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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Ââåäåíèå
Èçó÷åíèå àäàïòàöèè ìèêðîáîâ ê äåéñòâèþ

àíòèáèîòèêîâ ÿâëÿåòñÿ âàæíîé ìåäèêî-áèîëîãè-

÷åñêîé ïðîáëåìîé, ïîñêîëüêó ïîÿâëåíèå ðåçèñ-

òåíòíûõ ôîðì ìèêðîîðãàíèçìîâ ïðèâîäèò ê ñíè-

æåíèþ èõ òåðàïåâòè÷åñêèõ ñâîéñòâ. Îïðåäåëåíèå

÷óâñòâèòåëüíîñòè áàêòåðèé ê àíòèáèîòèêàì ÿâ-

ëÿåòñÿ îäíèì èç äèàãíîñòè÷åñêèõ ìåòîäîâ, øèðî-

êî ïðèìåíÿåìûì â òåðàïèè èíôåêöèîííûõ çàáî-

ëåâàíèé. ×óâñòâèòåëüíûìè ê àíòèáèîòèêàì

ñ÷èòàþòñÿ òå ìèêðîîðãàíèçìû, íà êîòîðûå èñïû-

òóåìûé àíòèáèîòèê îêàçûâàåò áàêòåðèîñòàòè÷åñ-

êîå èëè áàêòåðèöèäíîå äåéñòâèå. Ìåðîé ÷óâñòâè-

òåëüíîñòè ìèêðîîðãàíèçìîâ ê àíòèáèîòèêàì

ÿâëÿåòñÿ ìèíèìàëüíàÿ êîíöåíòðàöèÿ ïðåïàðàòà,

ïîäàâëÿþùàÿ ðîñò ìèêðîîðãàíèçìà ïðè ñòàí-

äàðòíûõ óñëîâèÿõ îïûòà.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÷óâñòâè-

òåëüíîñòè ìèêðîáîâ ê àíòèáèîòèêàì èñïîëüçóþò

ñòàíäàðòíûå ìåòîäû äèôôóçèè â àãàð ñ ïðèìåíå-

íèåì äèñêîâ, ìåòîäû ñåðèéíûõ ðàçâåäåíèé, à

òàêæå ìîäèôèêàöèè ýòèõ ñòàíäàðòíûõ ìåòîäèê

[1]. Êðîìå òîãî, ñîçäàíû àâòîìàòèçèðîâàííûå ñè-

ñòåìû äëÿ îïðåäåëåíèÿ àíòèáèîòèêî÷óâñòâèòåëü-

íîñòè áàêòåðèé. Â îäíèõ ñèñòåìàõ àâòîìàòèçèðî-

âàíû òîëüêî îïåðàöèè ðàçâåäåíèÿ è èíêóáàöèè,

òîãäà êàê ðîñò áàêòåðèé îïðåäåëÿåòñÿ òðàäèöèîí-

íûìè ìåòîäàìè. Â äðóãèõ ñèñòåìàõ âñå íà÷àëüíûå

îïåðàöèè âûïîëíÿþòñÿ âðó÷íóþ è àâòîìàòèçèðî-

âàíû ëèøü ýòàïû ñ÷èòûâàíèÿ è ðåãèñòðàöèè ðå-

çóëüòàòîâ. Íåêîòîðûå ñèñòåìû àâòîìàòèçàöèè

ïðåäóñìàòðèâàþò ñîçäàíèå ïðîãðàìì äëÿ âñåõ

îïåðàöèé, èñïîëüçóåìûõ â îïðåäåëåíèè (ïðèãî-

òîâëåíèå îáðàçöà è áàêòåðèàëüíîãî ïîñåâíîãî

Îäíèì èç íàèáîëåå âîñòðåáîâàííûõ íàïðàâëåíèé â ìèêðîáèîëîãèè ÿâëÿåòñÿ ðàçðàáîòêà áûñòðûõ è ÷óâñòâèòåëüíûõ ìåòî-
äîâ îïðåäåëåíèÿ óñòîé÷èâîñòè ìèêðîáíûõ êëåòîê ê àíòèáàêòåðèàëüíûì ïðåïàðàòàì. Â ðàáîòå ðàññìîòðåíî ðåøåíèå ýòîé
ïðîáëåìû ïðè ïîìîùè ìåòîäà ýëåêòðîîïòè÷åñêîãî àíàëèçà, îñíîâàííîãî íà èçìåíåíèè ýëåêòðîôèçè÷åñêèõ ñâîéñòâ ñóñ-
ïåíäèðîâàííûõ áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê ïðè âîçäåéñòâèè íà íèõ àíòèáèîòèêîâ ñ ðàçíûì ìåõàíèçìîì äåéñòâèÿ. Ïðîäåìîí-
ñòðèðîâàíà âîçìîæíîñòü îïðåäåëåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ìèêðîáíûõ êëåòîê ê àíòèáàêòåðèàëüíûì ïðåïàðàòàì è îïðåäåëå-
íèÿ èõ àíòèáàêòåðèàëüíîé àêòèâíîñòè. Ïðåäñòàâëåííûå ðåçóëüòàòû äåìîíñòðèðóþò ïåðñïåêòèâíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ
ìåòîäà ýëåêòðîîïòè÷åñêîãî àíàëèçà äëÿ ðåøåíèÿ âîïðîñîâ àíòèáèîòèêî÷óâñòâèòåëüíîñòè ìèêðîáíûõ êëåòîê äëÿ ïðèìå-
íåíèÿ â ìèêðîáèîëîãèè, ìåäèöèíå, âåòåðèíàðèè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: Escherichia coli; ýëåêòðîîïòè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè êëåòî÷íûõ ñóñïåíçèé, àíòèáàêòåðèàëüíûå ïðåïàðàòû.

Development of rapid and sensitive procedures for determination of microbial resistance to antibiotics is one of the most urgent
trends in microbiology. The problem is shown to be solved by using electrooptical assay based on change of the electrophysical
properties of suspended bacterial cells exposed to antibiotics with different mechanisms of action. Possible determination of the
microbial cell susceptibility to antibiotics and their antibacterial activity is demonstrated. The results showed the procedure of elec-
trooptical assay to be prospective in solving the problem of the microbiol cells antibiotic susceptibility in microbiology, medicine
and veterinary.

Key words: Escherichia coli, electrooptical characteristics of cell suspensions, antibacterial agents.
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ìàòåðèàëà, èíêóáàöèÿ, ñ÷èòûâàíèå ðåçóëüòàòîâ è

èõ ðåãèñòðàöèÿ) [2, 3].

Àíàëèç òåõíîëîãèé, èñïîëüçóåìûõ äëÿ îïðå-

äåëåíèÿ àíòèáèîòèêî÷óâñòâèòåëüíîñòè áàêòåðèé,

íàïðèìåð ñ ïîìîùüþ ìèêðîáíûõ áèîñåíñîðíûõ

ñèñòåì [4—7], ïðè ïîìîùè BACTEC ðàäèîìåòðè-

÷åñêîãî ìåòîäà [8], ïîêàçûâàåò, ÷òî îñíîâíûå

ïðîáëåìû äàííûõ ìåòîäîâ ñîñòîÿò â ñáîðå è ïîä-

ãîòîâêå îáðàçöà, äëèòåëüíîñòè ïîëó÷åíèÿ ðåçóëü-

òàòà, óñòðàíåíèè ëîæíîïîëîæèòåëüíûõ ðåçóëüòà-

òîâ. Ïîýòîìó ïðîáëåìà ðàçðàáîòêè è ðàçâèòèÿ

íîâûõ òåõíîëîãèé è ìåòîäîâ îïðåäåëåíèÿ ÷óâñò-

âèòåëüíîñòè áàêòåðèé ê äåéñòâèþ àíòèìèêðîá-

íûõ ïðåïàðàòîâ âåñüìà àêòóàëüíà äëÿ ìèêðîáèî-

ëîãèè, ìåäèöèíû è âåòåðèíàðèè.

Äåéñòâèå àíòèáèîòèêîâ ìîæåò áûòü îáóñëîâ-

ëåíî ðàçëè÷íûìè ôàêòîðàìè, êîòîðûìè ìîãóò

ÿâëÿòüñÿ óãíåòåíèå ñèíòåçà êëåòî÷íîé ñòåíêè,

èíãèáèðîâàíèå ïðîöåññîâ ñèíòåçà áåëêà è/èëè

ÐÍÊ, ðåïëèêàöèè ÄÍÊ, íàðóøåíèå ôóíêöèîíè-

ðîâàíèÿ ìåìáðàí. Íåêîòîðûå àíòèáèîòèêè,

ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé îòäåëüíûé êëàññ äàííûõ

ñîåäèíåíèé, ÿâëÿþòñÿ àíòèìåòàáîëèòàìè, äåéñò-

âóþùèìè ïî òèïó êîíêóðåíòíûõ èíãèáèòîðîâ

[3]. Â ðåçóëüòàòå âîçäåéñòâèÿ àíòèáèîòèêîâ íà

ìèêðîáíûå êëåòêè ìîãóò ïðîèñõîäèòü èçìåíåíèÿ

ìîðôîëîãèè êëåòîê, äåñòðóêöèÿ êëåòî÷íîé ìåì-

áðàíû, èçìåíåíèÿ öèòîïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðà-

íû è ïîñëåäóþùèå íàðóøåíèÿ áèîõèìè÷åñêèõ

ïðîöåññîâ â ýòèõ êëåòî÷íûõ ñòðóêòóðàõ.

Îáùèå òåîðèè äåéñòâèÿ ëåêàðñòâåííûõ âå-

ùåñòâ îñíîâûâàþòñÿ íà ïðåäñòàâëåíèè î ñâÿçûâà-

íèè âåùåñòâ ñî ñïåöèôè÷åñêèì ðåöåïòîðîì (÷àñòî

ìåìáðàííûì áåëêîì), âûçûâàþùèì áèîõèìè÷åñ-

êèé îòêëèê [9]. Â ðåçóëüòàòå ïðîèñõîäèò óñêîðåíèå

èëè çàìåäëåíèå îïðåäåë¸ííîé ðåàêöèè îáìåíà
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Рис. 1. Общая схема ЭО анализатора и проведения анализа.



èëè èçìåíåíèå ïðîíèöàåìîñòè ìåìáðàí ïî îòíî-

øåíèþ ê ñïåöèôè÷åñêèì èîíàì èëè ìîëåêóëàì.

Ýòî, â ñâîþ î÷åðåäü, ìîæåò ïðèâîäèòü ê èçìåíå-

íèþ ýëåêòðîôèçè÷åñêèõ ñâîéñòâ ìèêðîáíûõ êëå-

òîê, ïîä êîòîðûìè â äàííîé ðàáîòå ïîäðàçóìåâà-

þòñÿ óäåëüíàÿ ïðîâîäèìîñòü è äèýëåêòðè÷åñêàÿ

ïðîíèöàåìîñòü êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð. 

Ìåòîäû ýëåêòðîôèçè÷åñêîãî àíàëèçà, îñíî-

âàííûå íà èññëåäîâàíèè êëåòîê êàê ýëåêòðîôèçè-

÷åñêèõ îáúåêòîâ ñî ñëîæíîé ñòðóêòóðîé è èçìåðå-

íèè õàðàêòåðèñòèê êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð,

ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé íîâûé ïîäõîä ê îöåíêå ïðè-

æèçíåííûõ ôèçèîëîãè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ êëåòîê

è èõ ãåòåðîãåííîñòè [10—11]. Îñíîâíûìè íàïðàâ-

ëåíèÿìè ðàçâèòèÿ íîâûõ ìåòîäîâ îïðåäåëåíèÿ

àíòèáèîòèêî÷óâñòâèòåëüíîñòè ìèêðîáíûõ êëåòîê

ÿâëÿåòñÿ èñïîëüçîâàíèå ìåòîäà ýëåêòðîîïòè÷åñ-

êîãî (ÝÎ) àíàëèçà. Ñ ïîìîùüþ ðåãèñòðàöèè èçìå-

íåíèé ÝÎ õàðàêòåðèñòèê êëåòî÷íûõ ñóñïåíçèé

ìîæíî ñäåëàòü ïðåäâàðèòåëüíûå çàêëþ÷åíèÿ î

íàëè÷èè (èëè îòñóòñòâèè) óñòîé÷èâîñòè ê äàííî-

ìó àíòèáèîòèêó ó èññëåäóåìûõ êëåòîê. 

Èíòåãðàëüíûì ïàðàìåòðîì, êîòîðûé îõâàòû-

âàåò âñå ýòè õàðàêòåðèñòèêè êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð,

ÿâëÿåòñÿ ÷àñòîòíàÿ äèñïåðñèÿ ïîëÿðèçóåìîñòè

êëåòêè (çàâèñèìîñòü âåëè÷èíû èíäóöèðîâàííûõ

çàðÿäîâ îò ÷àñòîòû ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ). Â ýëåê-

òðîîïòè÷åñêèõ èçìåðåíèÿõ ýòîò ïàðàìåòð îïðå-

äåëÿåòñÿ ïðÿìûì ìåòîäîì ïî èçìåíåíèþ îïòè÷å-

ñêîé ïëîòíîñòè ñóñïåíçèè ïðè âîçäåéñòâèè íà

íå¸ ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ è íàçûâàåòñÿ «ÝÎ ñèã-

íàëà èëè ÝÎ õàðàêòåðèñòèêè êëåòîê».

Âîçìîæíîñòü ïðèìåíåíèÿ ìåòîäà ÝÎ àíàëèçà

ìèêðîáíûõ êëåòîê äëÿ îïðåäåëåíèÿ èõ ÷óâñòâè-

òåëüíîñòè ê àíòèáàêòåðèàëüíûì ïðåïàðàòàì ÿâ-

ëÿåòñÿ àêòóàëüíîé è áóäåò ðàññìîòðåíà â äàííîé

ðàáîòå. Íà îñíîâå ñîáñòâåííûõ ýêñïåðèìåíòàëü-

íûõ äàííûõ áóäóò îáîáùåíû ðàíåå ïîëó÷åííûå

ðåçóëüòàòû è ïîêàçàíû îáëàñòè ïðèìåíåíèÿ ìå-

òîäà, â êîòîðûõ îí ÿâëÿåòñÿ êîíêóðåíòîñïîñîá-

íûì ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè ìåòîäàìè àíàëîãè÷-

íîãî íàçíà÷åíèÿ.

Èäåÿ ýêñïåðèìåíòîâ ñ èñïîëüçîâàíèåì ÝÎ

àíàëèçàòîðà îñíîâàíà íà òîì, ÷òî ýëåêòðîôèçè-

÷åñêèå ñâîéñòâà êëåòîê ïîñëå èõ âçàèìîäåéñòâèÿ

ñ àíòèáàêòåðèàëüíûìè ïðåïàðàòàìè áóäóò ìå-

íÿòüñÿ, âûçûâàÿ ñîîòâåòñòâóþùèå èçìåíåíèÿ

ôèçè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè,

÷òî ïîçâîëèò ñäåëàòü çàêëþ÷åíèå î ÷óâñòâèòåëü-

íîñòè êëåòîê ê àíòèáèîòèêó. 

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàíû ïðåäñòàâèòåëè ðàçíûõ

êëàññîâ àíòèáèîòèêîâ ñ ðàçëè÷íûìè ìåõàíèçìà-

ìè âîçäåéñòâèÿ íà ìèêðîáíûå êëåòêè: àìïèöèë-

ëèí, êàíàìèöèí, õëîðàìôåíèêîë, òåòðàöèêëèí.

Ïîñêîëüêó ïåðå÷èñëåííûå ãðóïïû àíòèáèîòè-

êîâ àêòèâíû â îòíîøåíèè ðÿäà ãðàìîòðèöàòåëü-

íûõ ïàëî÷åê, â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ èñ-

ïîëüçîâàëèñü ìèêðîáíûå êëåòêè Escherichia coli.

Ìàòåðèàë è ìåòîäû
Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè áàêòåðèè Escherichia coli øòàììîâ Ê-12,

Ê-12 (pUC18), ðMMB33, pBR325, ïîëó÷åííûå èç êîëëåêöèè ðè-

çîñôåðíûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ ÈÁÔÐÌ ÐÀÍ, (Ñàðàòîâ). 

Ìèêðîáíûå êëåòêè E.coli âñåõ èñïîëüçóåìûõ øòàììîâ âû-

ðàùèâàëè íà æèäêîé ïèòàòåëüíîé ñðåäå ñëåäóþùåãî ñîñòàâà

(ã/ë): NaCl — 10; äðîææåâîé ýêñòðàêò — 5; ïåïòîí — 5. Êóëüòè-

âèðîâàíèå ïðîâîäèëè â àýðîáíûõ óñëîâèÿõ íà êðóãîâîé êà÷àëêå

(160 îá/ìèí) ïðè ïîñòîÿííîé òåìïåðàòóðå 30°Ñ â òå÷åíèå ñóòîê.

Âûðàùåííûå êëåòêè èñïîëüçîâàëè äëÿ ÝÎ èññëåäîâàíèé.

Ïåðåä ïðîâåäåíèåì àíàëèçà êëåòêè îòìûâàëè òð¸õêðàò-

íûì öåíòðèôóãèðîâàíèåì ïðè 2800�g â òå÷åíèå 5 ìèí, çàòåì

ðåñóñïåíäèðîâàëè â íåáîëüøîì êîëè÷åñòâå äèñòèëëèðîâàí-

íîé âîäû (ýëåêòðîïðîâîäíîñòü 1,8 μS/ñì). Äëÿ óñòðàíåíèÿ

êîíãëîìåðàòîâ ñóñïåíçèþ êëåòîê âíîâü öåíòðèôóãèðîâàëè

ïðè 110�g â òå÷åíèå 1 ìèí è èñïîëüçîâàëè ñóñïåíçèþ, îñòàâ-

øóþñÿ â íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè. Çàòåì äîâîäèëè îïòè÷åñ-

êóþ ïëîòíîñòü ïîäãîòîâëåííîé ñóñïåíçèè D670 äëÿ êàæäîãî

âèäà èñïîëüçîâàííûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ äî 0,4—0,42.

Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëèñü íà ýëåêòðîîïòè÷åñêîì àíàëèçàòîðå

ELUS, ðàçðàáîòàííîì â Ãîñóäàðñòâåííîì íàó÷íîì öåíòðå ïðè-
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Рис. 2. Структурные формулы антибиотиков.
а — ампициллин; б — канамицин; в — хлорамфеникол;
г — тетрациклин.



êëàäíîé ìèêðîáèîëîãèè (Îáîëåíñê, Ìîñê. îáë.) ïðè äëèíå âîë-

íû ñâåòà 670 íì (îòíîñèòåëüíî âàêóóìà) ïî ìåòîäèêå [10]. Îáùàÿ

ñõåìà àíàëèçàòîðà è ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòîâ ïðåäñòàâëåíû íà

ðèñ. 1. Èñïîëüçîâàëè äèñêðåòíûé íàáîð ÷àñòîò îðèåíòèðóþùåãî

ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ: 10, 52, 104, 502, 1000, 5020, è 10 000 êÃö.

Îðèåíòàöèîííûé ñïåêòð (ÎÑ) ïðåäñòàâëÿëñÿ â âèäå çàâèñèìîñòè

ðàçíîñòè çíà÷åíèé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ñóñïåíçèé (δÎD) íà

äëèíå âîëíû 670 íì îò ÷àñòîòû âîçäåéñòâóþùåãî ýëåêòðè÷åñêîãî

ïîëÿ ïðè ðàñïðîñòðàíåíèè ïó÷êà íåïîëÿðèçîâàííîãî ñâåòà âäîëü

è ïîïåðåê íàïðàâëåíèÿ îðèåíòèðóþùåãî ïîëÿ. Ýòà ðàçíîñòü áû-

ëà íîðìèðîâàíà ïî çíà÷åíèþ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïðè 670 íì

äëÿ õàîòè÷åñêè îðèåíòèðîâàííûõ êëåòîê. Äëÿ èçìåðåíèé èñ-

ïîëüçîâàëèñü îòíîñèòåëüíûå åäèíèöû, êîòîðûå ñ òî÷íîñòüþ äî

êîíñòàíòû, ðàâíîé ïðèìåðíî 1—5�10-32, ñîîòâåòñòâîâàëè àíèçîò-

ðîïèè ïîëÿðèçóåìîñòè ÷àñòèö ñ ðàçìåðíîñòüþ Ô/m2.

Âñå àíàëèçû ïðîâîäèëèñü, ïî êðàéíåé ìåðå, â ïÿòè ïî-

âòîðíîñòÿõ, è ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷å-

íèé, ïîëó÷åííûõ ñ óêàçàíèåì ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ. Îò-

íîñèòåëüíàÿ ïîãðåøíîñòü ðåçóëüòàòîâ èçìåðåíèé ñòàíäàðòíûõ

îáðàçöîâ ñîñòàâëÿëà ±3%.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå àíòèáàêòåðèàëüíûå

ïðåïàðàòû: àìïèöèëëèí (Sigma, ÑØÀ); êàíàìèöèí (Sigma,

ÑØÀ); õëîðàìôåíèêîë (AppliChem, Ãåðìàíèÿ); òåòðàöèêëèí

(AppliChem, Ãåðìàíèÿ).

Ñòðóêòóðíûå ôîðìóëû èñïîëüçîâàííûõ àíòèáèîòèêîâ

ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2.

Ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ
1. Âëèÿíèå ββ-ëàêòàìíûõ àíòèáèîòèêîâ íà

ýëåêòðîîïòè÷åñêèå ñâîéñòâà ìèêðîáíûõ ñóñïåíçèé
E.coli. Àìïèöèëëèí (C16H19N3O4S) îòíîñèòñÿ ê

ãðóïïå β-ëàêòàìíûõ àíòèáèîòèêîâ è ïîëó÷àåòñÿ

àöåòèëèðîâàíèåì 6-àìèíîïåíèöèëëàíîâîé êèñ-

ëîòû àìèíîôåíèëóêñóñíîé êèñëîòîé. Àêòèâ-

íîñòü β-ëàêòàìíûõ àíòèáèîòèêîâ â çíà÷èòåëüíîé

ñòåïåíè îïðåäåëÿåòñÿ èõ ñïîñîáíîñòüþ âçàèìî-

äåéñòâîâàòü ñ êëåòî÷íîé ïîâåðõíîñòüþ è èçìå-

íÿòü áàðüåðíûå ñâîéñòâà öèòîïëàçìàòè÷åñêîé

ìåìáðàíû [2, 12]. 

Íàìè èçó÷àëèñü ýëåêòðîôèçè÷åñêèå ñâîéñòâà

ìèêðîáíûõ êëåòîê E.coli ÷óâñòâèòåëüíîãî (Ê-12)

è ðåçèñòåíòíîãî K-12 (pUC18)) øòàììîâ ê àìïè-

öèëëèíó. Äëÿ ýòîãî â ñóñïåíçèþ êëåòîê E.coli
øòàììà Ê-12, ïîäãîòîâëåííûõ äëÿ ÝÎ èçìåðå-

íèé, äîáàâëÿëè àìïèöèëëèí äî êîíå÷íîé êîí-

öåíòðàöèè 25, 50, 75, 100, 150 è 250 ìêã/ìë è èí-

êóáèðîâàëè ïðè 30°Ñ â òå÷åíèå 5, 15, 30, 60 è 150

ìèí. Èç ïðåäñòàâëåííûõ íà ðèñ. 3 äàííûõ âèäíî,

÷òî èçìåíåíèÿ â ÎÑ ñóñïåíçèé êëåòîê Ê-12, èí-

êóáèðîâàííûõ ñ ðàçëè÷íûìè êîíöåíòðàöèÿìè

àíòèáèîòèêà, èìåëè ìåñòî íà ïåðâûõ ïÿòè ÷àñòî-

òàõ îðèåíòèðóþùåãî ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ (10-

1000 êÃö). Íà áîëåå âûñîêèõ ÷àñòîòàõ ñóùåñòâåí-

íûõ èçìåíåíèé íå îòìå÷åíî. Äëÿ óäîáñòâà

ïðåäñòàâëåíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ áûëà

èñïîëüçîâàíà âåëè÷èíà δODêîíòðîëü–δODýêñïåðèìåíò

ïðè ÷àñòîòå îðèåíòèðóþùåãî ïîëÿ 52 êÃö. Ìàê-

ñèìàëüíîå óìåíüøåíèå âåëè÷èíû ÝÎ ñèãíàëà

ïðîèñõîäèò ïðè êîíöåíòðàöèè àìïèöèëëèíà 50

ìêã/ìë, ïðè ýòîì ñ óâåëè÷åíèåì êîíöåíòðàöèè

àíòèáèîòèêà èçìåíåíèÿ â ÎÑ ñóñïåíçèé íå çàâè-

ñåëè îò âðåìåíè âîçäåéñòâèÿ. Ñ÷èòàåì, ÷òî òàêàÿ

çàâèñèìîñòü èçìåíåíèé âåëè÷èíû ÝÎ ñèãíàëà

ñâÿçàíà ñ òåì, ÷òî â çàâèñèìîñòè îò ìîëåêóëÿðíî-

ãî ìåõàíèçìà, àíòèáèîòèêè õàðàêòåðèçóþòñÿ áàê-

òåðèöèäíûì è áàêòåðèîñòàòè÷åñêèì äåéñòâèåì.

Àìïèöèëëèí îáëàäàåò áàêòåðèöèäíûì äåéñòâè-

åì, êîòîðîå ïðîÿâëÿåòñÿ â êîíöåíòðàöèÿõ, â 2-10

ðàç ïðåâûøàþùèõ áàêòåðèîñòàòè÷åñêîå [12].

Áàêòåðèîñòàòè÷åñêîå äåéñòâèå ïðîÿâëÿåòñÿ

ïðè äåéñòâèè íèçêèõ êîíöåíòðàöèé β-ëàêòàìîâ,

â ðåçóëüòàòå ÷åãî êëåòêè óòðà÷èâàþò ñïîñîá-

íîñòü ê îáðàçîâàíèþ ïåðåãîðîäîê â ïðîöåññå

äåëåíèÿ, ÷òî ïðåïÿòñòâóåò ïðîöåññó äåëåíèÿ

êëåòîê è âûçûâàåò îáðàçîâàíèå âîëîê-

íèñòûõ áàêòåðèé. Èçìåíåíèå âåëè÷è-

íû ÝÎ ñèãíàëà ñóñïåíçèè êëåòîê ïðè

èñïîëüçîâàíèè àìïèöèëëèíà â êîí-

öåíòðàöèè 25 ìêã/ìë, âåðîÿòíî, îáóñ-

ëîâëåíî áàêòåðèîñòàòè÷åñêèì äåéñò-

âèåì àíòèáèîòèêà.

Áàêòåðèöèäíîå äåéñòâèå àìïèöèë-

ëèíà ïðîÿâëÿåòñÿ ïðè óâåëè÷åíèè êîí-

öåíòðàöèè àíòèáèîòèêà. Ïðè ýòîì ëè-

çèñ êëåòîê íàñòóïàåò çà ñ÷¸ò òîãî, ÷òî â

ìîìåíò äåëåíèÿ êëåòêè ïðîèñõîäèò äå-

ôîðìàöèÿ êëåòî÷íîé îáîëî÷êè. Â íà-

øèõ ýêñïåðèìåíòàõ áàêòåðèîñòàòè÷åñ-

êàÿ êîíöåíòðàöèÿ àìïèöèëëèíà (25

ìêã/ìë) áûëà óâåëè÷åíà â 2 ðàçà, â ðå-

çóëüòàòå ÷åãî áûëî ïîêàçàíî çíà÷èòåëü-

íîå ñíèæåíèå âåëè÷èíû ÝÎ ñèãíàëà

ïðè êîíöåíòðàöèè àìïèöèëëèíà 50

ìêã/ìë, ÷òî âåðîÿòíî, ñâÿçàíî ñ äåôîð-

ìàöèåé êëåòî÷íîé îáîëî÷êè â ìîìåíò

äåëåíèÿ êëåòîê. Ïðè èñïîëüçîâàíèè

âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé àìïèöèëëèíà

АНТИБИОТИКИ И ХИМИОТЕРАПИЯ, 2016, 61; 3—46

Рис. 3. Динамика изменения величины δδODконтроль�δδODэксперимент
при частоте ориентирующего поля 52 кГц клеток E.coli К�12,
инкубированных в дистиллированной воде с разными кон�
центрациями ампициллина.
1 — 5 мин; 2 — 15 мин; 3 — 30 мин; 4 — 60 мин; 5 — 150 мин.

Концентрация, мкг/мл



ãèáåëü êëåòîê íàñòóïàåò ðàíüøå, ÷åì ïðîÿâëÿåò-

ñÿ èçìåíåíèå èõ ìîðôîëîãè÷åñêèõ õàðàêòåðèñ-

òèê. Ïðè äåéñòâèè íà êëåòêè àìïèöèëëèíà â êîí-

öåíòðàöèè 75 ìêã/ìë, 100 ìêã/ìë è 150 ìêã/ìë

íàáëþäàëîñü ïîñòåïåííîå óâåëè÷åíèå âåëè÷èíû

ÝÎ ñèãíàëà â ñðàâíåíèè ñ èñïîëüçóåìîé êîí-

öåíòðàöèåé àíòèáèîòèêà 50 ìêã/ìë. Ïîëó÷åí-

íûå äàííûå ìîãóò áûòü îáúÿñíåíû ðàçëè÷íûì

ñîîòíîøåíèåì ìîðôîëîãè÷åñêè èçìåíåííûõ è

ïîãèáøèõ êëåòîê.

Ïðè âîçäåéñòâèè íà êëåòêè àìïèöèëëèíà â

êîíöåíòðàöèè 250 ìêã/ìë çíà÷èòåëüíûõ èçìåíå-

íèé âåëè÷èíû ÝÎ ñèãíàëà íå çàôèêñèðîâàíî,

÷òî, âåðîÿòíî, ñâÿçàíî ñ áûñòðîé ãèáåëüþ êëåòîê

ïðè äåéñòâèè äîñòàòî÷íî âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé

àíòèáèîòèêà.

Ïðè èçó÷åíèè äèíàìèêè âîçäåéñòâèÿ àìïè-

öèëëèíà (50 ìêã/ìë) íà èçìåíåíèÿ ÎÑ êëåòî÷íîé

ñóñïåíçèè ïîêàçàíî (ðèñ. 4 (I)), ÷òî èçìåíåíèÿ â

ÎÑ íàñòóïàþò óæå ÷åðåç 5 ìèíóò ïîñëå îáðàáîòêè

êëåòîê àíòèáèîòèêîì. Ýòî ìîæåò áûòü îáúÿñíåíî

ïîãëîùåíèåì àíòèáèîòèêà êëåòî÷íîé ñòåíêîé, ïî-

ñêîëüêó èçâåñòíî, ÷òî àíòèáèîòèê ïîãëîùàåòñÿ

êëåòêîé â òå÷åíèå 2 ìèí [13]. Ìàêñèìàëüíîå ñíè-

æåíèå âåëè÷èíû ÝÎ ñèãíàëà íàáëþäàåòñÿ ÷åðåç 15

ìèí âîçäåéñòâèÿ àíòèáèîòèêà, ÷òî, âîçìîæíî ñâÿ-

çàíî ñ äåôîðìàöèåé êëåòî÷íîé ñòåíêè. ×åðåç 30

ìèí âîçäåéñòâèÿ àíòèáèîòèêà ïðîèñõîäèò óâåëè-

÷åíèå ÝÎ ñèãíàëà. Ýòî ñîãëàñóåòñÿ ñ ëèòåðàòóðíû-

ìè äàííûìè î òîì, ÷òî ìàêñèìàëüíàÿ àêòèâíîñòü

äàííîãî àíòèáèîòèêà íàáëþäàåòñÿ ïîñëå 30 ìèí

åãî âîçäåéñòâèÿ [13].

Ïðè èññëåäîâàíèè èçìåíåíèé ÝÎ ïàðàìåòðîâ

ñóñïåíçèè êëåòîê àíòèáèîòèêîóñòîé÷èâîãî øòàì-

ìà E.coli K-12 (ðUÑ18), îáëàäàþùåãî ïëàçìèäîé

ðUÑ18, íåñóùåé óñòîé÷èâîñòü ê àìïèöèëëèíó,
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Рис. 4. Динамика изменения ОС (а) и изменение значений величины ЭО сигнала (б) при частоте ориенти�
рующего поля 52 кГц суспензии клеток E.coli К�12 (I) и E.coli K�12 (pUC18) (II) при действии ампициллина (50
мкг/мл).
1 — клетки без добавления антибиотика (контроль); клетки с добавлением антибиотика: 2 — экспозиция 5 мин; 3 — 15 мин;
4 — 30 мин; 5 — 60 мин; 6 — 150 мин.
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áûëî îòìå÷åíî (ðèñ. 4, II) íåçíà÷èòåëü-

íîå óâåëè÷åíèå âåëè÷èíû ÝÎ ñèãíàëà

ïîñëå 5 ìèí èíêóáàöèè ñ àìïèöèëëè-

íîì. Îäíàêî, ïðè äàëüíåéøåì âîçäåéñò-

âèè àìïèöèëëèíà, ñóùåñòâåííûõ èçìå-

íåíèé ÎÑ êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè íå

ïðîèñõîäèò, ÷òî ìîæíî ñ÷èòàòü ïðîÿâëå-

íèåì óñòîé÷èâîñòè äàííîãî øòàììà ê

äåéñòâèþ àìïèöèëëèíà. 

Óâåëè÷åíèå âåëè÷èíû ÝÎ ñèãíàëà

÷åðåç 5 ìèí èíêóáàöèè îáóñëîâëåíî, âå-

ðîÿòíî, ñîðáöèåé àíòèáèîòèêà íà êëå-

òî÷íîé ïîâåðõíîñòè, ïîñêîëüêó èçâåñò-

íî, ÷òî ïåðâûé ýòàï âçàèìîäåéñòâèÿ

ìèêðîîðãàíèçìîâ ñ àíòèáèîòèêîì — àä-

ñîðáöèÿ åãî êëåòêàìè. Ïðè÷åì, àìïè-

öèëëèí àäñîðáèðóåòñÿ êàê ÷óâñòâèòåëü-

íûìè, òàê è óñòîé÷èâûìè ê íåìó

áàêòåðèÿìè. Àäñîðáöèÿ ïðîèñõîäèò

ñðàçó æå ïîñëå âíåñåíèÿ àíòèáèîòèêà â

ñóñïåíçèþ êëåòîê, à ïðîöåññ àäñîðáöèè

àìïèöèëëèíà íå çàâèñèò îò êîíöåíòðà-

öèè àíòèáèîòèêà â ñðåäå [13].

Òàêèì îáðàçîì, ïðè èíêóáàöèè êëå-

òîê àìïèöèëëèíî÷óâñòâèòåëüíîãî øòàì-

ìà Ê-12 ñ àìïèöèëëèíîì ïðîèñõîäèò çíà÷èòåëü-

íîå èçìåíåíèå âåëè÷èíû ÝÎ ñèãíàëà. Ó

ìèêðîáíûõ êëåòîê àìïèöèëëèíîóñòîé÷èâîãî

øòàììà K-12 (pUC18) ñóùåñòâåííûõ èçìåíåíèé

ÝÎ ïàðàìåòðîâ ïîñëå èíêóáàöèè ñ àìïèöèëëèíîì

íå çàôèêñèðîâàíî. Ñëåäîâàòåëüíî, çàâèñèìîñòü

ÝÎ ñèãíàë êëåòîê ïðè äåéñòâèè àìïèöèëëèíà çíà-

÷èòåëüíî îòëè÷àåòñÿ äëÿ ÷óâñòâèòåëüíûõ è ðåçèñ-

òåíòíûõ øòàììîâ E.coli [14].

2. Âëèÿíèå àìèíîãëèêîçèäíûõ àíòèáèîòèêîâ íà
ýëåêòðîîïòè÷åñêèå ïàðàìåòðû ìèêðîáíûõ ñóñïåíçèé
E.coli. Êàíàìèöèí îòíîñèòñÿ ê àìèíîãëèêîçèä-

íûì àíòèáèîòèêàì ãðóïïû îëèãîñàõàðèäîâ. Îñ-

íîâíîé ìåõàíèçì åãî äåéñòâèÿ ñâÿçàí ñ íàðóøåíè-

åì áåëêîâîãî ñèíòåçà íà ñòàäèè ïåðåíîñà

àìèíîêèñëîò îò àìèíîàöèë-òÐÍÊ íà ðèáîñîìû.

Êàíàìèöèí ñïîñîáñòâóåò óäåðæàíèþ íà ðèáîñîìå

àìèíîàöèë-òÐÍÊ, íå ñîîòâåòñòâóþùèõ êîäîíó,

óñòàíîâëåííîìó â À-ó÷àñòêå ðèáîñîìû. Â ðåçóëü-

òàòå òàêîãî ëîæíîãî êîäèðîâàíèÿ ñèíòåçèðóþòñÿ

íåïðàâèëüíûå ïîëèïåïòèäû ñ áîëüøèì êîëè÷åñò-

âîì îøèáîê, ÷òî è ïðèâîäèò ê öèòîòîêñè÷åñêîìó

(áàêòåðèöèäíîìó) ýôôåêòó íà êëåòêè [15].

Ïðè èññëåäîâàíèè èçìåíåíèé ÝÎ ïàðàìåòðîâ

êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè E.coli øòàììà Ê-12 ïðè äåé-

ñòâèè ðàçíûõ êîíöåíòðàöèé êàíàìèöèíà (0,5, 1,0,

2,0, 5,0, 7,0, 10, 15 è 20 ìêã/ìë) ïîêàçàíî, ÷òî èç-

ìåíåíèÿ â ÎÑ ñóñïåíçèé êëåòîê èìåëè ìåñòî íà

÷àñòîòàõ îðèåíòèðóþùåãî ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ â

èíòåðâàëå 10—1000 êÃö. Íà áîëåå âûñîêèõ ÷àñòî-

òàõ ñóùåñòâåííûõ èçìåíåíèé íå îòìå÷åíî. Äëÿ

óäîáñòâà ïðåäñòàâëåíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàí-

íûõ áûëà èñïîëüçîâàíà âåëè÷èíà ÝÎ ñèãíàëà ïðè

÷àñòîòå îðèåíòèðóþùåãî ïîëÿ 52 êÃö. Êàê âèäíî

èç ïðåäñòàâëåííûõ äàííûõ (ðèñ. 5, êðèâàÿ 1), ïðè

äîáàâëåíèè ê ñóñïåíçèè êëåòîê óêàçàííûõ êîí-

öåíòðàöèé àíòèáèîòèêà ïðîèñõîäèò ïîñòåïåííîå

ñíèæåíèå âåëè÷èíû ÝÎ ñèãíàëà, êîòîðûé äîñòè-

ãàåò ìèíèìóìà ïðè êîíöåíòðàöèè êàíàìèöèíà 10

ìêã/ìë. Ìåõàíèçì àíòèìèêðîáíîãî äåéñòâèÿ êà-

íàìèöèíà ñâÿçûâàþò ñ ïîäàâëåíèåì áåëêîâîãî

ñèíòåçà ñ ïîñëåäóþùèì óãíåòåíèåì ñèíòåçà íóê-

ëåèíîâûõ êèñëîò è íàðóøåíèåì îáðàçîâàíèÿ êëå-

òî÷íîé ñòåíêè. Ïðîíèêíîâåíèå àìèíîãëèêîçèäîâ

÷åðåç âíåøíþþ ìåìáðàíó ãðàìîòðèöàòåëüíûõ

áàêòåðèé ïðîèñõîäèò ÷åðåç ïîðèíîâûå êàíàëû,

ïðè ýòîì âûçûâàÿ ÷àñòè÷íóþ äåñòðóêöèþ ìåìá-

ðàíû è óñèëåíèå ïðîíèêíîâåíèÿ àìèíîãëèêîçè-

äîâ ÷åðåç ýòîò áàðüåð [16]. Òàêèì îáðàçîì, óìåíü-

øåíèå âåëè÷èíû ÝÎ ñèãíàëà êëåòîê ïðè

êîíöåíòðàöèè êàíàìèöèíà 10 ìêã/ìë, âîçìîæíî,

îáóñëîâëåíî äåñòðóêöèåé ìåìáðàíû êëåòîê è áàê-

òåðèöèäíûì äåéñòâèåì àíòèáèîòèêà â îòíîøå-

íèè êëåòîê E.coli øòàììà Ê-12.

Ìåõàíèçì óñòîé÷èâîñòè ê êàíàìèöèíó îáóñ-

ëîâëåí ôåðìåíòàòèâíîé èíàêòèâàöèåé àíòèáèî-

òèêà â ðåçóëüòàòå àöåòèëèðîâàíèÿ àìèíîãðóïïû

èëè ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ãèäðîêñèëüíîé ãðóïïû

ìîëåêóëû êàíàìèöèíà è îïðåäåëÿåòñÿ òðàíñìèñ-

ñèâíûì R-ôàêòîðîì. Â ðåçóëüòàòå ìîäèôèêàöèè

êàíàìèöèíà ôåðìåíòàìè áàêòåðèé ïðîèñõîäèò

ïîòåðÿ àêòèâíîñòè àíòèáèîòèêà [3, 17]. Ïðè èçó-

÷åíèè èçìåíåíèé ÝÎ ïàðàìåòðîâ êëåòî÷íîé ñóñ-

ïåíçèè êàíàìèöèíîóñòîé÷èâîãî øòàììà E.coli
ðÌÌÂ33, îáëàäàþùåãî ïëàçìèäîé ðÌÌÂ33, íå-

ñóùåé óñòîé÷èâîñòü ê êàíàìèöèíó, ïðè äåéñòâèè
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Рис. 5. Динамика изменения величины ЭО сигнала при частоте
ориентирующего поля 52 кГц клеток E.coli К�12 (1) и E.coli К�12
(pMМB33) (2), инкубированных с разными концентрациями
канамицина (0,5, 1,0, 2,0, 5,0, 7,0, 10, 15 и 20 мкг/мл).
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ðàçíûõ êîíöåíòðàöèé êàíàìèöèíà (0,5, 1,0, 2,0,

5,0, 7,0, 10, 15 è 20 ìêã/ìë), ïðîäåìîíñòèðîâàíî,

÷òî ñóùåñòâåííûõ èçìåíåíèé ÎÑ êëåòî÷íîé ñóñ-

ïåíçèè ïðè äåéñòâèè àíòèáèîòèêà íå ïðîèñõîäèò

(ðèñ. 5, êðèâàÿ 2). Ïîëó÷åííûå äàííûå ìîãóò

áûòü îáúÿñíåíû âîçìîæíîé èíàêòèâàöèåé êàíà-

ìèöèíà âñëåäñòâèå äåéñòâèÿ R-ôåðìåíòîâ, ôîñ-

ôîðèëèðóþùèõ êàíàìèöèí, â ðåçóëüòàòå ÷åãî

ïðîèñõîäèò ïîòåðÿ àêòèâíîñòè àíòèáèîòèêà.

Ïðåäïîëîæåíèå ñîãëàñóåòñÿ ñ ëèòåðàòóðíûìè

äàííûìè, ñîãëàñíî êîòîðûì, ãåíåòè÷åñêàÿ èí-

ôîðìàöèÿ î ñèíòåçå R-ôåðìåíòîâ êîíòðîëèðóåò-

ñÿ ãåíàìè, ëîêàëèçîâàííûìè íà õðîìîñîìå,

ïëàçìèäàõ èëè ýïèñîìàõ [2, 17]. Â íàøèõ ýêñïå-

ðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëñÿ êàíàìèöèíîóñòîé÷èâûé

øòàìì E.coli ðÌÌÂ33, îáëàäàþùèõ ïëàçìèäîé

ðÌÌÂ33, íåñóùåé óñòîé÷èâîñòü ê êàíàìèöèíó.

Âåðîÿòíî, ãåíåòè÷åñêàÿ èíôîðìàöèÿ î ñèíòåçå

R-ôåðìåíòîâ ó ìèêðîáíûõ êëåòîê äàííîãî øòàì-

ìà êîíòðîëèðóåòñÿ ïëàçìèäîé ðÌÌÂ33.

Ïðè èçó÷åíèè äèíàìèêè èçìåíåíèé ÎÑ êëå-

òîê èçó÷àåìûõ øòàììîâ ïðè äåéñòâèè êàíàìè-

öèíà (10 ìêã/ìë) ïîêàçàíî (ðèñ. 6, I), ÷òî ó ìèê-

ðîáíûõ êëåòîê êàíàìèöèíî÷óâñòâèòåëüíîãî

øòàììà E.coli Ê-12 íàáëþäàåòñÿ óìåíüøåíèå âå-

ëè÷èíû ÝÎ ñèãíàëà êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè óæå ÷å-

ðåç 5 ìèíóò ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê àíòèáèîòè-

êîì. Ýòî ìîæåò áûòü îáúÿñíåíî ÷àñòè÷íîé

äåñòðóêöèåé êëåòî÷íîé ìåìáðàíû è ïðîíèêíîâå-

íèåì àíòèáèîòèêà â êëåòêó. Ïîñëå 15 ìèí èíêóáà-

öèè êëåòîê ñ êàíàìèöèíîì íàáëþäàåòñÿ äàëüíåé-

øåå ïîñòåïåííîå óìåíüøåíèå âåëè÷èíû ÝÎ

ñèãíàëà. Ýòè èçìåíåíèÿ âåëè÷èíû ÝÎ ñèãíàëà

êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè åñòåñòâåííî ñâÿçàòü ñ îòìå-

÷åííûìè âûøå áèîõèìè÷åñêèìè ïðîöåññàìè,

ïðîèñõîäÿùèìè â ìèêðîáíîé êëåòêå ïðè äåéñò-

âèè êàíàìèöèíà è óñèëåíèåì ïðîíèêíîâåíèÿ àí-

òèáèîòèêà â êëåòêó. Ñëåäîâàòåëüíî, ðåãèñòðàöèÿ

èçìåíåíèé ÝÎ ïàðàìåòðîâ êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè

Ê-12, ïðîèñõîäÿùèõ ïðè èíêóáàöèè ñ êàíàìèöè-
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Рис. 6. Динамика изменений ОС (а) и величины ЭО сигнала (б) при частоте ориентирующего поля 52 кГц
суспензий клеток E.coli К�12 (I) и E.coli К�12 (рMMB33) (II), инкубированных с канамицином (10 мкг/мл).
1 — клетки без добавления антибиотика (контроль); клетки с добавлением антибиотика: 2 — экспозиция 5 мин; 3 — 15 мин;
4 — 30 мин; 5 — 60 мин; 6 — 150 мин.
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íîì, ìîæåò ñëóæèòü îäíèì èç ïîêàçàòå-

ëåé ïðîíèêíîâåíèÿ àíòèáèîòèêîâ

âíóòðü êëåòêè øòàììà Ê-12 è åãî ÷óâñò-

âèòåëüíîñòè ïî îòíîøåíèþ ê êàíàìèöè-

íó. Ó ñóñïåíçèè êëåòîê êàíàìèöèíîóñ-

òîé÷èâîãî øòàììà E.coli ðMMB33 ïðè

äåéñòâèè êàíàìèöèíà áûëî îòìå÷åíî

íåçíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå âåëè÷èíû

ÝÎ ñèãíàëà ïîñëå 5 ìèí èíêóáàöèè ñ êà-

íàìèöèíîì (ðèñ. 6, II), ïðè äàëüíåéøåé

èíêóáàöèè êëåòîê ñ êàíàìèöèíîì, ñó-

ùåñòâåííûõ èçìåíåíèé ÎÑ êëåòî÷íîé

ñóñïåíçèè íå ïðîèñõîäèò, ÷òî ìîæíî

ñ÷èòàòü ïðîÿâëåíèåì óñòîé÷èâîñòè äàí-

íîãî øòàììà ê äåéñòâèþ êàíàìèöèíà.

Òàêèì îáðàçîì, ïîêàçàíî, ÷òî çàâè-

ñèìîñòü ÝÎ ýôôåêòà ìèêðîáíûõ êëåòîê

ïðè äåéñòâèè êàíàìèöèíà çíà÷èòåëüíî

îòëè÷àåòñÿ äëÿ ÷óâñòâèòåëüíûõ è ðåçèñ-

òåíòíûõ øòàììîâ E.coli. Èçìåíåíèÿ ÎÑ

ñóñïåíçèé ïðè äåéñòâèè êàíàìèöèíà

ìîæíî èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå òåñòà óñ-

òîé÷èâîñòè ê äàííîìó àíòèáèîòèêó ó èñ-

ñëåäóåìûõ êëåòîê [18].

3. Âëèÿíèå õëîðàìôåíèêîëà íà ýëåêò-
ðîîïòè÷åñêèå ñâîéñòâà ìèêðîáíûõ ñóñ-
ïåíçèé E.coli. Îñîáûé èíòåðåñ, ñ íàøåé òî÷êè çðå-

íèÿ, ïðåäñòàâëÿåò èñïîëüçîâàíèå ìåòîäà ÝÎ

àíàëèçà êëåòî÷íûõ ñóñïåíçèé ïðè âîçäåéñòâèè íà

íèõ õëîðàìôåíèêîëà, ÿâëÿþùåãîñÿ èíãèáèòîðîì

áåëêîâîãî ñèíòåçà è îáëàäàþùåãî áàêòåðèîñòàòè-

÷åñêèì ýôôåêòîì âîçäåéñòâèÿ íà ìèêðîáíûå

êëåòêè. Õëîðàìôåíèêîë (ëåâîìèöåòèí) ñïåöè-

ôè÷åñêèé èíãèáèòîð ïåïòèäèëòðàíñôåðàçíîé

ðåàêöèè, ïðîòåêàþùåé â ðèáîñîìàõ [12, 15]. Îñ-

íîâíîé ìåõàíèçì åãî äåéñòâèÿ ñâÿçàí ñ íàðóøå-

íèåì ñèíòåçà íà ñòàäèè ïåðåíîñà àìèíîêèñëîò îò

àìèíîàöèë-òÐÍÊ íà ðèáîñîìû. Ñ÷èòàåòñÿ, ÷òî

õëîðàìôåíèêîë, ñâÿçûâàÿñü ñ 50S-ñóáúåäèíèöåé

ðèáîñîì, èíàêòèâèðóåò ïåïòèäèëòðàíñôåðàçíóþ

ðåàêöèþ, êàòàëèçèðóþùóþ îáðàçîâàíèå ïåïòèä-

íîé ñâÿçè â ðèáîñîìíîé ñèñòåìå áåëêîâîãî ñèí-

òåçà [3, 15]. Õëîðàìôåíèêîë ÿâëÿåòñÿ àíòèáèîòè-

êîì øèðîêîãî ñïåêòðà äåéñòâèÿ è àêòèâåí â

îòíîøåíèè áîëüøîãî ÷èñëà ãðàìîòðèöàòåëüíûõ

ïàëî÷åê, ÷òî ïîçâîëÿåò â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëå-

äîâàíèÿ èñïîëüçîâàòü ìèêðîáíûå êëåòêè E.coli.
Ïðè âîçäåéñòâèè ðàçíûõ êîíöåíòðàöèé õëî-

ðàìôåíèêîëà (0,5, 1,5, 2,5, 3, 6, 12, 24, 35, 50, 70 è

140 ìêã/ìë) íà ìèêðîáíûå êëåòêè øòàììà Ê-12

îòìå÷åíî, ÷òî èçìåíåíèÿ â ÎÑ ñóñïåíçèé êëåòîê

ïðè äåéñòâèè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé àíòèáèî-

òèêà, èìåëè ìåñòî íà ïåðâûõ ïÿòè ÷àñòîòàõ îðè-

åíòèðóþùåãî ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ 10-1000 êÃö.

Íà áîëåå âûñîêèõ ÷àñòîòàõ ñóùåñòâåííûõ èçìå-

íåíèé íå îòìå÷åíî. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ìàëûõ

êîíöåíòðàöèé àíòèáèîòèêà (0,5, 1,5, 2,5 ìêã/ìë),

çíà÷èòåëüíûõ èçìåíåíèé ÎÑ êëåòîê íå çàôèêñè-

ðîâàíî. Ïðè óâåëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè õëîðàì-

ôåíèêîëà (3, 6, 12, 24, 35 ìêã/ìë) ðåãèñòðèðóþòñÿ

èçìåíåíèÿ âåëè÷èíû ÝÎ ñèãíàëà (ðèñ. 7). Äëÿ

óäîáñòâà ïðåäñòàâëåíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàí-

íûõ èñïîëüçîâàëè ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ äè-

íàìèêè èçìåíåíèé âåëè÷èíû ÝÎ ñèãíàëà ñóñ-

ïåíçèé êëåòîê E.coli Ê-12, ïðè âîçäåéñòâèè

ðàçíûõ êîíöåíòðàöèé õëîðàìôåíèêîëà ïðè ÷àñ-

òîòå îðèåíòèðóþùåãî ïîëÿ 52 êÃö (ðèñ. 7).

Ïðè èçó÷åíèè äèíàìèêè èçìåíåíèé ÎÑ êëå-

òîê E.coli Ê-12 ïðè äåéñòâèè õëîðàìôåíèêîëà â

êîíöåíòðàöèè 35 ìêã/ìë ïîêàçàíî (ðèñ. 8, I), ÷òî

ïîñëå 5 ìèí âîçäåéñòâèÿ àíòèáèîòèêà íà ìèêðîá-

íûå êëåòêè ïðîèñõîäèò íåçíà÷èòåëüíîå óâåëè÷å-

íèå âåëè÷èíû ÝÎ ñèãíàëà. Ïîñëå 15 è 30 ìèí èí-

êóáàöèè êëåòîê ñ õëîðàìôåíèêîëîì ïðîèñõîäèò

çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå âåëè÷èíû ÝÎ ñèãíàëà.

Äàëüíåéøèå èçìåíåíèÿ ÝÎ ïàðàìåòðîâ êëåòî÷-

íîé ñóñïåíçèè íåçíà÷èòåëüíî çàâèñÿò îò âðåìåíè

âîçäåéñòâèÿ àíòèáèîòèêà. Äëÿ óäîáñòâà ïðåäñòàâ-

ëåíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ áûëà èñïîëü-

çîâàíà âåëè÷èíà ÝÎ ñèãíàëà ïðè ÷àñòîòå îðèåíòè-

ðóþùåãî ïîëÿ 52 êÃö (ðèñ. 8, á). Óâåëè÷åíèå

âåëè÷èíû ÝÎ ñèãíàëà ïîñëå 15 è 30 ìèí âîçäåéñò-

âèÿ àíòèáèîòèêà íà êëåòêè ìîæåò áûòü îáúÿñíåíî

äëèòåëüíîñòüþ åãî âîçäåéñòâèÿ, áèîõèìè÷åñêèìè

ïðîöåññàìè, îòìå÷åííûìè âûøå, ïðîèñõîäÿùè-

ìè â ìèêðîáíîé êëåòêå ïðè äåéñòâèè õëîðàìôå-

íèêîëà, è âûõîäîì èç êëåòêè ìàêðîìîëåêóë.

Ïðè èçó÷åíèè äèíàìèêè èçìåíåíèé ÝÎ ïàðà-

ìåòðîâ êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè õëîðàìôåíèêîëîóñ-

òîé÷èâîãî øòàììà E.coli pBR325 ïðè äåéñòâèè
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Рис. 7. Динамика изменения величины ЭО сигнала при частоте
ориентирующего поля 52 кГц суспензии клеток E.coli К�12, при
воздействии разных концентраций хлорамфеникола (0,5; 1,5;
2,5; 3,0; 6,0; 12; 24; 35; 50; 70 и 140 мкг/мл).
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õëîðàìôåíèêîëà (35 ìêã/ìë) ïîêàçàíî, ÷òî èçìå-

íåíèÿ âåëè÷èíû ÝÎ ñèãíàëà ïîñëå âîçäåéñòâèÿ

àíòèáèîòèêà íåçíà÷èòåëüíû íåçàâèñèìî îò âðå-

ìåíè âîçäåéñòâèÿ àíòèáèîòèêà (ðèñ. 8, II).

Òàêèì îáðàçîì, èññëåäîâàíî âëèÿíèå õëîðàì-

ôåíèêîëà íà ýëåêòðîôèçè÷åñêèå ñâîéñòâà êëåòîê

E.coli ÷óâñòâèòåëüíîãî Ê-12 è óñòîé÷èâîãî pBR325

øòàììîâ ê äåéñòâèþ äàííîãî àíòèáèîòèêà [19].

4. Âëèÿíèå òåòðàöèêëèíà íà ýëåêòðîîïòè÷åñ-
êèå ñâîéñòâà ìèêðîáíûõ ñóñïåíçèé E.coli. Òåòðà-

öèêëèí — àíòèáèîòèê øèðîêîãî ñïåêòðà äåéñò-

âèÿ. Ìåõàíèçì åãî âîçäåéñòâèÿ îáóñëîâëåí

èíãèáèðîâàíèåì ñâÿçûâàíèÿ àìèíîàöèë-òÐÍÊ

ñ À ìåñòîì ðèáîñîìû íà 30S ðèáîñîìíîé ñóáúå-

äèíèöå [13, 16]. Òåòðàöèêëèí îáëàäàåò áëèçêîé

àêòèâíîñòüþ â îòíîøåíèè áîëüøèíñòâà ãðàìïî-

ëîæèòåëüíûõ è ãðàìîòðèöàòåëüíûõ ïàëî÷åê. Â

íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ îí õàðàêòåðèçóåòñÿ áàê-

òåðèîñòàòè÷åñêèì äåéñòâèåì. Ïðåäâàðèòåëüíî

íàìè ïðîâîäèëèñü ýêñïåðèìåíòû ïî îöåíêå èç-

ìåíåíèé ÝÎ õàðàêòåðèñòèê ìèêðîáíûõ êëåòîê

E.coli Ê-12 ïðè äåéñòâèè ðàçíûõ êîíöåíòðàöèé

òåòðàöèêëèíà. Ìèíèìàëüíàÿ ïîäàâëÿþùàÿ êîí-

öåíòðàöèÿ äëÿ áîëüøèíñòâà øòàììîâ E.coli êî-

ëåáëåòñÿ â ïðåäåëàõ 1—25 ìêã/ìë, ïîýòîìó â íà-

øèõ ýêñïåðèìåíòàõ èçó÷àëàñü äèíàìèêà

èçìåíåíèé ÝÎ ïàðàìåòðîâ êëåòîê E.coli Ê-12

ïðè äåéñòâèè òåòðàöèêëèíà â êîíöåíòðàöèÿõ

(1,7 è 5,0 ìêã/ìë) â òå÷åíèè 5, 15, 30, 60 è 150

ìèí. Ïîêàçàíî (ðèñ. 9), ÷òî ïðè äåéñòâèè èñ-

ïîëüçóåìûõ êîíöåíòðàöèé òåòðàöèêëèíà âî

âñåì èññëåäóåìîì âðåìåííîì äèàïàçîíå çíà÷è-

òåëüíûõ èçìåíåíèé ÝÎ ïàðàìåòðîâ êëåòî÷íîé

ñóñïåíçèè E.coli Ê-12 íå ïðîèñõîäèò. Ïîëó÷åí-

íûå ðåçóëüòàòû ìîãóò áûòü îáúÿñíåíû îãðàíè÷å-

íèåì ïðîíèêíîâåíèÿ àíòèáèîòèêà âíóòðü êëåò-

êè. Ïîñêîëüêó èçâåñòíî, ÷òî âíåøíÿÿ ìåìáðàíà

ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé ìîæåò äî èçâåñò-

íîé ñòåïåíè îãðàíè÷èâàòü ïðîíèêíîâåíèå òåò-

ðàöèêëèíà â êëåòêó [16].
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Рис. 8. Динамика изменений ОС (а) и величины ЭО сигнала (б) при частоте ориентирующего поля 52 кГц
суспензии клеток E.coli К�12 (I) и E.coli К�12 (pBR325) (II) при воздействии хлорамфеникола (35 мкг/мл).
1 — клетки без добавления антибиотика (контроль); клетки с добавлением антибиотика: 2 — экспозиция 5 мин; 3 — 15 мин;
4 — 30 мин; 5 — 60 мин; 6 — 150 мин.
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Òàêèì îáðàçîì, òåòðàöèêëèí â êîíöåíòðàöè-

ÿõ 1,7 è 5,0 ìêã/ìë íå äåéñòâóåò íà ìèêðîáíûå

êëåòêè øòàììà Ê-12 è ñîîòâåòñòâåííî íå ôèêñè-

ðóþòñÿ èçìåíåíèÿ ÝÎ ïàðàìåòðîâ êëåòî÷íûõ ñó-

ñïåíçèé, ò. å., ìèêðîáíûå êëåòêè E.coli K-12 ÿâ-

ëÿþòñÿ óñòîé÷èâûìè ê äåéñòâèþ òåòðàöèêëèíà â

èñïîëüçóåìûõ êîíöåíòðàöèÿõ [20].

Çàêëþ÷åíèå
Òàêèì îáðàçîì, ïðîäåìîíñòðèðîâàíû âîç-

ìîæíîñòè ìåòîäà ÝÎ àíàëèçà ìèêðîáíûõ ñóñïåí-

çèé ïðè âîçäåéñòâèè àíòèáèîòèêîâ ñ ðàçíûì ìå-

õàíèçìîì âîçäåéñòâèÿ íà ìèêðîáíûå êëåòêè.

Ïîêàçàíî, ÷òî çàâèñèìîñòü ÝÎ ñèãíàë ñóñïåíçèè

êëåòîê ïðè äåéñòâèè àíòèáèîòèêîâ àìïèöèëëè-

íà, êàíàìèöèíà, õëîðàìôåíèêîëà è òåò-

ðàöèêëèíà çíà÷èòåëüíî îòëè÷àåòñÿ äëÿ

êëåòîê ÷óâñòâèòåëüíûõ è ðåçèñòåíòíûõ

øòàììîâ E.coli. Ïîëó÷åííûå äàííûå ìî-

ãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ ñîçäàíèÿ íî-

âîãî ìåòîäà îïðåäåëåíèÿ ÷óâñòâèòåëü-

íîñòè áàêòåðèé ê äåéñòâèþ

àíòèáèîòèêîâ ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîîïòè-

÷åñêîãî àíàëèçà êëåòî÷íûõ ñóñïåíçèé.

Äëÿ ýòîãî íåîáõîäèìî ïðîâåñòè èçìåðå-

íèÿ ÝÎ ïàðàìåòðîâ êëåòî÷íûõ ñóñïåí-

çèé èçó÷àåìûõ øòàììîâ ïîñëå ïðåäâà-

ðèòåëüíî îïðåäåëåííîãî âðåìåíè

âîçäåéñòâèÿ àíòèáèîòèêîâ â äèàïàçîíå

àêòèâíûõ êîíöåíòðàöèé àíòèáèîòèêà.

Íà îñíîâàíèè ñðàâíåíèÿ äàííûõ âåëè-

÷èíû ÝÎ ñèãíàëà êëåòî÷íûõ ñóñïåíçèé

ïðè äåéñòâèè àíòèáèîòèêà è êîíòðîëÿ

(ñóñïåíçèÿ êëåòîê áåç àíòèáèîòèêà),

ìîæíî ñäåëàòü çàêëþ÷åíèÿ î íàëè÷èè

óñòîé÷èâîñòè èëè ÷óâñòâèòåëüíîñòè

êëåòîê èçó÷àåìîãî øòàììà.

Â îòëè÷èå îò ñòàíäàðòíûõ ìåòîäîâ

îïðåäåëåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè áàêòåðèé

ê äåéñòâèþ àíòèáèîòèêîâ, èñïîëüçîâà-

íèå ìåòîäà ÝÎ àíàëèçà èìååò ðÿä ïðå-

èìóùåñòâ, ê êîòîðûì îòíîñÿòñÿ áûñòðî-

òà ïîëó÷åíèÿ ðåçóëüòàòà è îòíîñèòåëüíàÿ

ïðîñòîòà àíàëèçà, ïðîâåäåíèå àíàëèçà â

ìèíèìàëüíûõ îáú¸ìàõ. Ðàçðàáàòûâàå-

ìûé ïîäõîä ìîæåò íàéòè øèðîêîå ïðè-

ìåíåíèå â ìèêðîáèîëîãè÷åñêîé, ôàðìà-

öåâòè÷åñêîé è áèîòåõíîëîãè÷åñêîé

ïðîìûøëåííîñòè, ìåäèöèíå è âåòåðè-

íàðèè. Êðîìå òîãî, îïèñàííûé ìåòîä ÿâ-

ëÿåòñÿ ïðèæèçíåííûì, íå òðåáóåò èñ-

ïîëüçîâàíèÿ äîïîëíèòåëüíûõ ìåòîê èëè

õèìè÷åñêèõ êîìïîíåíòîâ, ïðè ýòîì âîçäåéñòâèå

íà áàêòåðèàëüíûå êëåòêè èçìåðèòåëüíîé ïðîöå-

äóðû òàêæå íåçíà÷èòåëüíî. Ìåòîä ÿâëÿåòñÿ äîñòà-

òî÷íî îïåðàòèâíûì, ò.ê. âðåìÿ àíàëèçà ñîñòàâëÿåò

îêîëî ~10 ìèí, ïðè ýòîì ïðîöåññ èçìåðåíèé ìî-

æåò áûòü ïîëíîñòüþ àâòîìàòèçèðîâàí. Îïèñàí-

íûé ìåòîä ìîæåò äàòü ïîëåçíóþ èíôîðìàöèþ è

îòíîñèòåëüíî áèîôèçè÷åñêè àñïåêòîâ âîçäåéñò-

âèÿ àíòèáàêòåðèàëüíûõ ïðåïàðàòîâ íà ïîïóëÿöèè

ìèêðîîðãàíèçìîâ.

Òàêèì îáðàçîì, ìåòîä ÝÎ àíàëèçà ÿâëÿåòñÿ

âåñüìà ïåðñïåêòèâíûì äëÿ èñïîëüçîâàíèÿ â ìèê-

ðîáèîëîãèè, ìåäèöèíå, âåòåðèíàðèè äëÿ ðåøå-

íèÿ âîïðîñà îïðåäåëåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè ìèê-

ðîáíûõ êëåòîê ê àíòèáèîòèêàì.
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Рис. 9. Динамика изменения ОС суспензии клеток E.coli К�12 при
действии разных концентраций тетрациклина (а) (1,7 мкг/мл),
(б) 5,0 мкг/мл.
1 — клетки без добавления антибиотика (контроль); клетки с добав�
лением антибиотика: 2 — экспозиция 5 мин; 3 — 15 мин; 4 — 30 мин;
5 — 60 мин; 6 — 150 мин.
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