, 15].

Известно, что коллагеновые волокна положительно 
влияют на адгезию микробных клеток и способствуют 
формированию биопленок [16–18]. Прикрепление кле-
ток золотистого стафилококка к коллагену, например, 
опосредуется коллагенсвязывающим белком (Cna), 
который является MSCRAMM-фактором    (microbial 
surface components recognizing adhesive matrix 
molecules — микробные поверхностные компонен-
ты, распознающие адгезивные молекулы матрикса) 
[19]. P. aeruginosa прикрепляется к любым поверхно-
стям, прежде всего посредством пилей 4-го типа, но 
адгезия к коллагену может осуществляться через ме-
ханизм, не связанный с пилями [20]. На поверхности 
клеток псевдомонад имеется общий коллагенсвязы-
вающий рецептор, который блокируется сахарами, 
ингибируя присоединение P. aeruginosa к коллагену I 
и II типа [21]. Описан вариант маннозочувствительных 
фимбрий 1-го типа, в составе адгезина FimH которых 
присутствует аминокислотный остаток Ala62, необхо-
димый для адгезии на коллагенах I и IV типа ассоци-
ированной с менингитом E. coli [22]. Пили 3-го типа 
K. pneumoniae состоят из субъединицы (MrkA) основ-
ного белка и адгезина (MrkD), который опосредует 
связывание клеток с коллагеном IV и/или V типа [23]. 
Учитывая, что бактериальная адгезия к поверхности 
внедренного природного полимера, который 
становится источником питательных субстратов 
для микроорганизмов, является ключевым этапом 
формирования биопленок, покрытие имплантата 
антимикробным препаратом представляет собой 
перспективную стратегию профилактики имплантат-
ассоциированной инфекции [13, 18]. В клинической 
практике ряда стран предложено непосредственно 
перед использованием пропитывать или опускать 
аллостерический имплантат в раствор антибиотиков 
[24–26], однако эффективность данного способа 
для снижения риска бактериальных осложнений 
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при использовании противоспаечных барьеров из 
натуральных волокон не доказана.

В представленном экспериментальном иссле-
до ва нии in vitro оценена адгезия бактерий Е. coli, 
K. pneumoniae, P. aeruginosa и S. aureus на 
хирургической противоспаечной мембране КолГАРА 
без обработки и в комбинации с Хлоргексидина 
биглюконатом и Пронтосаном — наиболее часто 
используемыми в хирургической практике биоцидами. 
Спектр выбранных микроорганизмов обусловлен 
данными многочисленных многоцентровых отечест-
венных и зарубежных исследований, в которых опре-
делены основные этиопатогены вторичного перито-
нита [27–29]. В экспериментах по моделированию 
условий бактериального обсеменения использовали 
концентрацию бактерий 106 кл./мл, которая 
значительно превышает бактериальную нагрузку, 
необходимую для развития инфекции области 
хирургического вмешательства [30], — подобная 
модель является обычной практикой для изучения 
бактериальной адгезии in vitro.

Предварительные результаты, полученные на ага-
ри зо ванной среде, подтвердили антибак те риальный 
эффект протестированных биоцидов, «удер жива-
емых» волокнами мембраны. 

Необходимо отметить, что на все бактериаль-
ные культуры влияние Хлоргексидина биглюконата 
было более выраженным, чем Пронтосана, а в от-
ношении бактерий E. coli и S. aureus разница была 
еще и статистически значима. Так, коэффициент k, 
характеризующий степень ингибирования роста 
бактерий, в варианте с Пронтосаном был самым 
низким для E. coli и K. pneumoniae, что согласовы-
валось с результатами экспериментов в суспензи-
онной культуре: колонизация поверхности бактери-
ями зафиксирована уже через сутки. Закономерно 
отсутствие адгезированных клеток S. aureus на по-
верхности мембраны, пропитанной обоими биоци-
дами, — на агаре зоны ингибирования роста и, соот-
ветственно, коэффициент k были самыми высокими. 
Следует отметить достоверное снижение оптической 
плотности клеточной суспензии, зарегистрированное 
в вариантах с биоцидами для всех культур, за 
исключением P. aeruginosa. При этом через сутки в 
трех из четырех экспериментов не были обнаружены 
даже фрагменты противоспаечного барьера КолГАРА, 
в том числе и пропитанные антисептиками. Учитывая, 
что P. aeruginosa продуцирует несколько протеаз, 
включая эластазы (LasA и LasB), щелочную протеазу 
(AprA), недавно описанные новые протеазы — про-
теазу IV и большую экзопротеазу (LepA) — «полное 
растворение» мембраны за короткий срок вполне 
объяснимо [31–33]. Кроме того, считается, что рас-
пад коллагена происходит преимущественно при ней-
тральном уровне pH, при котором LasB Zn-связанная 
металлопротеаза, действующая на многие белки, 
включая коллаген, находится в условиях функцио-
нальной активности [34]. 

Необходимо отметить, что через шесть дней фраг-
менты мембраны КолГАРА полностью распались в 
контрольном варианте с S. aureus. По-видимому, ко-
лонизация поверхности мембраны клетками S. aureus 
и последующая продукция экстрацеллюлярных цисте-
иновых протеаз, таких как стафопаины А и В (ScpA и 
SspB) [35], привела к ее полной деградации. Протеазы 
с коллагенолитической активностью описаны также 
для E. coli (семейство U32 c неизвестным каталитиче-
ским механизмом) и K. pneumoniae, но данные фер-
менты либо имеют низкое сродство к субстрату (суб-
стратную специфичность), либо активны при ином 
оптимуме температуры и рН [36, 37].

Ранее нами было показано негативное влияние 
Хлоргексидина биглюконата и Пронтосана на сессиль-
ные формы бактерий S. aureus и P. aeruginosa в сме-
шанном и моновидовых вариантах, которое проявля-
лось в снижении биомассы биопленки, полиморфизме 
клеток и потере их жизнеспособности [38]. Биоциды 
действовали на уже готовые биопленки, и преимуще-
ство Пронтосана объяснялось действием амидопро-
пил-бетаина, обладающего свойствами поверхностно-
активного вещества, которое разрушает биопленочную 
структуру, в результате чего бактерицидный компонент 
действовал очень эффективно. Ожидаемого нами 
превосходства Пронтосана в данной работе не выяв-
лено, хотя известно [39], что поверхностно-активные 
вещества ингибируют адгезию бактерий на разных по-
верхностях. По всей вероятности, концентрируясь на 
межфазовых поверхностях раздела, амфотерный ами-
допропил-бетаин образует моно- или полимолекуляр-
ный слой, который делает поверхность коллагенового 
волокна малодоступной к адсорбции другого вещест-
ва — полигексанида, обладающего антибактериальной 
активностью. Антиадгезивный эффект после воздейст-
вия Хлоргексидина биглюконата оказался выше, и он 
не был связан с изменением шероховатости поверх-
ности, так как рельеф и показатель Sq статистически 
значимо не отличались.

Принципиальная возможность применения про-
тивоспаечных барьеров в условиях бактериальной 
контаминации зоны оперативного вмешательства 
показана ранее [40], однако целесообразность та-
кого подхода в отношении коллагеновых и сочетан-
ных с коллагеном мембран не всем представляется 
однозначной. Известно, что коллаген может стиму-
лировать адгезию к поверхности мембраны и приле-
гающим тканям как бактерий, так и клеток хозяина, 
что получило название «гонки на поверхности» [41]. 
Кроме того, инфицирование брюшной полости ини-
циирует синтез матриксных металлопротеиназ (ин-
терстициальной коллагеназы ММП-1, коллагеназы 
нейтрофильных гранулоцитов ММП-8 и др.) в боль-
шинстве клеток соединительной ткани, фибробластах 
и макрофагах, что способствует ферментативному 
расщеплению коллагена [9]. Деградация коллагена 
усиливается в случае контаминации бактериями —  
продуцентами протеаз с коллагеназной активностью. 
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Эти и другие аспекты определяют противопоказания 
для использования коллагеновых мембран в услови-
ях инфицирования зоны оперативного вмешательст-
ва. Эффективность антимикробного покрытия проти-
воспаечных барьеров для контроля бактериальных 
инфекций не считается окончательно доказанной, в 
том числе и для коллагеновых или других природных 
хирургических мембран.

Полученные в ходе проведенного исследова-
ния результаты показали, что бактерии Е. coli, 
K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus, являющиеся 
ведущими возбудителями абдоминальной хирурги-
ческой инфекции, в течение суток адгезируются на 
поверхности противоспаечного барьера КолГАРА. 
Использование атомно-силовой микроскопии позво-
лило оценить морфологию и структурные особен-
ности биопленок, сформированных на коллагено-
вой мембране представителями разных таксонов. 
Адсорбция биоцида на поверхности фрагмента ба-
рьера после его кратковременной экспозиции в рас-
творе Хлоргексидина биглюконата и Пронтосана об-
условливает ингибирование роста и прикрепления 
клеток типовых штаммов бактерий (за исключением 
P. aeruginosa). Факт отсутствия антибактериального/
антиадгезивного действия антисептиков в отноше-
нии P. aeruginosa связан с продукцией многочислен-
ных протеаз с коллагеназной активностью.  Разница 
между биоцидами в ингибировании адгезии бакте-
рий к мембране не связана с изменением шерохова-
тости ее поверхности.

Экспериментальная модель in vitro не позволяет 
предсказать, как покрытые антисептиком коллагено-
вые мембраны будут вести себя in vivo в условиях аб-
доминальной хирургической инфекции. Необходимы 
дальнейшие экспериментальные и клинические ис-
следования, которые позволят оценить возможность 
применения противоспаечных барьеров на основе 
натуральных веществ в сочетании с биоцидами для 
профилактики спаечной болезни у пациентов с риском 
развития перитонита, а также выяснить роль антими-
кробного покрытия мембраны в процессах ее интегра-
ции и регенерации тканей.

Заключение
Волокна коллагена с абсорбированными интра-

операционно антисептиками могут содействовать 
поступлению биоцидов в окружающие ткани в после-
операционном периоде и эрадикации возбудителей 
инфекции. В связи с этим пропитывание хирургиче-
ской противоспаечной мембраны антибактериальны-
ми соединениями непосредственно перед началом 
имплантации представляет собой перспективную 
стратегию для профилактики инфекций области хи-
рургического вмешательства. 
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