
337Pathologia. Volume 15. No. 3, September – December 2018 ISSN 2306-8027    http://pat.zsmu.edu.ua

Результати вивчення in vitro антибактеріальної активності 
модифікованого магнієвого сплаву щодо тест-штамів E. coli  
та P. aeruginosa
В. М. Чорний, Н. М. Поліщук, О. М. Камишний, М. Л. Головаха
Запорізький державний медичний університет, Україна

Мета роботи – визначити чутливість грамнегативних мікроорганізмів – основних збудників імплантат-асоційо-
ваних інфекцій – до продуктів біодеградації магнієвого сплаву МЛ-10, з наступним обґрунтуванням можливості 
використання в травматологічній практиці у складі штучних імплантатів, що характеризуються антибактеріальною  
активністю.

Матеріали та методи. Вивчили чутливість еталонних тест-штамів мікроорганізмів Escheriсhia coli ATCC 25922, 
Pseudomonas aeruginosa АТСС 27853 до екстракту магнієвого сплаву МЛ-10, що приготовлений на основі бульйону 
Мюллера–Хінтона (рН 7,4). Бактеріостатичну активність екстракту сплаву оцінювали за наявністю/відсутністю візуаль-
ного росту у пробірках із посівами, бактерицидну – за наявністю/відсутністю росту колоній мікроорганізмів на чашках 
з агаром після висіву з пробірок.

Результати. Встановили, що досліджуваний екстракт магнієвого сплаву МЛ-10 характеризується високою бактеріос-
татичною та бактерицидною активністю щодо еталонних штамів E. coli та P. aeruginosa. Зростання культур кишкової 
та синьогнійної паличок на агарі спостерігали тільки у висівах із пробірок, в які напередодні додано мікроорганізми в 
концентрації 109 КУО/мл, 108 КУО/мл, 107 КУО/мл. Максимальне зростання колоній на агарі після висіву з цих пробірок 
зафіксовано тільки після першої доби інкубації. Протягом термостатування кількість колоній, що виростала на агарі 
після другого й третього висівів, істотно зменшувалась. Так, загальна кількість колоній E. coli, що виросла після висіву 
на агар із пробірок із найбільшим бактеріальним навантаженням (109 КУО/мл), зменшилась із 220 (після першої доби 
інкубації екстракту) до 2 колоній після 72 годин витримування рідини в термостаті, а в дослідах із P. aeruginosa – з 
192 до 1. Аналогічні результати отримали в дослідах із меншими мікробними концентраціями, що свідчить про високу 
чутливість грамнегативних мікроорганізмів до екстракту магнієвого сплаву МЛ-10.

Висновки. Магнієвий сплав МЛ-10 у рідкому середовищі виявляє високу бактерицидну активність щодо грамнега-
тивних мікроорганізмів, ефективно пригнічуючи зростання еталонних тест-штамів E. coli АТСС 25922 і P. aeruginosa 
АТСС 27853 впродовж 72 годин.

Результаты изучения in vitro антибактериальной активности модифицированного 
магниевого сплава в опытах с тест-штаммами E. coli и P. aeruginosa

В. Н. Чёрный, Н. Н. Полищук, А. М. Камышный, М. Л. Головаха

Цель работы – определить чувствительность грамотрицательных микроорганизмов – основных возбудителей 
имплантат-ассоциированных инфекций – к продуктам биодеградации магниевого сплава МЛ-10, с последующим 
обоснованием возможности использования в травматологической практике в составе искусственных имплантатов, 
обладающих антибактериальной активностью.

Материалы и методы. Изучена чувствительность эталонных тест-штаммов микроорганизмов Escheriсhia coli ATCC 
25922, Pseudomonas aeruginosa АТСС 27853 к экстракту магниевого сплава МЛ-10, приготовленного на основе бульона 
Мюллера–Хинтона (рН 7,4). Бактериостатическую активность экстракта сплава оценивали по наличию/отсутствию 
визуального роста в пробирках с посевами; бактерицидную активность – по наличию/отсутствию роста колоний мик-
роорганизмов на чашках с агаром после высева из пробирок.

Результаты. Установлено, что исследуемый экстракт магниевого сплава МЛ-10 обладает высокой бактериостатической 
и бактерицидной активностью по отношению к эталонным штаммам E. coli и P. aeruginosa. Рост культур кишечной и 
синегнойной палочек на агаре отмечен только в высевах из пробирок, в которые накануне были добавлены микро-
организмы в концентрации 109 КОЕ/мл, 108 КОЕ/мл, 107 КОЕ/мл. Максимальный рост колоний на агаре после высева 
из данных емкостей зафиксирован только после первых суток инкубации. По мере термостатирования количество 
колоний, вырастающих на плотной среде после второго и третьего высевов, значительно уменьшалось. Так, общее 
количество колоний E. coli, выросших после высева на агар из пробирок, в которые добавлено наибольшее коли-
чество бактерий (109 КОЕ/мл), уменьшилось с 220 (после первых суток инкубации экстракта) до 2 колоний после 72 
часов выдержки жидкости в термостате, а в опытах с P. aeruginosa – с 192 до 1. Аналогичные результаты получены 
в опытах с меньшими микробными концентрациями, что говорит о высокой чувствительности грамотрицательных 
микроорганизмов к экстракту магниевого сплава МЛ-10.

Выводы. Магниевый сплав МЛ-10 в жидкой среде проявляет высокую бактерицидную активность в отношении 
грамотрицательных микроорганизмов, эффективно подавляя рост эталонных тест-штаммов E. coli АТСС 25922 и 
P. aeruginosa АТСС 27853 в течение 72 часов.

Ключевые слова:  
магниевый 
сплав, имплантат, 
антибактериальные 
свойства, 
Escheriсhia coli, 
Pseudomonas 
aeruginosa.

Патология. – 2018. –  
Т. 15, № 3(44). –  
С. 337–340

Ключові слова:  
магнієвий 
сплав, імплантат, 
антибактеріальні 
властивості, 
Escheriсhia coli, 
Pseudomonas 
aeruginosa.

Патологія. – 2018. –  
Т. 15, № 3(44). –  
С. 337–340

DOI: 
10.14739/2310-1237. 
2018.3.151854

E-mail:  
chorniy.vadim.
doc@gmail.com

УДК: 616-001-77:546.46-19]:579.61:616-092]:57.083 Original research



338 Патологія. Том 15, № 3(44), вересень – грудень 2018 р.ISSN 2306-8027    http://pat.zsmu.edu.ua

Results of the in vitro study of the antibacterial activity of modified magnesium alloy 
in experiments with E. coli and P. aeruginosa test-strains

V. M. Chornyi, N. M. Polishchuck, O. M. Kamyshnyi, M. L. Holovakha
The aim. To study the sensitivity of gram-negative microorganisms (the main pathogens of implant-associated infections) to 
the products of biodegradation of magnesium alloy ML-10, with subsequent justification for its use in traumatologic practice 
as artificial implants with antibacterial activity.

Methods. Magnesium alloy extract was prepared on the basis of Mueller-Hinton broth (pH 7.4). In sensitivity testing the refer-
ence test strains of Escherichia coli ATCC 25922 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 were used. The bacteriostatic 
activity of the alloy extract was estimated by the presence or absence of the visual growth in test-tubes with microorganisms; 
bactericidal activity – by presence or absence of the growth of microorganisms colonies on cups with Mueller-Hinton agar 
after sowing from test tubes.

The results of the study showed that the studied extract of magnesium alloy ML-10 shows high bacteriostatic and bactericidal 
activity with reference strains of E. coli and P. aeruginosa. The growth of this microorganisms on agar was observed only in test 
tubes, to which microorganisms at a concentration of 109, 108, 107 CFU/ml were added the day before. The maximum growth 
of colonies on agar after sowing from these containers was recorded only after the first day of incubation. During the incubation 
(37 °C) the number of colonies that grew in agar medium after the second and third sowing significantly decreased. Thus, 
the total number of E. coli colonies that grew after sowing on agar from tubes with the largest number of bacteria (109 CFU/
ml) decreased from 220 (after the first day of incubation in extract) to 2 colonies after 72 hours of incubation of fluid in the ther-
mostat, and from 192 to 1 colonies in experiments with P. aeruginosa. Similar results were obtained in experiments with lower 
microbial concentrations, which indicates high sensitivity of gram-negative microorganisms to ML-10 magnesium alloy extract.

Conclusions. Magnesium alloy ML-10 in a liquid medium shows high bactericidal activity against gram-negative microorgan-
isms, effectively suppressing the growth of reference strains of E. coli ATCC 25922 and P. aeruginosa ATCC 27853 during 
72 hours.

Актуальною проблемою застосування масивних 
заглибних імплантатів в ортопедії, травматології є 
виникнення ускладнень, як-от інфікування в ділян-
ці металоконструкцій [1,2]. У 1,0–8,5 % випадків 
встановлення постійного імплантата призводить до 
розвитку інфекції – хронічного постімплантаційного 
остеомієліту, що спричиняє інвалідизацію хворого 
[3]. За даними фахової літератури, у 8–10 % випадків 
збудниками імплантат-асоційованої інфекції (ІАІ) є 
грамнегативні мікроорганізми: представники родини 
Enterobacteriaceae – Escheriсhia coli та нефермен-
туючі грамнегативні мікроорганізми – Pseudomonas 
aeruginosa [4–6]. Відомо, що ці бактерії входять до 
складу мікробіома кишечника людини, але вони 
характеризуються здатністю до швидкого формуван-
ня багаторівневих мікробних біоплівок на поверхні 
штучних імплантатів і резистентністю до багатьох 
антибактеріальних препаратів, що істотно ускладнює 
терапію ІАІ [6,7]. У зв’язку з цим особливого значення 
у травматології та ортопедії набуває альтернативна 
профілактика ІАІ, що заснована на використанні як 
трансплантатів матеріалів, котрі завдяки антимікроб-
ним властивостям у процесі біодеградації можуть 
запобігати розмноженню патогенних мікроорганізмів 
та утворенню біоплівок.

Перспективним є вивчення біологічних властивос-
тей сплавів на основі магнію (Mg2+). Численні експери-
менти на кролях, щурах і вівцях показали, що сплави 
на основі магнію характеризуються біосумісністю, 
достатньою корозійною стійкістю, не токсичні, мають 
модуль пружності Юнга, який максимально наближе-
ний до модуля пружності кортикального шару кістки. 
Саме Мg не має антибактеріальних властивостей, 
але продукти корозії магнію (газоподібний водень, гід-
роксид магнію і солі Мg, що утворюються в результаті 
електрохімічної реакції), локально підвищують рН, що 

надає ефективну бактерицидну дію. Постійний процес 
біокорозії поверхні імплантата ускладнює формування 
мікроорганізмами повноцінної біоплівки [8,9].

Для експерименту використали модифікований 
магнієвий сплав на основі промислового сплаву 
МЛ-10, модуль еластичності якого становить майже 
45 GPa, що точніше відповідає модулю пружності 
кортикального шару кістки.

Мета роботи
Визначити чутливість грам негативних мікроорга-
нізмів – основних збудників імплантат-асоційованих 
інфекцій – до продуктів біодеградації магнієвого спла-
ву МЛ-10 із наступним обґрунтуванням можливості 
використання у травматологічній практиці у складі 
штучних імплантатів, що характеризуються антибак-
теріальною активністю.

Матеріали і методи дослідження
Для експериментів зависі стружки (по 0,1 мг) сте-
рилізували у 70 % спирті впродовж 5 хвилин, потім 
промивали у стерильному 0,85 % NaCl. Після стерилі-
зації стружку занурювали у пробірки з бульйоном Мю-
ллера–Хінтона (рН 7,4) з розрахунку 1 мг стружки на 
1 мл бульйону. Зразки інкубували при 37 ºС 72 годин, 
після чого надосадову рідину (екстракт) відбирали й 
центрифугували при 3000 обертах 5 хвилин. Екстракт, 
що отримали, використовували в дослідженнях.

Як тест-мікроорганізми використовували добові 
культури стандартних еталонних штамів Escheriсhia 
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa АТСС 27853 
(American Type Culture Collection), з яких методом 
серійних розведень у фізіологічному розчині (0,85 % 
NaCl) готували бактеріальну суспензію густиною від 
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109 КУО/мл до 104 КУО/мл. У кожну пробірку з 2 мл 
екстракту вносили по 0,2 мл бактеріальної суспензії 
відповідних розведень. Як контроль використовували 
пробірки з бульйоном Мюллера–Хінтона без екстракту, 
в які вносили ці посівні дози мікроорганізмів (контроль 
росту культури), і пробірки з бульйоном та екстрактом 
без внесення культури (контроль стерильності се-
редовищ). Пробірки з посівами інкубували при 37 ºС 
72 години. Щодня впродовж інкубації з пробірок 
робили висів вмісту (0,1 мл) на чашки з агаром Мю-
ллера–Хінтона.

Облік результатів росту E. coli і P. aeruginosa на 
агарі (підрахунок колоній, що виросли) виконували 
після інкубації посівів при 37 ºС 24 год. Бактеріо-
статичну активність екстракту сплаву оцінювали за 
наявністю/відсутністю візуального росту в пробірках 
із посівами, бактерицидну – за наявністю/відсутністю 
росту на чашках з агаром після висівання з пробірок. 
Антимікробну активність біодеградуючого сплаву 
досліджували в 5 повторах.

Статистичний аналіз отриманих результатів 
виконали за допомогою ліцензійних комп’ютерних 
програм Microsoft Excel 2010 і Statistica for Windows 
13 (StatSoft Inc., № JPZ804I382130ARCN10-J). Під час 
аналізу розподілів кількісних даних визначали міри 
центральної тенденції – медіана (Ме), міри варіації – 
інтерквартильний розмах у вигляді 25 і 75 перцентилів.

Результати
Встановили, що досліджуваний екстракт металу має 
високу бактеріостатичну й бактерицидну активність 
щодо еталонних штамів E. coli та P. aeruginosa. Під час 
огляду посівів у бульйоні Мюллера–Хінтона виявили: 
зростання культур в усіх пробірках з екстрактом і 
штамами протягом 3 діб візуально не визначили. Та-
кий бактеріостатичний ефект продуктів біодеградації 
досліджуваного металу, ймовірно, пов’язаний зі знач-
ним зрушенням рН середовища в лужний бік до 9,64.

Під час вивчення бактерицидної активності спла-
ву виявлено, що протягом доби екстракт ефективно 
знешкоджує 105, 104, 103 м.к. Зростання культур киш-
кової та синьогнійної паличок на агарі спостерігали 
тільки у висівах із пробірок, в які напередодні додано 
мікроорганізми в концентрації 109 КУО/мл, 108 КУО/мл, 
107 КУО/мл. Максимальне зростання колоній на агарі 
після висіву з цих пробірок зафіксували тільки після 
першої доби інкубації. Протягом термостатування 
кількість колоній, що виростала на агарі після другого 
та третього висівів, суттєво зменшувалась.

Найбільш показова бактерицидна дія екстракту – 
в дослідах із найвищим мікробним навантаженням 
у 109 КУО/мл. Так, загальна кількість колоній E. coli, 
що виросла після висіву на агар, зменшилась із 220 
(після першої доби інкубації екстракту) до 2 колоній 
після 72 годин витримування рідини в термостаті 
(табл. 1), а в дослідах із P. aeruginosa – з 192 до 1 
(табл. 2). Аналогічні результати отримали в дослідах 
із меншими мікробними концентраціями, що свідчить 
про високу чутливість грамнегативних мікроорганізмів 
до екстракту магнієвого сплаву МЛ-10.

Висновки
1. Магнієвий сплав МЛ-10 у рідкому середовищі 

характеризується високою бактерицидною активністю 
завдяки утворенню продуктів біодеградації металу в 
результаті електрохімічної реакції та зміні рН середо-
вища в лужний бік – із 7,4 до 9,6.

2. Грамнегативні мікроорганізми родини 
Enterobacteriaceae високочутливі до екстракту магні-
євого сплаву МЛ-10, що підтверджується припиненням 
зростання тест-штаму E. coli АТСС 25922 протягом 
3 діб.

3. Екстракт має антибактеріальні властивості щодо 
музейного тест-штаму неферментуючих грамнега-
тивних мікроорганізмів – P. aeruginosa АТСС 27853, 
пригнічуючи його зростання впродовж 72 годин.

4. Результати досліджень підтверджують можли-
вість застосування сплаву МЛ-10 в складі імплантатів, 
що мають унікальну особливість – запобігати зростан-
ню збудників імплантат-асоційованих інфекцій.

Перспективи подальших досліджень. Результа-
ти, що отримали, свідчать про перспективність науко-
вих досліджень у цьому напрямі, оскільки необхідне 
вивчення протимікробної активності магнієвого сплаву 
МЛ-10 щодо клінічних штамів мікроорганізмів – збуд-
ників інфекцій, зумовлених медичним втручанням.
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Таблиця 1. Кількість колоній E. coli ATCC 25922, що виросли на агарі Мюллера–
Хінтона після інкубації в екстракті магнієвого сплаву, Me (Q25–Q75)

Час інкубації, 
години

Посівна доза E. coli, КУО/мл
109 108 107

Кількість колоній 
24 220 (128–242) 19 (16–31) 1,5 (1,0–2,0)
48 3 (2–29) 1,5 (1,0–2,0) 0
72 2,5 (2,0–3,0) 0 0

Таблиця 2. Кількість колоній P. aeruginosa ATCC 27853, що виросли на агарі 
Мюллера–Хінтона після інкубації в екстракті магнієвого сплаву, Me (Q25–Q75)

Час інкубації, 
години

Посівна доза P. aeruginosa, КУО/мл
109 108 107

Кількість колоній 
24 192 (102-201) 22 (16-24) 3 (1,5-4,5)
48 18 (1-9) 2 (1-2) 0
72 1 (1-1) 0 0
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