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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Ââåäåíèå
Àíòèáèîòèêè àêòèâíî èñïîëüçóþòñÿ â ìåäè-

öèíå, âåòåðèíàðèè, ïèùåâîé ïðîìûøëåííîñòè

ïðè êîíñåðâèðîâàíèè è äëÿ îáðàáîòêè ïèùåâûõ

ïðîäóêòîâ ïðè òðàíñïîðòèðîâêå. Îäíèì èç îñ-

íîâíûõ ìîìåíòîâ ïðè èñïîëüçîâàíèè àíòèáèîòè-

êîâ ÿâëÿåòñÿ ñîõðàíåíèå èõ ñòàáèëüíîñòè è àíòè-

áàêòåðèàëüíîé àêòèâíîñòè. Ñóùåñòâóåò äâà ìåòî-

äà îïðåäåëåíèÿ ñòàáèëüíîñòè àíòèáèîòèêîâ:

êëàññè÷åñêèé ìåòîä è ìåòîä «óñêîðåííîãî ñòàðå-

íèÿ». Â ðàìêàõ ïåðâîãî ìåòîäà ëåêàðñòâåííîå

ñðåäñòâî â òå÷åíèå ñðîêà ãîäíîñòè õðàíÿò ñ ñî-

áëþäåíèåì òðåáóåìûõ óñëîâèé è àíàëèçèðóþò

àêòèâíîñòü êàæäûå ïîëãîäà èëè êàæäûé ãîä â çà-

âèñèìîñòè îò ñðîêà ãîäíîñòè. Çàòåì äàþò çàêëþ-

÷åíèå îá îïòèìàëüíîì ñðîêå õðàíåíèÿ. Îäíàêî

ýòî äëèòåëüíûé ìåòîä. Ìåòîä «óñêîðåííîãî ñòà-

ðåíèÿ» ïîçâîëÿåò çà 15 äíåé –6 ìåñ. ïðè òåìïåðà-

òóðå 40–70°Ñ óñòàíîâèòü ñðîê ãîäíîñòè ëåêàðñò-

âåííîãî ñðåäñòâà. Ýòîò ìåòîä îñíîâàí íà èçó÷å-

íèè êèíåòèêè ðåàêöèé ðàçëîæåíèÿ ëåêàðñòâåí-

íûõ âåùåñòâ. Îïðåäåëåíèå âåäóò â êëèìàòè÷åñêèõ

øêàôàõ, àâòîìàòè÷åñêè ñîçäàþùèõ çàäàííûå óñ-

ëîâèÿ õðàíåíèÿ: òåìïåðàòóðó, âëàæíîñòü, ñâåò.

Èññëåäóÿ ôèçè÷åñêèå è õèìè÷åñêèå èçìåíåíèÿ

âåùåñòâà, îöåíèâàþò åãî ñòàáèëüíîñòü.

Äîâîëüíî ÷àñòî íà ïðàêòèêå íåîáõîäèìî ïî-

ëó÷èòü ñâåäåíèÿ îá àêòèâíîñòè ïðåïàðàòà â êðàò-

êèå ñðîêè è âî âíåëàáîðàòîðíûõ óñëîâèÿõ. Ïîýòî-

Ðàçðàáîòàí äàò÷èê íà îñíîâå ýëåêòðîäèíàìè÷åñêîãî ñâåðõâûñîêî÷àñòîòíîãî (ÑÂ×) ðåçîíàòîðà äëÿ îïðåäåëåíèÿ àíòèáàêòåðè-
àëüíîé àêòèâíîñòè àíòèáèîòèêîâ íà ïðèìåðå àìîêñèöèëëèíà. Â êà÷åñòâå ÷óâñòâèòåëüíîãî ýëåìåíòà äàò÷èêà èñïîëüçîâàëè
ìèêðîáíûå êëåòêè, èììîáèëèçîâàííûå íà ïîâåðõíîñòè ïë¸íêè ïîëèñòèðîëà. Îïðåäåëåíû îïòèìàëüíûå óñëîâèÿ èììîáèëèçàöèè
ìèêðîáíûõ êëåòîê Escherichia coli Xl-1 íà ïîâåðõíîñòè òîíêîé ïë¸íêè ïîëèñòèðîëà, ìîäèôèöèðîâàííîé â ïëàçìå âûñîêî÷àñòîò-
íîãî ðàçðÿäà àðãîíà è íàíåñ¸ííîé íà ïëàñòèíó íèîáàòà ëèòèÿ. Èññëåäîâàíî âëèÿíèå àìîêñèöèëëèíà íà èììîáèëèçîâàííûå ìè-
êðîáíûå êëåòêè ñ ïîìîùüþ ÑÂ× ðåçîíàòîðà. Óñòàíîâëåíî, ÷òî âîçäåéñòâèå àìîêñèöèëëèíà (îò 5 äî 50 ìêã/ìë) ïðèâîäèò ê ñóùå-
ñòâåííîìó èçìåíåíèþ êîýôôèöèåíòà îòðàæåíèÿ S11 íà ðåçîíàíñíîé ÷àñòîòå îò ïëàñòèíû íèîáàòà ëèòèÿ â èíòåðâàëå îò -12,6 äÁ
äî -15,1 äÁ. Ïîêàçàíî, ÷òî ñ ïîìîùüþ ìèêðîáíîãî äàò÷èêà íà îñíîâå ýëåêòðîäèíàìè÷åñêîãî ÑÂ× ðåçîíàòîðà ìîæíî îïðåäå-
ëÿòü àíòèáàêòåðèàëüíóþ àêòèâíîñòü ïðåïàðàòîâ â èññëåäóåìîì äèàïàçîíå êîíöåíòðàöèé ïðè âðåìåíè àíàëèçà 15 ìèí.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: Escherichia coli, àìîêñèöèëëèí, èììîáèëèçàöèÿ, òîíêèå ïë¸íêè, ïîëèñòèðîë, ìèêðîáíûé ñåíñîð, êîýôôè-
öèåíò îòðàæåíèÿ, àíòèáàêòåðèàëüíàÿ àêòèâíîñòü.

A sensor based on the electrodynamic microwave resonator has been developed to determine the antibacterial activity of antibiotics
using amoxicillin as an example. Microbial cells immobilized on the polystyrene film surface were used as a sensitive element of the
sensor. The optimal conditions for the immobilization of Escherichia coli Xl-1 microbial cells on the surface of a thin polystyrene
film modified in high-frequency argon discharge plasma and deposited on a lithium niobate plate were determined. The effect of
amoxicillin on immobilized microbial cells was studied using the developed sensor. It has been established that the increase in con-
centration of amoxicillin from 5 to 50 μg/ml leads to a significant change in the reflection coefficient S11 at the resonance fre-
quency from the lithium niobate plate in the range of -12.6 dB — -15.1 dB. It has been shown that the developed sensor allows
determining the antibacterial activity of drugs in the studied concentration range with an analysis time of 15 min.

Keywords: Escherichia coli, amoxicillin, immobilization, thin films, polystyrene, microbial sensor, reflection coefficient, antibacterial
activity.
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ìó àêòóàëüíûì ÿâëÿåòñÿ ðàçâèòèå ìåòîäîâ äëÿ

ýêñïðåññ-àíàëèçà àêòèâíîñòè ïðåïàðàòà, â òîì

÷èñëå, â ïðîöåññå åãî õðàíåíèÿ. Â ýòîì íàïðàâëå-

íèè áèîñåíñîðíûå ìåòîäû, ïîçâîëÿþùèå ïîëó-

÷èòü ðåçóëüòàò â òå÷åíèå êîðîòêîãî âðåìåíè,

ïðåäñòàâëÿþòñÿ ïåðñïåêòèâíûìè. Âîçìîæíîñòü

êîìáèíèðîâàíèÿ áèî÷óâñòâèòåëüíûõ ýëåìåíòîâ ñ

ðàçëè÷íûìè ïðåîáðàçîâàòåëÿìè ñîçäàåò îãðîìíîå

ðàçíîîáðàçèå ñåíñîðîâ. Èììîáèëèçàöèÿ ÷óâñòâè-

òåëüíîãî ýëåìåíòà ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ýòàïîâ ïðè

ñîçäàíèè áèîñåíñîðîâ. Íàïðèìåð, â ðàáîòå [1]

îïèñàí ïðîöåññ ïîäãîòîâêè ñòàáèëüíûõ òîíêèõ

ïë¸íîê SiO2 è ïðîöåññ èììîáèëèçàöèè òðîìáèí-

ñâÿçûâàþùåãî àïòàìåðà (TBA29 ïðîòèâ òðîìáè-

íà) è IgG-àíòèòåë íà èõ ïîâåðõíîñòè äëÿ äèàãíîñ-

òèêè êîíöåíòðàöèé òðîìáèíà (îò 4 äî 270 íÌ) ñ

ïîìîùüþ ãðàâèìåòðè÷åñêîãî ñåíñîðà.

Âîçìîæíîñòè àêóñòè÷åñêèõ äàò÷èêîâ ñ ïî-

âåðõíîñòíîé àêóñòè÷åñêîé âîëíîé ïðîäåìîíñò-

ðèðîâàíû â ðàáîòå [2] äëÿ îïðåäåëåíèÿ óðîâíÿ d-

ñåðèíà ñ èñïîëüçîâàíèåì èíàêòèâèðîâàííîé

ôîðìû d-ñåðèíäåãèäðàòàçû, èììîáèëèçîâàííîé

íà ïîêðûòîé ïë¸íêîé çîëîòà ïîâåðõíîñòè äàò÷è-

êà. Ïðîöåññ ñâÿçûâàíèÿ ìåæäó «èíàêòèâèðîâàí-

íîé» d-ñåðèíäåãèäðàòàçîé è d-ñåðèíîì êîíòðî-

ëèðîâàëè ïóò¸ì àíàëèçà âûõîäíûõ ïàðàìåòðîâ

àêóñòè÷åñêîé ëèíèè çàäåðæêè.

Â ðàáîòå [3] èçó÷åíû óñëîâèÿ ïîëó÷åíèÿ ðàñ-

ïîçíàþùåãî ñëîÿ ïüåçîýëåêòðè÷åñêîãî ñåíñîðà

íà îñíîâå ìíîãîñòåííûõ óãëåðîäíûõ íàíîòðóáîê

(ÓÍÒ) äëÿ âûñîêî÷óâñòâèòåëüíîãî îïðåäåëåíèÿ

ôòîðõèíîëîíîâ â ïðÿìîì è êîíêóðåíòíîì ôîð-

ìàòàõ èììóíîàíàëèçà.

Â ðàáîòå [4] ðàçðàáîòàíà ìåòîäèêà ôîòîõèìè-

÷åñêîãî ñèíòåçà òîíêèõ ïë¸íîê äëÿ îïðåäåëåíèÿ

öåôàëîñïîðèíîâ, âêëþ÷àþùàÿ èììîáèëèçàöèþ

àíòèáèîòèêîâ íà ìîäèôèöèðîâàííóþ γ-àìèíî-

ïðîïèëòðèýòîêñèñèëàíîì ïîâåðõíîñòü ýëåêòðîäà

ïüåçîýëåêòðè÷åñêîãî ñåíñîðà è ïîñëåäóþùåå äî-

çèðîâàíèå íåâîäíîãî ðàñòâîðà ìåòàêðèëîâîé êèñ-

ëîòû, ýòèëåíãëèêîëüäèìåòàêðèëàòà è 2.2-àçîáèñ

(èçîáóòèðîëíèòðèëà) íà ïîäãîòîâë¸ííóþ ïîâåðõ-

íîñòü ñåíñîðà. Óñòàíîâëåíû äèàïàçîíû îïðåäåëÿ-

åìûõ êîíöåíòðàöèé àíòèáèîòèêîâ (1–26 ìêã/ñì3

äëÿ öåôòàçèäèìà, 1–31 ìêã/ñì3 äëÿ öåôòðèàêñîíà

è 1–34 ìêã/ñì3 äëÿ öåôîòàêñèìà).

Îïèñàí ïüåçîýëåêòðè÷åñêèé èììóíîñåíñîð-

íûé àíàëèç äëÿ îïðåäåëåíèÿ èíòåðôåðîíà [5]. Â

ýòîì ñëó÷àå àíòèòåëà, ñïåöèôè÷íûå ê èíòåðôå-

ðîíó, èììîáèëèçîâàëè íà ýëåêòðîäàõ. 

Èçó÷åíû óñëîâèÿ ôîðìèðîâàíèÿ ðàñïîçíàþ-

ùåãî ñëîÿ ïüåçîýëåêòðè÷åñêîãî ñåíñîðà íà îñíî-

âå óãëåðîäíûõ íàíîòðóáîê äëÿ âûñîêî÷óâñòâè-

òåëüíîãî îïðåäåëåíèÿ ðàêòîïàìèíà â ïðÿìîì

ôîðìàòå èììóíîàíàëèçà. Äèàïàçîí îïðåäåëÿå-

ìûõ ñîäåðæàíèé ðàêòîïàìèíà ñ ïîìîùüþ ïüåçî-

ýëåêòðè÷åñêîãî ñåíñîðà ñîñòàâëÿåò (íã/ñì3)

0,09–25, ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ 0,03 [6].

Ðàíåå ñ ïîìîùüþ äàò÷èêà íà îñíîâå ýëåêòðîäè-

íàìè÷åñêîãî ñâåðõâûñîêî÷àñòîòíîãî (ÑÂ×) ðåçî-

íàòîðà áûëà îïòèìèçèðîâàíà ïðîöåäóðà ïîäãîòîâ-

êè ïë¸íîê ïîëèñòèðîëà è èììîáèëèçàöèè íà íèõ

ìèêðîáíûõ êëåòîê äëÿ îïðåäåëåíèÿ âèðóñíûõ ÷àñ-

òèö è æèçíåñïîñîáíîñòè ìèêðîáíûõ êëåòîê [7].

Öåëü ðàáîòû — îöåíêà âîçäåéñòâèÿ àìîêñè-

öèëëèíà íà ìèêðîáíûå êëåòêè, èììîáèëèçîâàí-

íûå íà ïë¸íêàõ ïîëèñòèðîëà, ñ ïîìîùüþ äàò÷èêà

íà îñíîâå ýëåêòðîäèíàìè÷åñêîãî ÑÂ× ðåçîíàòî-

ðà äëÿ îïðåäåëåíèÿ àíòèáàêòåðèàëüíîé àêòèâíî-

ñòè ïðåïàðàòà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäû
Ìèêðîáíûå êëåòêè è àíòèáèîòèê. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëèñü

ìèêðîáíûå êëåòêè Escherichia coli Xl-1 (IBPPM 632), ïîëó÷åí-

íûå èç êîëëåêöèè ðèçîñôåðíûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ ÈÁÔÐÌ

ÐÀÍ (ã. Ñàðàòîâ) (http://collection.ibppm.ru).

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ áóëüîííûõ êóëüòóð ýòîãî øòàììà ìèêðî-

îðãàíèçìîâ èñïîëüçîâàëàñü æèäêàÿ ïèòàòåëüíàÿ ñðåäà LÂ ñëå-

äóþùåãî ñîñòàâà (ã/ë): NaCl — 5; äðîææåâîé ýêñòðàêò — 5 è

ïåïòîí — 10. Êóëüòèâèðîâàíèå ïðîâîäèëîñü ïðè èíòåíñèâ-

íîì ïåðåìåøèâàíèè íà øåéêåðå (160 îá/ìèí) â òå÷åíèå 18 ÷

ïðè 30±1°Ñ. Ïîñëå äîñòèæåíèÿ ëîãàðèôìè÷åñêîé ôàçû ðîñòà

êëåòêè ïðîìûâàëèñü äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé (ýëåêòðîïðî-

âîäíîñòü 1,8 ìêÑì/ñì) è çàòåì îòäåëÿëèñü öåíòðèôóãèðîâà-

íèåì ïðè 3354 g â òå÷åíèå 5 ìèí. Ïîòîì êëåòêè ñóñïåäèðîâà-

ëèñü â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå è äàëåå èñïîëüçîâàëèñü äëÿ

èììîáèëèçàöèè.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè àíòèáèîòèê àìîêñèöèëëèí

(Sigma, ÑØÀ).

Äåòåêòèðóþùàÿ ñèñòåìà. Äëÿ ñîçäàíèÿ ÑÂ× ýëåêòðîìàãíèò-

íîãî ðåçîíàòîðà èñïîëüçîâàëñÿ îòðåçîê ïðÿìîóãîëüíîãî âîëíî-

âîäà äëèíîé 74 ìì ñ ñå÷åíèåì 28,5�12,6 ìì2. Îäèí åãî òîðåö áûë

ýëåêòðè÷åñêè çàêîðî÷åí çàïàÿííîé ìåäíîé ïëàñòèíêîé, à íà

âòîðîì — ðàñïîëàãàëñÿ òùàòåëüíî îòøëèôîâàííûé ñòàíäàðò-

íûé ôëàíåö, íà êîòîðîì áûëè óñòàíîâëåíû íàïðàâëÿþùèå â

âèäå ìåäíûõ ïîëèðîâàííûõ ïëàñòèíîê òîëùèíîé 0,8 ìì äëÿ

òî÷íîãî ïîçèöèîíèðîâàíèÿ ïëàñòèíû íèîáàòà ëèòèÿ ñ äèýëåê-

òðè÷åñêîé ïðîíèöàåìîñòüþ ïîðÿäêà 35–40. Ýòà ïëàñòèíà ïîë-

íîñòüþ çàïîëíÿëà ïîïåðå÷íîå ñå÷åíèå âîëíîâîäà. Òàêèì îáðà-

çîì, ðåçîíàíñ âîçíèêàë íà îòðåçêå âîëíîâîäà, îãðàíè÷åííîì ñ

îäíîé ñòîðîíû ìåäíîé ïëàñòèíêîé, à ñ äðóãîé ñòîðîíû — ïëà-

ñòèíîé íèáàòà ëèòèÿ ñ ÷óâñòâèòåëüíûì ñëîåì. ×óâñòâèòåëüíûé

ñëîé ïðåäñòàâëÿë ñîáîé òîíêóþ ïë¸íêó ïîëèñòèðîëà, êîòîðàÿ

ðàâíîìåðíî íàíîñèëàñü íà ïîâåðõíîñòü ïëàñòèíû íèîáàòà ëè-

òèÿ è ìîäèôèöèðîâàëàñü â ïëàçìå âûñîêî÷àñòîòíîãî (Â×) ðàç-

ðÿäà àðãîíà. Äàííîå óñòðîéñòâî ñ ïîìîùüþ êîàêñèëüíî-âîëíî-

âîäíîãî ïåðåõîäà è êîàêñèàëüíîãî êàáåëÿ ïîäêëþ÷àëîñü êî

âõîäó èçìåðèòåëÿ S-ïàðàìåòðîâ («Agilent», ÑØÀ). Êîýôôèöè-

åíò îòðàæåíèÿ S11 èçìåðÿëñÿ â äèàïàçîíå ÷àñòîò 5–8,5 ÃÃö.

Ôîðìèðîâàíèå è ìîäèôèêàöèÿ òîíêèõ ïë¸íîê ïîëèñòèðîëà.
Â ðàáîòå ìèêðîáíûå êëåòêè èììîáèëèçîâàëè íà ïîâåðõíîñòè

òîíêèõ ïë¸íîê ÏÑ, ìîäèôèöèðîâàííûõ â ïëàçìå Â× ðàçðÿäà

àðãîíà. Òîíêèå ïîëèìåðíûå ïë¸íêè, â òîì ÷èñëå è ïë¸íêè ÏÑ,

íàõîäÿò øèðîêîå ïðèìåíåíèå â ðàçëè÷íûõ îáëàñòÿõ ìåäèöè-

íû, íàíî- è áèîòåõíîëîãèé, à òàêæå â ñåíñîðíûõ òåõíîëîãèÿõ

[8–9]. Ïîâåðõíîñòíàÿ ïëàçìåííàÿ ìîäèôèêàöèÿ ÿâëÿåòñÿ

óíèêàëüíûì èíñòðóìåíòîì, êîòîðûé ïîçâîëÿåò èçáèðàòåëüíî

óëó÷øàòü ïîâåðõíîñòíûå ñâîéñòâà ìàòåðèàëà, íå çàòðàãèâàÿ

åãî îáú¸ìíûõ ñâîéñòâ, è îáåñïå÷èâàòü áèîñîâìåñòèìîñòü ïë¸-

íîê è óâåëè÷åíèå èõ àäñîðáöèîííûõ ñâîéñòâ [10–12].

Â ðàáîòå òîíêèå ïë¸íêè ïîëèñòèðîëà (ÏÑ) ïîëó÷àëè ìå-

òîäîì öåíòðèôóãèðîâàíèÿ â ãåðìåòè÷íîé êàìåðå â àòìîñôåðå

íàñûùåííûõ ïàðîâ ÷åòûðåõõëîðèñòîãî óãëåðîäà ïðè ñêîðîñòè

âðàùåíèÿ ïîäëîæêè 1800 îá/ìèí. Ïðåäâàðèòåëüíî ÏÑ ðàñòâî-

ðÿëñÿ â ÷åòûð¸õõëîðèñòîì óãëåðîäå (CCl4, 96 ìàññ. %). Òîëùèíà
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ïîëó÷åííûõ ïë¸íîê, îöåíåííàÿ ïî å¸ ñêîëó ìåòîäîì ñêàíèðóþ-

ùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè (ÑÝÌ), ñîñòàâëÿëà 150±10 íì.

Ìîäèôèêàöèþ ïîâåðõíîñòè òîíêèõ ïë¸íîê ÏÑ îñóùåñòâëÿëè

â êàìåðå âàêóóìíîé óñòàíîâêè Orion-40T («VTC», Þæíàÿ Êî-

ðåÿ). Ïîäëîæêè ñ íàíåñ¸ííîé ïë¸íêîé ÏÑ ðàñïîëàãàëèñü â çî-

íå ýðîçèè ìèøåíè ìàãíåòðîíà. Â× ðàçðÿä (13,56 ÌÃö) çàæè-

ãàëñÿ â àòìîñôåðå àðãîíà, êîòîðûé çàïîëíÿë êàìåðó ñ ðàñõî-

äîì 100 ìë/ìèí, à íà ìèøåíü ïîäàâàëîñü Â× ñìåùåíèå. Ìîù-

íîñòü ðàçðÿäà ñîñòàâëÿëà ~100 Âò ïðè äàâëåíèè â êàìåðå 10-3 ìáàð.

Îáðàáîòêà ïë¸íêè îñóùåñòâëÿëàñü â òå÷åíèå 30 ñ. 

Îïðåäåëåíèå êîíöåíòðàöèè ìèêðîáíûõ êëåòîê. Êîíöåíò-

ðàöèþ ìèêðîáíûõ êëåòîê îïðåäåëÿëè ïî âåëè÷èíå îïòè÷åñ-

êîé ïëîòíîñòè ñóñïåíçèè íà äëèíå âîëíû 540 íì (D540) â êþ-

âåòå ñ òîëùèíîé îïòè÷åñêîãî ñëîÿ 1,0 ñì íà ñïåêòðîôîòîìåò-

ðå «Specol-221» («Carl Zeiss Jena», Ãåðìàíèÿ). Ìàññó ñóõèõ

êëåòîê (ã/ë) îïðåäåëÿëè íà îñíîâàíèè ïðåäâàðèòåëüíî ïîñò-

ðîåííûõ êàëèáðîâî÷íûõ êðèâûõ.

Èììîáèëèçàöèÿ ìèêðîáíûõ êëåòîê. Ïîñëå ïîäãîòîâêè

ïë¸íîê ÏÑ, ìîäèôèöèðîâàííûõ â ïëàçìå Â× ìàãíåòðîííîãî

ðàçðÿäà, ïðîâîäèëè îïòèìèçàöèþ óñëîâèé èììîáèëèçàöèè

ìèêðîáíûõ êëåòîê. Áûëè âûáðàíû ñëåäóþùèå óñëîâèÿ èììî-

áèëèçàöèè: îïòèìàëüíîå âðåìÿ îáðàáîòêè ïë¸íîê â ïëàçìå —

30 ñ; âðåìÿ èììîáèëèçàöèè ìèêðîáíûõ êëåòîê íà ïë¸íêàõ ÏÑ —

20 ìèí; êîëè÷åñòâî êëåòîê â èñõîäíîé ñóñïåíçèè (ìèêðîáíàÿ

íàãðóçêà) ~1,34 ã ñóõîé ìàññû êëåòîê/ë. Èñïîëüçîâàíèå î÷åíü

áîëüøîãî êîëè÷åñòâà êëåòîê â ñóñïåíçèè îêàçàëîñü íåöåëåñî-

îáðàçíûì, ïîñêîëüêó â ýòîì ñëó÷àå êîëè÷åñòâî êëåòîê, àäñîð-

áèðóþùèõñÿ íà íîñèòåëå, óìåíüøàëîñü, à îñòàþùèõñÿ â ñâî-

áîäíîì ñîñòîÿíèè — óâåëè÷èâàëîñü. Èììîáèëèçàöèþ êëåòîê

ïðîâîäèëè â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå (ýëåêòðîïðîâîäíîñòü

1,8–2 ìêÑì/ñì), à êîëè÷åñòâî ìèêðîáíûõ êëåòîê îïðåäåëÿ-

ëîñü ïðè 27°Ñ. Îöåíêà êîëè÷åñòâà àäñîðáèðîâàííûõ êëåòîê

îñóùåñòâëÿëàñü ïî ðàçíèöå èõ ñîäåðæàíèÿ â ñóïåðíàòàíòå ïî-

ñëå èíêóáàöèè ñ ñîðáåíòîì è â èñõîäíîì ðàñòâîðå. Òàêîé âà-

ðèàíò ðàñ÷¸òà íå èñêëþ÷àë îøèáêè ïðè îïðåäåëåíèè àáñî-

ëþòíûõ âåëè÷èí ñîðáöèè, îäíàêî âîñïðîèçâîäèìîñòü ðåçóëü-

òàòîâ ñâèäåòåëüñòâîâàëà îá èõ äîñòîâåðíîñòè.

Ïîâåðõíîñòü ÏÑ äî è ïîñëå èììîáèëèçàöèè ìèêðîáíûõ

êëåòîê èçó÷àëè ìåòîäîì ñêàíèðóþùåé çîíäîâîé ìèêðîñêîïèè

(ÑÇÌ) ñ ïîìîùüþ çîíäîâîé íàíîëàáîðàòîðèè Ntegra Spectra

(«NT-MDT», Ðîññèÿ). Èçîáðàæåíèÿ ïîâåðõíîñòè ÏÑ ïîëó÷à-

ëè â ïîëóêîíòàêòíîì ðåæèìå ñ ïîìîùüþ êðåìíèåâîãî çîíäà

NSG-10. Îáðàáîòêó èçîáðàæåíèé ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðî-

ãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Gwyddion. Çîíäîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ

ïîçâîëÿëà ïîäðîáíî ðàññìîòðåòü ìîäèôèöèðîâàííóþ ïîâåðõ-

íîñòü ïë¸íêè, êîòîðàÿ ïðåäñòàâëåíà öåïî÷å÷íûìè ìèêðîäî-

ìåííûìè ñòðóêòóðàìè. Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíî ÑÇÌ — èçîáðà-

æåíèå ïîâåðõíîñòè ïë¸íêè ïîñëå ìîäèôèêàöèè â ïëàçìå â òå-

÷åíèå 30 ñ (à), è (á) — ÑÇÌ èçîáðàæåíèå ïë¸íêè ïîñëå èììî-

áèëèçàöèè áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê. Íà ðèñ. 1 á õîðîøî âèäíû

èììîáèëèçîâàííûå íà ïîâåðõíîñòè ÏÑ ìèêðîáíûå êëåòêè.

Äàëåå ÏÑ ñ èììîáèëèçîâàííûìè êëåòêàìè èñïîëüçîâàëè

äëÿ èçìåðåíèé ñ ïîìîùüþ ÑÂ× ðåçîíàòîðà. Îáùàÿ ñõåìà

ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòîâ ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 2.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Рис. 1. СЗМ (а) изображение поверхности тонкой плёнки полистирола после модификации в плазме в тече�

ние 30 с, и (б) изображение плёнки, содержащей иммобилизованные микробные клетки.

Рис. 2. Общая схема проведения экспериментов.
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Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ
Â ðàáîòå ïðèìåíÿëè îäíó èç íàèáîëåå ìíîãî-

÷èñëåííûõ ñðåäè âñåõ àíòèáàêòåðèàëüíûõ ãðóïï —

áåòà-ëàêòàìíûå àíòèáèîòèêè [13]. Áåòà-ëàêòàì-

íûå àíòèáèîòèêè ÿâëÿþòñÿ îñíîâîé ñîâðåìåííîé

õèìèîòåðàïèè, òàê êàê çàíèìàþò âåäóùåå ìåñòî â

ëå÷åíèè áîëüøèíñòâà èíôåêöèîííûõ çàáîëåâà-

íèé. Â êà÷åñòâå àíòèáàêòåðèàëüíîãî ïðåïàðàòà èñ-

ïîëüçîâàëè àìîêñèöèëëèí, êàê ïðåäñòàâèòåëü

ãðóïïû áåòà-ëàêòàìíûõ àíòèáèîòèêîâ.

Àêòèâíîñòü áåòà-ëàêòàìíûõ àíòèáèîòèêîâ â

çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè îïðåäåëÿåòñÿ èõ ñïîñîáíî-

ñòüþ âçàèìîäåéñòâîâàòü ñ êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñ-

òüþ è èçìåíÿòü áàðüåðíûå ñâîéñòâà öèòîïëàçìà-

òè÷åñêîé ìåìáðàíû [14]. Àìîêñèöèëëèí àêòèâåí

â îòíîøåíèè ðÿäà ãðàìîòðèöàòåëüíûõ ïàëî÷åê,

ïîýòîìó â êà÷åñòâå ìîäåëüíîãî îáúåêòà èññëåäî-

âàíèÿ èñïîëüçîâàëèñü ìèêðîá-

íûå êëåòêè Escherichia coli
øòàììà XL-1. Ðàíåå áûëî ïî-

êàçàíî, ÷òî êëåòêè äàííîãî

øòàììà ÿâëÿþòñÿ ÷óâñòâèòåëü-

íûìè ê àìîêñèöèëëèíó [15].

Ïîñëå èììîáèëèçàöèè êëå-

òîê íà ïîâåðõíîñòè ïë¸íîê ÏÑ

èçó÷àëàñü âîçìîæíîñòü îïðåäå-

ëåíèÿ àêòèâíîñòè àìîêñèöèë-

ëèíà ñ ïîìîùüþ ÑÂ× ðåçîíàòî-

ðà. Ñ ïîìîùüþ êîàêñèàëüíî-

âîëíîâîäíîãî ïåðåõîäà ýëåêò-

ðîäèíàìè÷åñêèé ÑÂ× ðåçîíà-

òîð ïîäêëþ÷àëñÿ ê èçìåðèòåëþ

S ïàðàìåòðîâ E5071C è èçìåðÿ-

ëàñü çàâèñèìîñòü êîýôôèöèåí-

òà îòðàæåíèÿ S11 îò ÷àñòîòû â

äèàïàçîíå 5,5–8,5 ÃÃö. Ýòà çà-

âèñèìîñòü äëÿ ìîäèôèöèðîâàí-

íîé ïë¸íêè ÏÑ, íå ñîäåðæàùåé

èììîáèëèçîâàííûõ ìèêðîáíûõ

êëåòîê, ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 3.

Âèäíî, ÷òî â óêàçàííîì äèàïà-

çîíå íàáëþäàëèñü òðè ÿðêî âû-

ðàæåííûõ ìèíèìóìà, ñîîòâåò-

ñòâóþùèõ ðåçîíàíñíûì ÷àñòî-

òàì 5,67; 7,11 è 8,06 ÃÃö. Òåîðå-

òè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî

äëÿ ýòèõ ðåçîíàíñîâ âäîëü ðåçî-

íàòîðà óêëàäûâàåòñÿ â âîëíîâî-

äå îäíà, äâå è òðè ïîëîâèíû

äëèíû âîëíû, ñîîòâåòñòâåííî.

Òðåòèé ðåçîíàíñ (íà ÷àñòîòå

8,06 ÃÃö) õàðàêòåðèçîâàëñÿ íà-

èìåíüøèì êîýôôèöèåíòîì îò-

ðàæåíèÿ (-10,1 äÁ ïî ìîùíîñòè

èëè 0,31 ïî àìïëèòóäå). Â ýòîì

ñëó÷àå êîýôôèöèåíò ñòîÿ÷åé

âîëíû (ÊÑÂ), ðàâíûé �2, îêà-

çàëñÿ íàèìåíüøèì èç âñåõ òð¸õ

ðåçîíàíñîâ. Ýòî îçíà÷àëî, ÷òî èçìåíåíèå ýëåêò-

ðè÷åñêèõ ãðàíè÷íûõ óñëîâèé â ïëîñêîñòè, ãäå íà-

õîäèòñÿ ïëàñòèíêà íèîáàòà ëèòèÿ, â ýòîì ñëó÷àå

áóäåò ñèëüíåå âëèÿòü íà ïàðàìåòðû ðåçîíàòîðà ïî

ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè ðåçîíàíñàìè. Â ñâÿçè ñ

ýòèì äàëüíåéøåå èçó÷åíèå âëèÿíèÿ èììîáèëèçî-

âàííûõ áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê è áèîëîãè÷åñêèõ

âçàèìîäåéñòâèé íà ïë¸íêå ÏÑ ïðîâîäèëè èìåí-

íî äëÿ ýòîãî ðåçîíàíñà.

Íà ðèñ. 4 ïðåäñòàâëåíà ÷àñòîòíàÿ çàâèñèìîñòü

êîýôôèöèåíòà îòðàæåíèÿ S11 äëÿ ðåçîíàòîðà ñ

íåìîäèôèöèðîâàííîé (0) è îáðàáîòàííîé â ïëàç-

ìå ïë¸íêîé ïîëèñòèðîëà, ñîäåðæàùåé ìèêðîáíûå

êëåòêè, ïîñëå èììîáèëèçàöèè â òå÷åíèå 10 (1),

20 (2), 30 (3) è 40 (4) ìèí. Íà ðèñ. 5 ïðåäñòàâëåíà

çàâèñèìîñòü êîýôôèöèåíòà îòðàæåíèÿ S11 íà ðå-

çîíàíñíîé ÷àñòîòå îò âðåìåíè èììîáèëèçàöèè
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Рис. 3. Частотная зависимость коэффициента отражения S11 для резо�

натора с модифицированной в плазме плёнкой полистирола, не содер�

жащей микробные клетки.

Рис. 4. Частотная зависимость коэффициента отражения S11 для резо�

натора с немодифицированной (0) и обработанной в плазме плёнкой

полистирола, содержащей микробные клетки, после иммобилизации в

течение 10 (1), 20 (2), 30 (3) и 40 (4) мин.



áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê. Âèä-

íî, ÷òî ñ óâåëè÷åíèåì âðåìå-

íè èììîáèëèçàöèè îò 10 ìèí

äî 30 ìèí êîýôôèöèåíò îòðà-

æåíèÿ S11 âáëèçè òðåòüåãî ðå-

çîíàíñíîãî ïèêà óâåëè÷èâàåò-

ñÿ ïî àáñîëþòíîé âåëè÷èíå îò

8,27 äî 9 äÁ. Ïðè ýòîì ÷àñòîòà

ïèêà óìåíüøèëàñü îò 8,067 äî

8,057 ÃÃö. Äàëüíåéøåå óâåëè÷å-

íèå âðåìåíè èììîáèëèçàöèè

(áîëåå 30 ìèí) íå ïðèâîäèëî ê

êàêèì-ëèáî èçìåíåíèÿì. Èñ-

õîäÿ èç ïîëó÷åííûõ äàííûõ,

âðåìÿ äëÿ èììîáèëèçàöèè êëå-

òîê ñîñòàâëÿëî 20 ìèí.

Äàëåå ê èììîáèëèçîâàí-

íûì êëåòêàì äîáàâëÿëè ðàçíîå

êîëè÷åñòâî àíòèáèîòèêà (5, 10,

25 è 50 ìêã/ìë) è îïðåäåëÿëè

÷àñòîòíóþ çàâèñèìîñòü ïàðàìå-

òðà S11 âáëèçè òðåòüåãî ðåçî-

íàíñíîãî ïèêà (ðèñ. 6). Âûáîð

êîíöåíòðàöèé àíòèáèîòèêà

áûë îáóñëîâëåí ðàíåå ïðîâå-

ä¸ííûìè èññëåäîâàíèÿìè [15].

Íà ðèñ. 7 ïðåäñòàâëåíà çàâèñè-

ìîñòü êîýôôèöèåíòà îòðàæå-

íèÿ S11 íà ðåçîíàíñíîé ÷àñòîòå

îò êîíöåíòðàöèè äîáàâëÿåìîãî

àìîêñèöèëëèíà. 

Èç ðèñ. 7 âèäíî, ÷òî ïðè

óâåëè÷åíèè êîëè÷åñòâà àíòè-

áèîòèêà îò 5 äî 50 ìêã/ìë âåëè-

÷èíà S11 èçìåíÿåòñÿ îò -12,6 äî

-15,1 äÁ. Ïðè ýòîì âî âñåõ ñëó-

÷àÿõ ðåçîíàíñíàÿ ÷àñòîòà ìåíÿ-

ëàñü â íåáîëüøèõ ïðåäåëàõ:

8,065–8,062 ÃÃö. Ïîñêîëüêó èç-

ìåíåíèå âåëè÷èíû S11 çàâèñèò

îò êîíöåíòðàöèè àíòèáèîòèêà,

ïîëó÷åííûå äàííûå ìîãóò áûòü

èñïîëüçîâàíû äëÿ îïðåäåëåíèÿ

êîíöåíòðàöèé àìîêñèöèëëèíà

â âîäíûõ ðàñòâîðàõ.

Áûëà èçó÷åíà äèíàìèêà èç-

ìåíåíèÿ êîýôôèöèåíòà îòðà-

æåíèÿ îò ïë¸íêè ïîëèñòèðîëà ñ

èììîáèëèçîâàííûìè êëåòêàìè

ïðè âîçäåéñòâèè àìîêñèöèëëè-

íà â òå÷åíèå 10, 15 è 20 ìèí. Íà

ðèñ. 8 ïðåäñòàâëåíà ÷àñòîòíàÿ

çàâèñèìîñòü êîýôôèöèåíòà îò-

ðàæåíèÿ S11 äëÿ ðåçîíàòîðà ïî-

ñëå èììîáèëèçàöèè êëåòîê (0),

à òàêæå ïîñëå âîçäåéñòâèÿ àíòè-

áèîòèêà (10 ìêã/ìë) â òå÷åíèå

(1) — 10, (2) — 15, (3) — 20 ìèí.

АНТИБИОТИКИ И ХИМИОТЕРАПИЯ, 2020, 65; 1—2 7

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Рис. 5. Зависимость коэффициента отражения S11 на резонансной час�

тоте от времени иммобилизации бактериальных клеток.

Рис. 6. Частотная зависимость коэффициента отражения S11 для резо�

натора после иммобилизации клеток (0), а также после внесения анти�

биотика, мкг/мл: (1) — 5, (2) — 10, (3) — 25, (4) — 50.

Рис. 7. Зависимость коэффициента отражения S11 на резонансной час�

тоте от концентрации добавляемого антибиотика.



Çàâèñèìîñòü ýòîãî êîýôôè-

öèåíòà íà ðåçîíàíñíîé ÷àñòîòå

îò âðåìåíè âîçäåéñòâèÿ ïîêàçà-

íà íà ðèñ. 9. Âèäíî, ÷òî S11 óâå-

ëè÷èâàåòñÿ ïî àáñîëþòíîé âå-

ëè÷èíå è, íà÷èíàÿ ñ 15 ìèí,

ñòðåìèòñÿ ê íàñûùåíèþ. Ïðè

ýòîì ÷àñòîòà ïèêà 8,065 ÃÃö îñ-

òà¸òñÿ íåèçìåííîé. Äàëüíåé-

øåå óâåëè÷åíèå âðåìåíè âçàè-

ìîäåéñòâèÿ íå ïðèâîäèëî ê èç-

ìåíåíèþ íàáëþäàåìîé ÷àñòîò-

íîé çàâèñèìîñòè ïàðàìåòðà S11.

Òàêèì îáðàçîì, âîçäåéñò-

âèå àíòèáèîòèêà ïðèâîäèò ê ñó-

ùåñòâåííîìó èçìåíåíèþ çíà-

÷åíèÿ êîýôôèöèåíòà îòðàæå-

íèÿ S11 íà ðåçîíàíñíîé ÷àñòîòå

ïðè âðåìåíè âîçäåéñòâèÿ 15

ìèí è áîëåå. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî ñ

ïîìîùüþ ìèêðîáíîãî äàò÷èêà

íà îñíîâå ýëåêòðîäèíàìè÷åñ-

êîãî ÑÂ× ðåçîíàòîðà âîçìîæíî

ïðîâåñòè îöåíêó àêòèâíîñòè

àíòèáèîòèêà â èññëåäóåìîì äè-

àïàçîíå êîíöåíòðàöèé ïðè âðå-

ìåíè àíàëèçà 15 ìèí.

Çàêëþ÷åíèå
Â ðàáîòå ïîêàçàíà âîçìîæ-

íîñòü èììîáèëèçàöèè ìèêðîá-

íûõ êëåòîê E.coli ìåòîäîì àä-

ñîðáöèè íà ÏÑ íîñèòåëå è îï-

òèìèçèðîâàíû óñëîâèÿ ïðîâå-

äåíèÿ àíàëèçà ïðè àíàëèçå

àìîêñèöèëëèíà ñ ïîìîùüþ

ñåíñîðíîé ñèñòåìû íà îñíîâå

ýëåêòðîäèíàìè÷åñêîãî ÑÂ× ðå-

çîíàòîðà. Îïèñàííûé ñïîñîá

ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ îïðåäåëåíèÿ àêòèâ-

íîñòè îáðàçöîâ àíòèáàêòåðèàëüíîãî ïðåïàðàòà íà

âñåõ ñòàäèÿõ ïðîèçâîäñòâà àíòèáèîòèêîâ è äëÿ îï-

ðåäåëåíèÿ ñòàáèëüíîñòè àíòèáèîòèêîâ â ïðîöåññå

èõ õðàíåíèÿ. Âîïðîñ ñîõðàíåíèÿ àêòèâíîñòè ïðå-

ïàðàòîâ âîçíèêàåò íå òîëüêî ïðè íåïîñðåäñòâåí-

íîì ïðèìåíåíèè àíòèáèîòèêà â êà÷åñòâå ëåêàðñò-

âåííîãî ïðåïàðàòà, íî è â ïðîöåññå èõ õðàíåíèÿ, à

òàêæå ïðè ïðîèçâîäñòâå àíòèáèîòèêîâ. Ïîñêîëü-

êó èçìåíåíèå âåëè÷èíû S11 çàâèñèò îò êîíöåíòðà-

öèè àíòèáèîòèêà, ïîëó÷åííûå äàííûå ìîãóò áûòü

èñïîëüçîâàíû äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèé

àìîêñèöèëëèíà â âîäíûõ ðàñòâîðàõ. Ïðåèìóùå-

ñòâîì ðàçðàáîòàííîãî ïîäõîäà ÿâëÿåòñÿ âîçìîæ-

íîñòü ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà âî âíåëàáîðàòîðíûõ óñ-

ëîâèÿõ çà êîðîòêèé ïðîìåæóòîê âðåìåíè, à òàêæå

âîçìîæíîñòü ïîëíîé àâòîìàòèçàöèè ïðîöåäóðû

àíàëèçà è îáðàáîòêè ðåçóëüòàòîâ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà â ðàìêàõ ãîñóäàðñòâåííîãî

çàäàíèÿ è ÷àñòè÷íî ïîääåðæàíà Ðîññèéñêèì

Ôîíäîì Ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (Ïðî-

åêòû ¹ 19-07-00304, 18-57-7802).
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Рис. 8. Частотная зависимость коэффициента отражения S11 для резо�

натора после иммобилизации клеток (0), а также после воздействия

антибиотика в течение (1) — 10 мин, (2) — 15 мин, (3) — 20 мин.

Рис. 9. Зависимость коэффициента отражения на резонансной частоте

от времени воздействия антибиотика.
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