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Разнообразие структуры и супрамолекулярной архитектуры существующих систем доставки антибак-
териальных препаратов создает проблему выбора методов исследования in vitro свойств лекарствен-
ных форм (ЛФ) и определения влияния носителя на противомикробные свойства препарата. В обзоре 
рассмотрены основные микробиологические методы исследования противомикробной активности, 
которые используются при исследовании ЛФ, дана оценка методов исследования в  соответствии 
с  типом и  химической природой носителя препарата. Кроме того, обсуждены инструментальные 
методы и экспериментальные методики изучения механизма противомикробного действия ЛФ, а также 
in vitro эффекты, которые наиболее часто описываются в  литературе при инкапсулировании препа-
ратов. Обзор предоставляет исследователю стратегию анализа противомикробных свойств, разраба-
тываемых ЛФ на основании физико-химических свойств системы, что позволяет более комплексно 
оценить дальнейшие перспективы ЛФ. 
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На сегодняшний день большинство доступ-
ных лекарственных средств представляет собой 
основное действующее вещество (лекарственную 
молекулу) и  в ряде случаев вспомогательные 
компоненты, которые необходимы для получения 
удобной формы использования медицинского пре-
парата в  соответствии со  способом применения, 
консистенции и  др. Так, для получения таблети-
рованных форм, капсул, мазей и т.д., как правило, 
используются желатин, гуаровая и  ксантановая 
камедь, альгинат натрия, производные целлюлозы 
и др. [1–3]. Несмотря на наличие дополнительных 
компонентов многие лекарственные средства 
не всегда обладают выраженным терапевтическом 
эффектом, поскольку основное действующее 
вещество может обладать низкой биодоступно-
стью, не  достигается необходимая концентрация 
препарата в плазме крови, не обеспечивается дли-
тельное высвобождение. При этом наблюдаются 
выраженные побочные эффекты. Разработка и те-
стирование принципиально новых лекарственных 

молекул является длительным и  дорогостоящим 
процессом, поэтому для достижения максималь-
ной эффективности и безопасности уже известных 
препаратов существуют подходы по инкапсуляции 
биологически активных молекул в системы достав-
ки лекарств [4].

Лекарственная форма препарат-носитель (ЛФ) 
обладает рядом значимых преимуществ по  срав-
нению со  свободным препаратом: увеличение 
растворимости вещества, снижение его токсично-
сти, адресная доставка и т.д. Важно отметить, что 
за  последние два десятилетия область разработки 
ЛФ претерпела значительную эволюцию с  точки 
зрения подходов к  дизайну носителя лекарства. 
Главным образом, произошел переход от  макро- 
и  наноматериалов к  “умной” адресной доставке, 
что позволяет в  перспективе вывести на  рынок 
препарат с локальным действием [5].

ЛФ являются объектом интереса не  только 
научного сообщества, но  и медицинских компа-
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ний. Так, известны коммерчески доступные ЛФ 
для небольших лекарственных молекул — Арикай-
се (“Arikayce”, Insmed Inc., США, липосомальная 
форма аминогликозида амикацина) [6], Амбизом 
(“AmBisome”, Astellas Pharma, США, липосо-
мальная форма амфотерицина В) [7], Абраксан 
(“Abraxane”, Bristol-Myers Squibb Company, США, 
комплекс паклитаксела с  альбумином), а  также 
более крупных веществ  — Онпатро (“Onpattro”, 
Alnylam Pharmaceuticals, США, ПЭГилированные 
липидные наночастицы с  малой интерферирую-
щей РНК) и др. [8, 9]. 

Для современной медицины особенно актуаль-
ны системы доставки лекарств для антибактери-
альных препаратов, поскольку, несмотря на  ши-
рокий успех применения противомикробных 
агентов, бактериальные инфекции по-прежнему 
остаются серьезной угрозой здоровью человека. 
Новые ЛФ антибактериальных молекул особенно 
необходимы в  связи с  тяжелыми респираторны-
ми заболеваниями (в  том числе постковидной 
пневмонией) и  распространением устойчивых 
к  антибиотикам штаммов. В  качестве носителей 
противомикробных веществ используются систе-
мы различной химической природы (неоргани-
ческие материалы, природные и  синтетические 
органические полимеры и  др.), разнообразной 
формы (твердые порошки, растворы, эмульсии 
и  т.д.) и  супрамолекулярной архитектуры (гидро-
гели, волокна, частицы, нанотрубки и т.д.), а также 
встречается сочетание нескольких компонентов 
[10]. При этом посредством подбора химической 
структуры, оптимального размера, поверхностно-
го заряда и  химической модификации носителя 
возможно достижение таргетной доставки и  ло-
кального высвобождения препарата. Так, наиболее 
известным примером адресной доставки является 
нацелевание на маннозные рецепторы макрофагов 
при терапии внутриклеточных патогенов, таких 
как Mycobacterium tuberculosis. Однако подобные 
системы широко изучены, в  первую очередь, для 
цитостатических препаратов, а  в случае противо-
микробных средств изучены мало [10–12].

Важно отметить, что многие работы сосредото-
чены на  дизайне, получении и  глубокой характе-
ризации только физико-химических параметров 
антибактериальных ЛФ таких, как: эффективность 
загрузки носителем лекарственной молекулой (в % 
от  добавленного или мг/мг носителя), механиче-
ские параметры материала, размеры и химическая 
структура носителя, высвобождение лекарства 
в  буферные системы и  т.д. В  ряде случаев иссле-
дуется цитотоксичность предложенных систем 
и  фармакокинетические параметры [13–17]. 
Однако при разработке новой ЛФ антибактери-
ального препарата исследование противомикроб-
ного действия является крайне необходимым для 
подтверждения действия лекарственной молекулы 
в  системе доставки и  сравнения полученных ре-

зультатов с эффективностью действия свободного 
препарата, что позволит оценить целесообразность 
использования носителя.

В связи с  разнообразием носителей и  их 
свойств, а также наличием в литературе множества 
типов и вариаций методов исследования антибак-
териальной активности, возникают трудности при 
выборе наиболее релевантного подхода для иссле-
дования противомикробных свойств ЛФ. Кроме 
того, накопленный опыт и улучшение приборной 
базы обуславливают возникновение новых подхо-
дов снижения временных и денежных затрат. При 
этом в  литературе нет рекомендаций по  выбору 
наиболее релевантных подходов для качественно-
го и количественного анализа антибактериальной 
активности разработанной ЛФ на  основании фи-
зико-химических свойств носителя.

Обзор включает описание различных экспери-
ментальных методов анализа in vitro свойств ЛФ, 
оценку релевантности использования того или 
иного метода в зависимости от физико-химических 
свойств ЛФ, а также примеры изучения механизма 
действия ЛФ in vitro. Кроме того, рассмотрены 
наиболее часто встречающиеся эффекты на ан-
тибактериальные свойства ЛФ, вызванные носи-
телем. Обзор будет полезным для исследователей, 
заинтересованных в  комплексном полноценном 
анализе ЛФ не только с точки зрения физико-хи-
мических, но и биологических свойств.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
АНТИБАТЕРИАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ
Классическим подходом к  анализу противо-

микробной активности являются исследования, 
проведенные с использованием микроорганизмов. 
Основные подходы указаны в  Методических ука-
заниях (МУК 4.2.1890—04) Федерального центра 
госсанэпиднадзора Минздрава России от  2004  г., 
которые аналогичны рекомендациям Европей-
ского комитета по  определению чувствительно-
сти к  антибиотикам и  Национального комитета 
по клиническим лабораторным стандартам США. 
Несмотря на то, что данные методы были разрабо-
таны во второй половине XX века, они все еще ак-
туальны и не претерпели значительных изменений 
для исследования in vitro свойств ЛФ. 

Основными параметрами антибактериальной 
активности являются минимальная ингибирующая 
(подавляющая) концентрация (МИК или МПК), 
определяющая наименьшую концентрацию пре-
парата, которая подавляет видимый рост клеток, 
и  минимальная бактерицидная концентрация 
(МБК), соответствующая наименьшей концен-
трации препарата, которая обуславливает гибель 
99.9% микроорганизмов. Как правило, в  литера-
туре для изучения антибактериальной активности 
ЛФ авторы определяют преимущественно только 
МИК [18, 19].
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При исследовании антибактериальной актив-
ности ЛФ в  качестве тест-культур используются 
различные штаммы как грамположительных, так 
и  грамотрицательных микроорганизмов. Основ-
ными штаммами при проведения исследований in 
vitro являются штаммы грамотрицательных бакте-
рий Escherichia coli, например, E. coli ATCC 25922, 
реже можно встретить Salmonella typhimurium ATCC 
14028 и  Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. Среди 
грамположительных клеток чаще всего исполь-
зуется штаммы Staphylococcus aureus ATCC 25923, 
а также Bacillus subtilis ATCC 6633 [20–27]. Важно 
отметить, что в  рамках одного вида возможны 
сильные расхождения в результатах исследования 
антибактериальной активности одного и  того же 
вещества, поскольку штаммы могут сильно разли-
чаться по  морфологии и  ζ-потенциалу поверхно-
сти, наличию слизистой капсулы, адгезии к мате-
риалам, химическому составу клеточной стенки, 
эффективности продукции ферментов и  т.д. [28, 
29]. Например, ранее нами было показано, что пре-
парат фторхинолонового ряда левофлоксацин в 10 
раз менее эффективно действует на штамм E. coli 
JM109, чем на штаммы E. coli ATCC 25922 и E. coli 
MH1, при этом МИК E.  coli ATCC  25922 = МИК 
E. coli MH1 [30].

Важно отметить, что при сравнении получен-
ных результатов с данными литературы возможны 
расхождения, обусловленные типом среды и  ма-
териалом используемого пластика. Результаты 
могут сильно различаться вплоть до  100 раз [31]. 
Так, в  работе [32] исследовали антибактериаль-
ные свойства нескольких катионных дезинфи-
цирующих средств на  штаммах S.  aureus, E.  coli 
и  P.  aeruginosa с  использованием четырех типов 
сред (MH1, MH2, TSB и  LB) и  двух материалов 
пластика (полипропилен и  полистирол). Показа-
но, что значения МИК для препаратов колистина 
и полимиксина В при использовании чашек Петри 
из  полипропилена, как минимум, в  4 раза ниже 
по сравнению с полистирольными чашками. Раз-
ница значений МИК может достигать нескольких 
порядков, при этом данный эффект наблюдался 
для всех четырех питательных сред. Важно отме-
тить, что для большинства исследуемых молекул 
различия в значениях МИК были значимы только 
для сред МН2 и  TSB для обоих типов пластика, 
хотя наблюдались и исключения. 

В другой работе [22] также отметили влияние 
среды на  величину наблюдаемого антибактери-
ального эффекта. Так, проведены исследования 
антибактериального эффекта нитрата серебра 
и  гентамицина in vitro на  рост культур S.  aureus 
и E. coli в средах MHB и FBS. МИК и МБК нитрата 
серебра в 2–8 раз ниже в среде FBS, в то время как 
для гентамицина наблюдался противоположный 
эффект примерно в  той же степени. Такой ре-
зультат указывает на влияние компонентов плазмы 

крови на  проявление антибактериальных свойств 
некоторых веществ. 

Таким образом, возможны небольшие, а также 
значительные различия полученных данных в  за-
висимости от  условий проведения эксперимента, 
от особенностей штамма, типа среды и материала 
пластика, что осложняет проведение корреля-
ции с  результатами других научных групп. Тем 
не  менее, существует ряд общих правил, которые 
встречаются во многих литературных источниках. 
В первую очередь, для корректного проведения ис-
следований и сравнении полученных данных с ли-
тературными источниками необходимо исполь-
зовать стандартизованную клеточную культуру  
~ 1.5 × 108 КОЕ/мл, что соответствует по оптиче-
ской плотности 0.1 или 0.5 стандарту МакФарланда 
(суспензии, образованной преципитатом сульфата 
бария). 

Определение стандарта МакФарланда возмож-
но с  использованием спектрофотометрии, нефе-
лометрии или с  использованием программного 
обеспечения для обработки фотографий. Наиболее 
удобным методом является исследование погло-
щения при длине волны примерно 625 нм [33–35].

Тем не  менее, авторы [36] рекомендуют перед 
проведением исследований удостовериться, како-
му точному значению КОЕ/мл соответствует эк-
вивалент стандарта МакФарланда. Показано, что 
из 25 штаммов микроорганизмов вышеописанное 
соотнесение характерно только для Acinetobacter 
spp., Alcaligenes spp. и Hafnia alvei, в то время как для 
других бактериальных клеток установлено большое 
разнообразие полученных значений: от 30 до 300% 
от  ожидаемых (от  0.5 × 108 до  3 × 108 КОЕ/мл).  
Бóльшее количество клеток, например, в  случае 
E.  coli, Enterococcus и  Acinetobacter, по-видимому, 
обусловлено тем, что для достижения необходи-
мых значений мутности требуется определенное 
количество клеток, которые обладают меньшим 
размером. В таких случаях рекомендуют использо-
вать стандарты МакФарланда 0.25 или 0.1.

Рассмотрим несколько методов определения 
МИК вещества in vitro как с использованием жид-
ких питательных сред (бульонная культура), так и с 
использованием твердых питательных сред.

Микробиолические методы исследования в жид-
ких питательных средах. Поскольку наблюдается 
корреляция между общим количеством клеток 
и  поглощением при длине волны 600–650  нм, то 
спектрофотометрический метод анализа образцов 
бактериальной культуры с  ЛФ является наиболее 
простым и  удобным для выявления противоми-
кробного действия ЛФ и  определения значения 
МИК в жидких питательных средах [37, 38]. Напри-
мер, метод серийных разведений основан на вне-
сении в образцы жидкой бактериальной культуры 
раствора лекарства и  измерении оптической 
плотности через заданные промежутки времени 
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в течение 12–24 ч. Важно отметить, что оптическая 
плотность соответствует общему числу клеток (как 
живых, так и  мертвых), что не  позволяет сделать 
выводы о механизме антибактериального действия 
ЛФ. Данный подход нашел широкое применение 
для исследований ЛФ, например, нековалентных 
комплексов карвакрола c циклодекстрином [39]. 
Выделяют макрометод и  микрометод, которые 
в  основном различаются объемом исследуемого 
образца. Так, в  макрометоде используется ~ 1  мл 
бактериальной культуры, а  в микрометоде  — 
до 0.2 мл [18].

Неоспоримое преимущество микрометода 
заключается в  небольшом расходе реагентов 
и  клеточной культуры. Например, в  работе [40] 
исследована антибактериальная активность фтор-
хинолона моксифлоксацина, инкапсулированного 
в  липосомы, на  штамме Staphylococcus epidermidis 
ATCC 35984 в  96-луночном полистирольном 
планшете. К клеткам добавляли раствор препарата 
в  стерильной TSB среде для достижения финаль-
ного объема каждой пробы 200 мкл, использовали 
двухкратное разведение в диапазоне концентраций 
0.078 нМ−73.48 мкM. После инкубации при 37°С 
в  течение 18  ч проводилась детекция клеточного 
роста при длине волны 570 нм.

Макрометод значительно более удобен для 
изучения свойств гидрогелей и  нерастворимых 
материалов. В таком случае стерильный фрагмент 
ЛФ помещают непосредственно в  бактериальную 
культуру. Например, в  [41] исследовали скаф-
фолды (пористые материалы, которые можно 
использовать для заселения клеток, а затем и роста 
тканей) из  поли-ε-капролактона, содержащие 
хитозан и  антимикробное средство ванкомицин. 
Диски 10 мм в диаметре и 1 мм в толщину поме-
щали в  1  мл TBS среды с  E.  coli ATCC 25922 или 
S.  aureus ATCC 25923 в  48-луночном планшете. 
После 24  ч инкубации спектрофотометрически 
определяли противомикробную активность при 
длине волны 640 нм.

Часто in vitro исследования в  жидких средах 
дополняются исследованиями с  использованием 
твердых питательных сред, т.е. инкубация клеток 
с  ЛФ и  последующее визуальное определение 
бактериального роста посредством подсчета КОЕ. 
Например, авторы [42] добавляли микрочастицы 
хитозана, загруженные фторхинолоном ципро-
флоксацином, к  E.  coli ATCC 25922, P.  aeruginosa 
ATCC 27853 или S. aureus ATCC 29213 и спустя 24 ч 
инкубации высевали по 100 мкл на чашки Петри. 
Данный метод подходит для исследования как 
жидких, так и  твердых ЛФ. Так, в  работе [43] 
исследовали свойства линалоола, загруженного 
в  нановолокна, на  E.  coli ATCC 10536 и  S.  aureus 
ATCC 25923. Волокна инкубировали в  20  мл 
пробирках в  течение 24  ч, после чего производи-
ли высев культур на  чашки Петри в  различных 
разведениях (101–109) в нескольких повторах. Для 

количественной оценки влияния системы достав-
ки на  антибактериальную активность препарата 
авторы использовали следующую формулу:

( ) −= ×% � � 100
A B

AA
A

%

где АА  — антибактериальная активность (%), А  – 
КОЕ в контроле и В — КОЕ в образце, содержащем 
лекарственный препарат в системе доставке. 

Авторы [44] также использовали аналогичный 
метод для исследования свойств другого препа-
рата — триклозана. В работе исследовали кинетику 
противомикробного действия нековалентных 
комплексов антибактериального препарата и оли-
госахарида или полимера на его основе на S. mutans 
ATCC 33402. Для построения кривых (time-kill 
curves) клетки инкубировали с заданным образцом 
24 ч, в течение этого времени производили отбор 
аликвот и  высев на  твердую питательную среду 
с  последующим подсчетом КОЕ. Далее построи-
ли график в  полулогорифмических координатах 
(lg(КОЕ/мл) от времени инкубации. 

Для полуколичественного сравнения действия 
препаратов, а  также минимизации использован-
ного расходного лабораторного материала, можно 
использовать метод точечного анализа на  од-
ной чашке (single-plate  — serial dilution spotting,  
SP-SDS), который на  сегодняшний день активно 
описывается в  литературе. Согласно данному ме-
тоду высев образца производится на одной чашке 
в различных разведениях (рис. 1)  [45]. Например, 
чашку Петри делят на  восемь секторов: верхний 
и  нижний сектор оставляют под маркировку 
штамма и подтверждение стерильности буферного 
раствора соответственно, каждый из  оставшихся 
шести секторов соответствует высеву бактериаль-
ной культуры в  заданном разведении. В  каждый 
сектор вносят несколько проб раствора клеток 
с образцом (чаще всего 10–12 капель до 20 мкл), на-
чиная с наименьшего разведения. Таким образом, 
после инкубации на  чашке возникает множество 
“точек”, состоящих из КОЕ (рис. 1а). В работе [46] 
помимо подробного описания методики, также 
предлагается посмотреть видеоролик с инструкци-
ей проведения эксперимента.

Метод точечного анализа на  одной чашке ис-
пользовался в работе [40], в которой исследованы 
свойства липосомальных форм антибактериаль-
ного препарата моксифлоксацина на S. epidermidis. 
Клетки инкубировали с  моксифлоксацином или 
липосомами, загруженными этим фторхинолоном 
методом активной загрузки, в течение 24 ч; далее 
образцы анализировали методом точечного ана-
лиза на одной чашке. Было показано, что во всех 
секторах чашки Петри с  липосомальной формой 
моксифлоксацина, в  несколько раз меньше КОЕ 
по сравнению с секторами чашки только с мокси-
флоксацином. 
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Возможно размещение капель образцов 
на чашке в различных разведениях без маркировки 
секторов в  произвольном порядке (рис.  1б) [45]. 
Авторы работы также предлагают анализировать 
количество растущих микроколоний с  помощью 
флуоресцентного микроскопа (40-кратное увели-
чение) спустя несколько часов после высева без 
традиционной длительной инкубации клеток. Был 
проведен анализ количества микроколоний в трех 
участках (площадью 5.67  мм2 каждый) в  капле, 
после чего была проведена экстраполяция на весь 
объем капли (5 мкл ≈ 19.62 мм2). Установлено, что 
такой метод предоставляет достоверные результа-
ты для E. coli и Ralstonia solanacearum через 4 ч или 
10  ч инкубации соответственно при разведениях 
≥106, что значительно сокращает время получения 
результатов анализа по сравнению с классическим 
высевом культур. 

В работе [47] на  одну чашку Петри наносили 
семь полосок с помощью многоканальной пипет-
ки (в каждой полосе по 10 мкл раствора). Помимо 
визуальной оценки и  подсчета КОЕ Streptococcus 
mutans авторы предложили алгоритм для об-
работки фотографий чашек. Авторы получали 
реальные изображения результатов эксперимента 
без обработки, а  также разработали алгоритм, 
состоящий из  двух основных этапов: обработка 
изображений для выявления областей, представ-
ляющих интерес, и сегментация с подсчетом КОЕ 
для каждого разведения с использованием метода 
кросс-корреляционной гранулометрии. Предло-
женный алгоритм продемонстрировал точность 
выше 80% для разведений, в которых присутствует 
КОЕ со средним радиусом от 1.5 до 2.5 пикселей, 
и точность близкую к 100%, когда средний радиус 
КОЕ более 2.5 пикселей. Наличие шума на изобра-
жениях может привести к  ложноположительным 
результатам, когда шум интерпретируется как 

КОЕ, или ложноотрицательным результатам, 
когда не  происходит надлежащей сегментации 
скоплений КОЕ. Таким образом, одновременное 
присутствие КОЕ малых размеров и  наличие шу-
мов напрямую влияет на точность результата.

Микробиологические методы исследования 
с  использованием твердых питательных сред. 
В  большинстве методов исследования антибакте-
риальной активности препаратов используются 
исключительно твердые питательные среды. Наи-
более часто встречается метод серийных разведе-
ний, в котором исходную бактериальную культуру 
высевают на чашки Петри с твердой питательной 
средой, содержащей лекарственный препарат 
(рис. 2а) [48]. В данном методе не используется ряд 
препаратов вследствие их нестабильности при вы-
соких температурах [49]. Из важных преимуществ 
метода, важно отметить возможность одновремен-
ного исследования нескольких штаммов (рис. 2б). 
Так, в  работе [50] авторы одновременно исследо-
вали 43 клинических штамма Klebsiella pneumoniae 
с  множественной лекарственной устойчивостью, 
которые выделялись при внутрибольничных 
инфекциях. Для исследования противомикроб-
ной активности ЛФ такой подход в  литературе 
не  встречается, что, по-видимому, связано с  низ-
кой стабильностью некоторых супрамолекулярных 
систем в условиях высоких температур. Тем не ме-
нее, инкапсуляция системы доставки в агар может 
быть использована для имитации высвобождения 
лекарства в ткани, что подробнее будет рассмотре-
но далее. 

Для оценки антибактериальной активности ЛФ 
наиболее часто используется метод исследования 
на твердых средах Кирби-Бауэра, который позво-
ляет одновременно проводить анализ антибакте-
риальной активности 1–5 образцов (рис. 3), а так-
же разнообразных типов ЛФ. Определить точное 
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Рис. 1. Схематическое изображение результатов метода точечного анализа. Нанесение капли образца в (а) несколь-
ких повторах и (б) однократно; (в) в форме линий. ×1–6 разведение культуры.
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Рис. 2. Схема результатов эксперимента с использованием метода серийных разведений (а) и проверки чувствитель-
ности нескольких штаммов (б). Стрелкой показано направление увеличение концентрации лекарственного препа-
рата, содержащегося в чашках Петри.
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Рис. 3. Схема результатов исследования антибактериальной активности методом Кирби-Бауэра (а) и методом диф-
фузии в агар (б). Белым цветом указаны зоны ингибирования бактериального роста. Пунктирными стрелками ука-
заны диаметры зон ингибирования. Закругленной стрелкой указано направление увеличение концентрации лекар-
ственного препарата в образце.
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значение МИК не  представляется возможным, 
поскольку количественно сложно оценить, сколь-
ко препарата участвовало в диффузии [19]. Метод 
нашел широкое применение для качественного 
подтверждения антибактериальной активности 
препаратов в  случае инкапсуляции в  твердые или 
полимерные носители, а  также гели (например, 
металлических пластин, скаффолдов и  др.) [18, 
51, 52]. В этом случае не используется диск, про-
питанный препаратом, а  сами ЛФ помещаются 
на поверхность чашки Петри.

Важно отметить, что метод Кирби-Бауэра 
подразумевает линейную зависимость логарифма 
(lg или ln) концентрации препарата от размера воз-
никающей зоны ингибирования бактериального 
роста (радиуса или квадрата радиуса) [53, 54].

Важно отметить, что при использовании ме-
тода Кирби-Бауэра или другого варианта диффу-
зионного метода E-test возможно возникновение 
отдельных колоний в  зоне ингибирования роста 
бактерий: как по  краю зоны ингибирования, так 
и внутри данного участка (рис. 4). 

Подобный эффект наблюдали авторы [50] при 
исследовании свойств препарата фосфомицина 
на  43  штаммах Klebsiella pneumoniae с  множе-
ственной лекарственной устойчивостью. Авто-
ры ссылаются на  дополнительные материалы 
Европейского комитета по тестированию на чув-
ствительность к  противомикробным препаратам 
[55], в  которых указано, что приемлемо наличие 
отдельных КОЕ вблизи границы зоны ингибиро-
вания. При этом диаметр зоны ингибирования 
необходимо измерять, не учитывая данный рост. 
Считается, что препарат не  проявляет достаточ-
ную активность только в  случае равномерного 
распределения КОЕ по всей предполагаемой зоне 
ингибирования.

В литературе часто встречается метод диффузии 
в  агар (рис.  3), который схож с  диффузионными 
методами. Основное отличие заключается в  том, 
что вместо использования диска или полоски 
из  фильтровальной бумаги, необходимо удалить 
фрагмент агара из  твердой питательной среды 
диаметром 6–10  мм с  нанесенной бактериальной 
культурой [56–59]. В полученную лунку помещают 
раствор исследуемого вещества и после инкубации 
чашек производят оценку диаметров зон ингиби-
рования роста клеток [59–61].

Так, в  работе [62] исследовали активность 
линалоола, нанесенного на  модифицированные 
глутатионом наночастицы золота. Образцы в кон-
центрации 10  мкг/мл (в  пересчете на  препарат) 
помещали в  лунки диаметром 6  мм. Увеличение 
диаметра зон ингибирования бактериального роста 
E. coli и S. aureus свидетельствовало о синергетиче-
ском эффекте в  проявлении антибактериальной 
активности ЛФ, по  сравнению с  компонентами 
линалоолом и наночастицами золота. 

Выбор микробиологического метода исследования 
лекарственной формы. Микробиологические ме-
тоды являются инструментом для доказательства 
наличия антибактериальных свойств ЛФ, опреде-
лению приблизительного или точного значения 
МИК, а также чувствительности микроорганизмов 
к  ЛФ. Методы с  использованием твердой пита-
тельной среды более разнообразны по сравнению 
с  методами исследований в  жидкой среде, при 
этом в  ряде случаев возможно определить точное 
значение МИК. 

Наиболее удобными и  быстрыми методами 
анализа являются метод серийных разведений 
в  жидкой питательной среде без последующего 
высева, метод Кирби-Бауэра, а  также метод диф-
фузии в  агар, которые позволяют одновременно 

(à) (á)

Рис. 4. Схема результатов исследования образцов методом Кирби-Бауэра (а) и Е-test (б) при возникновении отдель-
ных КОЕ в зонах ингибирования роста. Стрелкой показано корректное определение диаметра зоны ингибирования 
бактериального роста.
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исследовать несколько концентраций препарата. 
Кроме того, эти методы не требуют сложной под-
готовки и  особых лабораторных навыков, позво-
ляют минимизировать количество используемых 
реактивов и материалов. 

Благодаря преимуществам этих методов их ча-
ще всего используют исследователи при изучении 
противомикробного действия препаратов в  си-
стемах доставки лекарств (табл. 1). В  литературе 
не представлены стратегии по выбору конкретного 
метода исследования для определенного типа 
и  химической природы носителя лекарственных 
средств. Важно отметить, что противомикробные 
свойства одного и  того же типа носителя, напри-
мер, липосомальных форм лекарств, часто авторы 
предлагают исследовать по-разному: построение 
кривых роста бактериальной культуры с помощью 
спектрофотометрии с  последующим высевом 
и подсчетом КОЕ [40], методом серийных разведе-
ний в жидких средах [63], метод диффузии в агар 
[64]. Только в  некоторых работах используется 
несколько подходов к анализу системы одного ти-
па, что будет рассмотрено далее.

Общие тенденции и  предпочтения того или 
иного метода преимущественно связаны исключи-
тельно с агрегатным состоянием и готовой формой 
ЛФ, ее потенциальным способом введения в орга-
низм, а также растворимостью самого лекарствен-
ного средства, загруженного в  систему доставки, 
и скоростью его диффузии с диска или в агаре. 

Сравнение результатов определения МИК 
методами Кирби-Бауэра, серийных разведений 
в  твердых средах и  микрометода в  жидких пи-
тательных средах для растительных экстрактов 
приведено в  работе [65]. Показано, что в  случае 
использования твердых сред результаты исследо-
ваний сильно различаются: МИК (метод серий-
ных разведений) в  3–20 раз ниже по  сравнению 
со значениями МИК (Кирби-Бауэра) независимо 
от  тестируемого образца. Кроме того, получена 
сходимость результатов для данных, полученных 
методами серийных разведений и  микрометодом 
для грамположительных штаммов (таких как 
B. cereus и S. aureus), но выявлены различия в ре-
зультатах для грамотрицательных бактерий. Ав-
торы приходят к выводу, что метод Кирби-Бауэра 
не  является предпочтительным для исследования 
плохо или нерастворимых в  воде препаратов, 
поскольку гидрофобная природа препятствует 
их равномерному распределению в агаризованной 
среде. Таким образом, диффузионный метод 
Кирби-Бауэра не  всегда может быть надежным 
методом скрининга антимикробной активности 
растительных экстрактов, но  является удобным 
для простого и  быстрого качественного подтвер-
ждения противомикробной активности ЛФ.

При сравнении результатов метода Кирби-Бауэ-
ра и  метода диффузии в  агар при исследовании 

нафтохинона юглона, загруженного в частицы со-
полимера L-молочной-гликолевой кислот (ПЛГА), 
показано, что только при использовании второго 
метода наблюдались зоны ингибирования бакте-
риального роста. Авторы связывают этот эффект 
с различием в концентрации биологически актив-
ного компонента, необходимой для проведения 
анализа, а также присутствием носителя, который 
влияет на коэффициент диффузии ЛФ [66].

Выбор именно твердой питательной среды для 
проведения исследований обусловлен высоким 
содержанием воды и  отсутствием значительного 
конвективного потока, что позволяет агарозному 
гелю имитировать ткань в  месте имплантации 
[67]. Для изучения диффузии препарата в  таких 
условиях исследователи насыщали растворами 
антибактериального препарата (ванкомицина 
или ципрофлоксацина) функционализированный 
полимером гидроксиапатит в  форме диска. Далее 
материал помещали в  агар методом поэтапной 
заливки чашки Петри, чтобы в  итоге образец 
оказался полностью погружен в  твердую среду. 
В  течение нескольких дней проводили удаление 
фрагментов агара стеклянной трубкой диаметром 
5 мм на различном расстоянии от ЛФ, после чего 
анализировали содержания лекарственного пре-
парата в этом фрагменте. За первые 3 ч инкубации 
препарат обнаружен только на  расстоянии 1  см 
от материала (10 мкг/г агара для ципрофлоксацина 
и  50  мкг/г агара для ванкомицина). На  данном 
расстоянии с  течением времени наблюдали уве-
личение концентрации вещества с  достижением 
максимальных значений через 48–96 ч инкубации. 
Максимальное расстояние, которое преодолел 
препарат, составило 5 см при инкубации до 264 ч. 
Таким образом, при проведении экспериментов 
с использованием твердых сред высвобождение ле-
карства из носителя и диффузия препарата в среду 
являются важными показателями, которые ока-
зывают влияние на  диаметры зон ингибирования 
бактериального роста.

Исследования свойств ЛФ в  жидких питатель-
ных средах также часто используется в  экспери-
ментах (табл. 1). Такой подход наиболее интересен 
с точки зрения анализа кинетики антибактериаль-
ной активности, в том числе и пролонгированного 
противомикробного действия, что будет подробнее 
рассмотрено далее.

Исследование антибактериальной активности 
летучих препаратов в литературе почти не встреча-
ется. Нет сведений по оценке антибактериальной 
активности именно газообразной фракции, что 
особенно актуально с  точки зрения ингаляци-
онных форм препаратов. Интересный подход 
к  быстрому и  высокоинформативному анализу 
подобных систем предложили авторы работы 
[68], в  которой исследовали ряд растительных 
компонентов на  Haemophilus influenzae, S.  aureus 
и S. pneumoniae. Исходная процедура представляла 
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собой классический микрометод серийных разве-
дений: в 96-луночный планшет помещали 100 мкл 
бактериальной культуры вместе с препаратом. Для 
оценки потенциального действия газообразной 
фракции авторы вносили по 30 мкл агаризованной 
среды в  отверстия в  крышке напротив каждой 
лунки и высевали по 5 мкл культуры, далее план-
шет накрывали крышкой и  плотно зажимали 
конструкцию во избежание контаминации. Далее 
посредством окраски клеток оценивали ингибиро-
вание роста клеток на твердой среде.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ МЕХАНИЗМА 
АНТИБАКТЕРИАЛЬНОГО ДЕЙСТВИЯ ЛФ

Анализ литературных источников, рассмот-
ренных в обзоре, показал, что инкапсуляция пре-
парата в  систему доставки не  изменяет механизм 
действия антибактериального препарата. Однако 
система доставки лекарств придает готовой ЛФ 
новые свойства, которые не были характерны для 
самого препарата, что может оказывать выражен-
ное влияние на наблюдаемую антибактериальную 
активность, как правило, в  сторону улучшения 
противомикробных свойств. Считается, что такой 
результат является следствием ряда факторов, ко-
торые можно в общем случае подразделить на два 
ключевых механизма: вклад носителя лекарства 
в  проявление его свойств и  выраженное измене-
ние физико-химических свойств лекарственной 
молекулы вследствие инкапсуляции, например, 
образование ЛФ может способствовать снижению 
МИК на 60–70%, что показано в [44, 69]. 

Влияние носителя лекарств на клеточную стенку 
бактерий. Поскольку система доставки чаще всего 
имеет более крупный размер, чем сама молеку-
ла лекарственного препарата, то особую роль 
в  антибактериальной активности может сыграть 
взаимодействие носителя препарата с бактериаль-
ной клеткой. Поверхность бактерий представляет 
собой сложно устроенную многокомпонентную 
систему, которая имеет различный состав в  зави-
симости от  штамма микроорганизма. Основным 
механизмом взаимодействия между носителем 
лекарственного препарата и  поверхностью бак-
териальных клеток является адсорбция частиц 
на клетках [70]. 

Адсорбция частиц может оказывать воздей-
ствие на  состояние клеточной стенки бактерий 
и приводить к их гибели, то есть сам носитель ле-
карственной молекулы в  системе доставки может 
проявлять противомикробное действие и в отсут-
ствии антибактериального препарата. Этот фактор 
необходимо учитывать при исследовании ЛФ in 
vitro. Например, широко известны противоми-
кробные свойства различных форм хитозана [71]. 
Также продемонстрирована концентрационная 
зависимость антибактериальных свойств наноча-
стиц, полученных посредством сшивания карбок-

симетилхитина хлоридами кальция и железа (III), 
на S. aureus ATCC 25923 [26].

С точки зрения механизма противомикробно-
го действия известно, что катионные полимеры 
различной химической структуры обуславливают 
возникновение разрывов и/или дефектов в клеточ-
ной стенке и мембранах клетки (в случае грамотри-
цательных клеток как внутренней, так и внешней) 
и  высвобождение компонентов цитоплазмы, 
нарушение процессов метаболизма и  клеточного 
деления [70]. 

Наиболее простым экспериментальным мето-
дом для подтверждения значительных изменений 
в  проницаемости клетки является спектрофото-
метрия. Например, в  работе [72] исследовали 
противомикробную активность поли(пропилени-
миновых) дендримеров, функционализированных 
четвертичным аммонием на  E.  coli ATCC 25922, 
нескольких рекомбинантных штаммах E.  coli 
и  S.  aureus Newman. Наличие разрывов в  клеточ-
ной стенке может способствовать появлению во 
внешнем растворе биомолекул различной при-
роды, в  частности, нуклеиновых кислот, которые 
удобно детектировать по  интенсивности сигнала 
260  нм. Авторы добавляли дендример к  клеткам 
и  следили за  спектром поглощения супернатан-
та через определенные промежутки времени. 
В  случае E.  coli TV1048 наблюдалось увеличение 
интенсивности сигнала при 260 нм (до 20%) отно-
сительно контроля и достижение плато, а в случае 
золотистого стафилококка наблюдали монотонное 
увеличение сигнала. По-видимому, поскольку 
S.  aureus не  имеет внешней мембраны, которая 
является дополнительным барьером для клетки, то 
с течением времени количество высвобождаемого 
материала постепенно увеличивается. 

Помимо нуклеиновых кислот также возможно 
детектировать белки, которые были экстрагиро-
ваны из  клеточной стенки или из  цитоплазмы, 
посредством анализа внешнего раствора методом 
УФ-спектроскопии. Полоса поглощения при 
280 нм, характерная для белков, может перекрывать-
ся с  полосой 260  нм, поэтому авторы [73] предла-
гают дополнительно вносить во внешний раствор 
краситель Кумаси и  следить за  интенсивностью 
сигнала при 595 нм. Этот метод показал, что расти-
тельные полифенолы флавоноиды вызывают вы-
свобождение белков из E. coli ATCC 25922, причем 
выраженность данного явления сильно зависела 
от структуры биологически активной молекулы, так 
как эффект усиливался в ряду кемпферол > геспере-
тин > (+)-катехин гидрат > биоханин А.

Таким образом, спектрофотометрия позволяет 
определить наличие нуклеиновых кислот и белков 
во внешнем растворе, установить возникновение 
серьезных дефектов в  клетке. Однако не  стоит 
забывать, что применение спектрофотометрии 
возможно при определенных условиях (концен-
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трации искомых веществ должна быть достаточной 
для детекции, обязательное наличие контрольного 
образца и др.), поэтому для подтверждения экспе-
риментальных данных полезно сочетание различ-
ных методов исследования.

Для комплексного анализа одновременного 
присутствия нескольких типов биомолекул в систе-
ме особое место занимает метод ИК-спектроско-
пии (или ИК-спектроскопии Фурье) с  анализом 
жидких образцов. ИК-спектроскопия позволяет 
получить больше информации и о самих бактери-
альных клетках, поскольку в спектре наблюдаются 
полосы, соответствующие нуклеиновым кислотам, 
фосфолипидам (1200–900  см–1), белкам (1700–
1500 см–1), углеводам (1100–1000 см–1) и др. Следу-
ет отметить, что для разных штаммов ИК-спектры 
различаются по положению и структуре основных 
полос поглощения, а также известны различия при 
сравнении спектров грамотрицательных и грампо-
ложительных бактерий (полосы поглощения 1057, 
1085 и 1117 см–1, соответствующие преимуществен-
но углеводным фрагментам биомолекул) [74, 75]. 

Однако использование только ИК-спектроско-
пии для анализа противомикробной активности, 
определения значения МИК в литературе не встре-
чается, по-видимому, вследствие сложности ана-
лиза полос поглощения и  возможных изменений 
под действием ЛФ. При анализе супернатанта 
для детекции белков и  нуклеиновых кислот под 
воздействием носителей лекарств применение 
ИК-спектроскопии также не  встречается, из-за 
низкой концентрации компонентов. В  основном 
ИК-спектроскопия используется для анализа 
отдельных штаммов или в  качестве дополнитель-
ного метода анализа. 

Влияние ЛФ на  проницаемость клеточной 
мембраны удобно исследовать посредством ис-
пользования липосом, которые являются моделью 
клеточного бислоя. При изучении взаимодействия 
ЛФ с  везикулами можно детектировать экстрак-
цию липидов из липосом, изменение проницаемо-
сти мембраны и распределения липидов в бислое, 
а  также возникновение дефектов и/или разрывов 
в  везикулах. Последнее приводит к  уменьшению 
размеров липидных частиц и  высвобождению 
красителя или ионов солей, предварительно загру-
женных в  липосомы. Оба процесса удобно детек-
тировать с помощью доступных инструментальных 
методов. 

Важно отметить, что бактериальная клеточная 
стенка устроена значительно сложнее, чем липо-
сомальный бислой, поэтому проведение исследо-
ваний исключительно на везикулах недостаточно. 
Как правило, изменения, наблюдаемые в  случае 
использования липосом, более выражены за  счет 
большей доступности липидов для взаимодей-
ствия с ЛФ, в то время как для клеточных мембран 
данному взаимодействию мешают поверхностные 

структуры (белки, полисахариды и др.). Тем не ме-
нее, не  все эффекты, характерные для системы 
липосомы-ЛФ, наблюдаются для бактериальных 
клеток в  присутствии ЛФ, например, пиноцитоз, 
рецепторный захват клетками и др. [70]

Для определения способности носителя влиять 
на проницаемость клетки после инкубации клеток 
с  интересующей молекулой необходимо провести 
анализ внешнего раствора методом УФ-спек-
троскопии в  диапазоне 230–300  нм и  сравнить 
результаты с  контролем. Отсутствие изменений 
в  интенсивности и  структуре полосы, скорее 
всего, указывает на отсутствие антибактериальных 
свойств носителя, что было подтверждено с  по-
мощью метода диффузии в  агар в  [76]. В  работе 
рассмотрены анионные полимеры, полученные 
на  основе метил- или 2-гидроксипропил β-цик-
лодекстрина. Установлено, что полимеры в  кон-
центрации до  2  мг/мл не  оказывали антимикроб-
ного действия против клеток E.  coli ATCC 25922 
и  B.  subtilis ATCC 6633, а  также не  вызывали вы-
раженных дефектов клеточных барьеров бактерий. 

Важно отметить, что в  случае катионных но-
сителей антибактериальный эффект ожидаем, 
поскольку поликатионы способны вытеснять 
ионы кальция и  магния из  поверхностных слоев 
бактериальных клеток и впоследствии связываться 
с  отрицательно заряженными функциональными 
группами клеточной стенки. Полианионы из-за 
своего заряда адсорбируются на  бактериальных 
клетках в  меньшей степени, чем положительно 
заряженные или нейтральные частицы [58, 77, 78], 
что может приводить к  отсутствию выраженного 
антимикробного эффекта. В  литературе встре-
чаются данные об  антибактериальных свойствах 
полианионов, чаще всего пептидов [79], тем 
не  менее, систематических исследований проти-
вомикробного действия полианионов и механизма 
их действия не проводилось. Таким образом, поли-
катионы имеют явное преимущество, как вещества 
с  известным выраженным противомикробным 
действием. 

Следует отметить, что в присутствии комбина-
ции полианионов различной химической природы 
(гексафосфата, этилендиаминтетраацетата и  др.) 
и  антибактериального препарата наблюдается 
выраженное увеличение действия лекарства. Счи-
тается, что увеличение чувствительности бактерий 
к  препарату может быть обусловлено удалением 
ионов кальция и магния из клеточных поверхност-
ных слоев вследствие взаимодействия с полиани-
онами. Снижение концентрации катионов может 
приводить к  дестабилизации поверхностных 
структур микроорганизма, что облегчает транспорт 
лекарственных молекул внутрь клетки [59, 80]. 

Такой эффект можно использовать при раз-
работке систем доставки лекарств. Так, авторы 
[61] предложили использовать ПЛГА в  качестве 
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носителя антибиотика кларитромицина. Ин-
капсулированный препарат продемонстрировал 
увеличение антибактериального эффекта в  2–4 
раза на  5 различных штаммах (метод диффузии 
в  агаре), при этом наиболее выраженный эффект 
наблюдается для клеток S. aureus, что может быть 
связано с  менее выраженной барьерной функци-
ей грамположительных клеток. Более высокую 
чувствительность грамположительных клеток 
к препаратам и ЛФ отмечают и авторы [27] при ис-
следовании альгинатных микросфер, загруженных 
куркумином. 

Микроскопические методы исследования вза-
имодействия носителя с  бактериальными клетка-
ми. Визуализацию взаимодействия носителей 
с  грамположительными и  грамотрицательными 
клетками можно осуществить с  помощью микро-
скопических методов анализа. В  частности, про-
свечивающая электронная микроскопия (ПЭМ) 
является удобным инструментом для детекции жи-
вых, мертвых и делящихся клеток, а также анализа 
изменений в клеточной стенке бактерий: дефектов 
и/или разрывов во внутренней и/или внешней 
мембране, отделение клеточной стенки от клетки, 
образование выростов и  пузырьков на  поверхно-
сти бактерий, определения морфологических из-
менений содержимого цитоплазмы, а также потерь 
клеточного содержимого и агрегации [42, 81, 82].

В работе [83] получены полимерсомы на основе 
диблоксополимера из метоксиполиэтиленгликоля 
и  полимолочной кислоты. Частицы содержали 
ампициллин в гидрофильной части и наночастицы 
серебра в  гидрофобной части полимерсомы. ЛФ 
добавляли к  E.  coli в  различных концентрациях 
относительно лекарственного препарата и  инку-
бировали в течение 25 ч с периодическим измере-
нием оптической плотности растворов при 600 нм. 
Следует отметить, что для полимерсом наблюдался 
синергический эффект (при сравнении с действи-
ем ампициллина в  свободном виде, полимерсом 
с  ампициллином или отдельно наночастиц сере-
бра) при изучении антибактериального эффекта 
на  бактериях E.  coli, имеющих ген устойчивости 
к ампициллину. Таким образом, системы доставки 
могут сохранять антибактериальный эффект в слу-
чае резистентных штаммов.

Некоторые образцы клеток с  полимерсомами 
подвергали многоэтапной процедуре фиксации, 
дегидратации и контрастирования для исследова-
ния методом ПЭМ. На  полученных микрофото-
графиях бактериальных клеток, инкубированных 
с  полимерсомами, наблюдалась выраженная 
агрегация белков и  множественные изменения 
морфологии клеточной стенки, что указывало 
на  выраженный антибактериальный эффект ЛФ. 
Кроме того, метод ПЭМ позволяет визуализиро-
вать адсорбцию системы доставки на поверхности 
клеток, поскольку полимерсомы из-за присутствия 
неорганических металлических частиц представ-

ляют собой хорошо различимые черные точки. 
Показано, что наночастицы серебра адсорбиру-
ются на всей поверхности клеточной стенки, при 
этом ориентированы перпендикулярно мембране 
E. coli, что указывает на преимущественно гидро-
фобные взаимодействия частиц с  внешней мем-
браной клетки.

При использовании носителей органической 
природы фиксация и  исследование взаимодей-
ствия ЛФ с  бактериальной поверхностью может 
быть затруднена. Кроме того, из-за сложной 
пробоподготовки частицы могут десорбироваться 
с  поверхности бактерий. Так, ранее было иссле-
довано влияние полимеров на  основе цикло-
декстрина на E. coli JM109, Lactobacillus fermentum 
90T-C4 и B. subtilis ATCC 6633 методом ПЭМ [30, 
84]. На микрофотографиях срезов не было обнару-
жено частиц, а только бактериальные клетки. Для 
улучшения визуализации ЛФ было предложено 
проводить предварительную инкубацию частиц 
с ионами меди, а для визуализации адсорбции по-
лимеров на бактериях проводить непосредственно 
высушивание образца на подложке без фиксации. 
При такой пробоподготовке на микрофотографи-
ях клетки представляют собой темные “отпечатки” 
овальной формы в  случае E.  coli и  L.  fermentum 
и вытянутой формы восьмерки в случае B. subtilis. 
Инкубация в  течение 1  ч клеток бактерий в  при-
сутствии ионов двухвалентной меди не приводила 
к визуальным изменениям формы клеток, однако 
частицы, контрастированные ионами металла, 
приобретали темный цвет, что позволило детекти-
ровать их  присутствие в  образце. На  микрофото-
графиях всех бактерий, которые инкубировались 
с  подготовленным полимером, была обнаружена 
адсорбция полимера на  поверхности клеток. При 
этом селективность по  отношению к  конкретной 
клеточной структуре не обнаружена, но наблюда-
лась агрегация частиц, а  в ряде случаев полимер 
полностью “обволакивал” клетки. 

Важно отметить, что адсорбция ЛФ на поверх-
ности клеток могла быть фактором усиления ан-
тибактериальной активности лекарств, поскольку 
носитель облегчает поиск мишени лекарством, т.е. 
возможна реализация высокой локальной концен-
трации лекарственного препарата. 

Часто результаты ПЭМ дополняются исследо-
ваниями микроорганизмов с  помощью сканиру-
ющей электронной микроскопии (СЭМ), которая 
позволяет детально визуализировать поверхность 
клеток. Так, можно подтвердить адсорбцию частиц 
на поверхности клеточной стенки [42, 85], а также 
возникновение деформации и  агрегации клеток 
микроорганизмов [62, 86, 87]. С помощью метода 
СЭМ также возможно оценить адсорбцию бакте-
риальных клеток на  ЛФ, что особенно важно для 
анализа возможного развития инфекции в  месте 
локализации импланта. Так, для исследования ро-
ста и распространения бактерий непосредственно 
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на  носителе лекарства в  работе [41] ЛФ исследо-
ваны методом СЭМ после выдерживания в  бак-
териальной культуре. Показано, что ванкомицин, 
загруженный в  поли-ε-капролактон, полностью 
препятствует прикреплению и  размножению 
S.  aureus ATCC 25923 на  поверхности скаффол-
да, а  на СЭМ изображениях образцов, которые 
инкубировали с  E.  coli ATCC 25922, наблюдалось 
выраженное уменьшение количества “сидячих” 
бактерий. 

СЭМ позволяет также исследовать фор-
мирование биопленок. Например, в  работе [88] 
исследовали влияние куркумина, загруженного 
в  наночастицы серебра на  формирование био-
пленок P.  aeruginosa ATCC 14886, E.  coli ATCC 
25922, B. subtilis ATCC 6633 и S. aureus ATCC 9144. 
Для этого в  96-луночный планшет на  дно лунок 
помещались кусочки стерильных покровных сте-
кол, далее вносили бактериальную культуру и ЛФ 
куркумина. После инкубации клеток проводили 
промывку стекол от  “несвязавшихся” бактерий, 
их  фиксацию 2%-ным раствором глутарового 
альдегида и  последующее обезвоживание в  при-
сутствии этанола. Согласно СЭМ-изображениям 
в  присутствии ЛФ наблюдалось меньшее коли-
чество клеток, чем в  контроле, что указывает 
на  способность ЛФ предотвращать образование 
биопленки у некоторых штаммов бактерий. 

Тем не менее, дифференциация живых и мерт-
вых клеток методом СЭМ невозможна. Для количе-
ственной характеристики живых микроорганизмов 
используется флуоресцентная спектроскопия. Для 
этого проводят окрашивание биопленок, получен-
ных аналогично методике, рассмотренной выше, 
флуоресцентными красителями (например, Syto9 
и пропидий йодид). Зеленая флуоресценция будет 
указывать на  жизнеспособные бактериальные 
клетки, красная — на погибшие клетки. Так, в ра-
ботах по  изучению влияния частиц оксида цинка 
на  ряд грамположительных и  грамотрицательных 
микроорганизмов показано, что ЛФ способствует 
уменьшению общего количества клеток в пленке, 
а также значительному увеличению числа мертвых 
клеток.

Общее количество клеток и  изменения в  фор-
мировании биопленки можно оценить и  с помо-
щью классической оптической спектроскопии, 
для чего в работах проводят окрашивание бактерий 
на  предметных стеклах с  помощью кристалли-
ческого фиолетового. Изображения получают 
посредством светового микроскопа при 40-крат-
ном увеличении. При выдерживании образцов 
клеток в  акридиновом оранжевом возможно 
получение изображений более высокого разреше-
ния с  использованием конфокальной лазерной 
сканирующей микроскопии (CLSM). Эти методы 
подтверждают результаты флуоресцентной спек-
троскопии: в присутствии оксида цинка структура 

биопленок была менее плотной и  более тонкой 
по сравнению с контрольным образцом [89, 90].

Атомная силовая (АСМ) и сканирующая зондо-
вая микроскопия являются особенными инстру-
ментальными методами, поскольку позволяют 
детально исследовать поверхность бактериальных 
клеток, тонкую структуру клеточной стенки, бел-
ковые выросты на поверхности клеток и др. [91]. 

Авторы работы [92] предложили новый  
π-катионный полиэлектролит (поли{[2,5-бис(2- 
(N,N,N-триэтиламмоний)этокси)-1,4-фенилен]-
1,4-фени-лен) в  качестве потенциального анти-
бактериального средства, который также можно 
использовать и в качестве носителя. В работе были 
изучены морфологические и  механические изме-
нения клеточной стенки E. coli дикого типа и штам-
ма, устойчивого к  ампициллину. Под действием 
полиэлектролита наблюдалась агрегация обоих 
штаммов, как в  параллельных, так и  в перпенди-
кулярных плоскостях относительно подложки. Ав-
торы также исследовали влияние полиэлектролита 
на механические свойства клеточной поверхности 
посредством построения и анализа карты распре-
деления модуля Юнга. Показано, что поверхность 
клеток, после обработки полимером, была менее 
жесткой, чем у необработанных клеток. Снижение 
жесткости может быть связано с возникновением 
дефектов в  клеточной стенке. Действительно, 
авторы наблюдали постепенное увеличение шеро-
ховатости поверхности клеток (RSM параметра — 
стандартного отклонения всех значений высот 
в  пределах выбранной области) при увеличении 
концентрации полимера. Данные эффекты под-
тверждаются и  другими признакам деформации 
клеточной стенки: возникновением везикулярных 
или мицеллярных образований размерами ⁓ 100 нм 
на поверхности или вблизи клеток. 

Аналогичные изменения в  шероховатости по-
верхности E. coli EB1-1 были отмечены в работе [93] 
при исследовании мицелл на основе полилактида-
поли (этиленгликоля)-полиэтиленимина, загру-
женного тетрациклином. Установлено, что после 
обработки ЛФ бактерии начали “сплющиваться”, 
что привело к резкому увеличению среднеквадра-
тичного значения (RMS) бактерий (138.600  нм), 
при этом данное изменение было значительно 
больше, чем в  образце, который инкубировали 
со свободным тетрациклином (76.038 нм). Авторы 
связали увеличение шероховатости поверхности 
с результатом выделения некоторых внутриклеточ-
ных компонентов. 

Новым комплексным подходом к  исследова-
нию бактериальных клеток относится комбиниро-
вание атомно-силовой микроскопии и И К-спек-
троскопии (АСМ-ИК), благодаря которому, 
становится возможно одновременно определять 
физические свойства и химический состав образца 
с наноразмерным разрешением [94]. На сегодняш-
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ний день в  литературе не  встречаются работы 
по исследованию ЛФ с помощью такого подхода, 
однако ценность потенциальных результатов 
делает АСМ-ИК очень перспективным методом 
для исследования влияния ЛФ на  бактериальные 
клетки. Например, с помощью АСМ-ИК следили 
за образованием телец включения в штаммах E. coli 
под действием различных факторов стресса: теп-
лового шока, добавления солей тяжелых металлов, 
пероксида водорода или пептидов, усиливающих 
агрегацию эндогенных белков. В  общей сложно-
сти в  этой работе рассмотрены данные АСМ-ИК 
по  двум волновым числам, соответсвующим 
колебаниям амидной связи, для 12030 клеток, со-
держащих 3539  телец включения, и  1343 спектра. 
Анализ полученных спектров позволил определить 
конкретный тип стресса, примененного к  клет-
кам, как в  спектральном режиме, так и  в режиме 
визуализации, но не позволил выявить каких-либо 
изменений свойств телец в  течение двухчасового 
периода восстановления после теплового шока 
[95].

Таким образом, исследование ЛФ микроскопи-
ческими методами анализа не дает количественно-
го результата по определению антибактериальной 
активности ЛФ (например, МИК), однако визу-
ализация микроорганизмов позволяет получить 
дополнительную информацию о  взаимодействии 
ЛФ с  клетками, влиянии ЛФ на  формирование 
биопленки, а  также сделать вывод о  механизме 
действия ЛФ (возникновение дефектов и/или 
разрывов в мембране, изменениях клеточного со-
держимого и др.). 

Исследование пролонгированного антибактери-
ального действия препарата. Важно отметить, что 
инкапсуляция лекарственных молекул в  систему 
доставки, как правило, обуславливает замедленное 
высвобождение препарата из  ЛФ, то есть может 
придавать системе длительное антибактериальное 
воздействие. Пролонгированное действие может 
способствовать поддержанию концентрации пре-
парата на  необходимом уровне для достижения 
эффективной терапии, снижению дозировки 
и  количества инъекций/приема препарата, а  так-
же уменьшению вероятности возникновения 
побочных эффектов. Такие системы являются 
особенно востребованными для разработки высо-
коэффективных ЛФ перорального и парентераль-
ного применения, а также покрытий имплантатов 
[96–98]. В литературе описаны ЛФ с замедленным 
высвобождением препарата от  нескольких часов 
до 50 сут в модельных условиях [43, 67, 99]. 

Обычно в жидких средах проводят исследования 
кинетики роста микроорганизмов в  присутствии 
ЛФ с  детектированием оптической плотности 
в течение не более 24 ч. Так, с помощью данного 
подхода исследовали свойства тимола, загружен-
ного в пленки из полипропилена или полиэтилена 
низкой плотности в течение 12 ч [100] и белковых 

нановолокон с  инкапсулированным куркумином 
в течение 28 ч [101]. 

Следует отметить, что основные методы иссле-
дования противомикробных свойств in vitro, опи-
санные выше, как правило, проводятся в течение 
12–24 ч. За это время некоторые ЛФ могут высво-
бождать только небольшую часть лекарственного 
препарата. Например, инкапсуляция фторхино-
лонов методом темплатного синтеза (введение 
лекарственной молекулы до  введения линкера 
в систему) позволяет получить наночастицы, кото-
рые могут высвобождать от 4 до 20% биологически 
активного вещества за первые 24 ч [78]. 

Таким образом, зависимость антибактери-
альной активности от  времени является важным 
инструментом для оценки пролонгированности 
потенциального действия ЛФ in vivo. Для иссле-
дования противомикробных свойств ЛФ более 
24–48  ч существует два основных подхода: ана-
лиз пробы высвобожденной порции препарата 
в модельных условиях или длительная инкубация 
клеток с ЛФ. 

Первый способ с использованием твердых пи-
тательных сред предложен в  работе [52]. Авторы 
модифицировали поверхность гидроксиапатита, 
нанесенного на  титановый материал, полимером 
на  основе метил β-циклодекстрина и  линкера 
1,2,3,4-бутанеттетракарбоновой кислоты с  целью 
разработки покрытия для имплантов с  высокой 
сорбционной емкостью по  отношению к  лекар-
ственным средствам. Полученный материал вы-
держивали в  растворах препаратов рифампицина 
и/или тобрамицина, далее инкубировали в раство-
ре фосфатного буфера при 37°С. Через опреде-
ленные промежутки времени внешний раствор, 
содержащий высвобожденный препарат/ы, 
а  также ЛФ, исследовали методом Кирби-Бауэра 
на S. aureus CIP224 и Enterobacter cloacae iR129i2B, 
часто встречающихся возбудителях инфекций при 
протезировании. Таким образом, оценивалась как 
активность свободного препарата, оставшегося 
в  материале на  протяжении 21–24 сут на  основе 
анализа диаметров зон ингибирования бактери-
ального роста. 

Показано, что за 30 мин высвобождалось доста-
точное количество препарата/ов для проявления 
выраженной противомикробной активности. 
Однако при более длительном временном проме-
жутке в  случае E.  cloacae наблюдалось снижение 
диаметров зон ингибирования роста в  2 и  4 раза 
за  1 и  7 сут соответственно, на  среде с  S.  aureus 
зоны ингибирования роста и  вовсе отсутствовали 
уже через 6 ч инкубации материала. 

Важно отметить, что исследование антибак-
териальной активности проводилось ежедневно 
на  бактериальной культуре, которая находилась 
в одной и той же фазе роста. Такой подход можно 
рассматривать, например, для пероральных ЛФ 
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для оценки системного действия в  заданном вре-
менном интервале. В случае контакта ЛФ с местом 
инфекции, как в  случае покрытий имплантов, 
можно провести оценку пролонгированного анти-
бактериального действия образца в динамике роста 
микроорганизмов (в течение нескольких дней). 

В работах [58, 84] предложена методика для 
исследования антибактериальной активности ЛФ: 
в течении 7–8 дней. Ночную культуру E. coli JM109 
или E. coli MH1 разбавляли в 2 раза свежей пита-
тельной средой и вносили раствор ЛФ. Далее об-
разцы инкубировались в течение недели при 37°С 
при активном перемешивании и с периодическим 
отбором аликвот для анализа. Было установлено, 
что для сохранения нормальной морфологии 
клеточного содержимого за  столь длительный 
промежуток времени необходимо, чтобы кон-
центрация препарата была близка к  МИК. Более 
высокие концентрации (~ больше 10 МИК) при-
водили к  быстрой гибели всех микроорганизмов, 
что не  позволяло исследовать противомикробные 
свойства более 24–48 ч, а, следовательно, и оценить 
пролонгированное антибактериальное действие.

При анализе нековалентных комплексов 
моксифлоксацина с  сульфобутиловым эфиром β-
циклодекстрина, установлено усиление противо-
микробного действия на 15–20% в течение первых 
4 сут для обоих штаммов E. coli. При инкапсуляции 
моксифлоксацина в  наночастицы на  основе цик-
лодекстрина продемонстрировано увеличение 
антибактериальной активности до  12 раз на  3 сут 
и до 2 на 7 сут. Важно отметить, что для наночастиц 
с  крайне медленным высвобождением препарата 
(около 20% за 7 сут) данный эффект не наблюда-
ется [58, 84]. 

ЛФ с выраженным усилением противомикроб-
ной активности и  пролонгированным антибакте-
риальным действием являются перспективными 
для разработки препаратов с меньшей дозировкой.

Подводя итог, можно заключить, что не суще-
ствует регламентированной методики для изуче-
ния, как пролонгированного антибактериального 
действия самого препарата, так и  его ЛФ. Кроме 
того, в  литературе не  встречаются исследования 
по  поиску корреляции между степенью замедле-
ния высвобождения лекарства из ЛФ в модельных 
условиях, антибактериальной активностью ЛФ 
и  in vitro антибактериальной активностью. Такие 
исследования необходимы для более грамотной 
разработки новых ЛФ с  заданными свойствами 
на этапе дизайна соответствующего носителя.

* * *
Разработка систем доставки лекарств является 

активно развивающейся областью, которая откры-
вает новые возможности для получения высокоэф-
фективных ЛФ различных препаратов, в том числе 
антибактериальных веществ. Для потенциального 
практического использования и дальнейшего изу-

чения наиболее перспективных ЛФ помимо дизай-
на структуры и исследования физико-химических 
свойств предложенной системы необходим анализ 
противомикробных свойств in vitro. 

Среди множества существующих методик 
исследования антибактериальной активности 
для качественного и  количественного (МИК) 
определения свойств ЛФ следует руководствовать-
ся их  растворимостью, агрегатным состоянием 
и  формой, предполагаемым способом введения 
в  организм, а  не химической природой носителя. 
Наблюдаемые различия между противомикроб-
ными свойствами ЛФ и  самим препаратом наи-
более выражены в  случае жидких питательных 
сред, поскольку для твердых питательных сред 
наблюдаются ограничения по времени проведения 
эксперимента и  возможны трудности, связанные 
с диффузией ЛФ и лекарственных молекул.

Наиболее часто используется метод разведений 
в  жидкой питательной среде с  или без последую-
щего высева для липосом, мицелл, органических 
полимеров и других частиц. При этом количество 
КОЕ анализируют при высеве каждой точки 
на отдельную чашку Петри или полуколичествен-
но  — методом точечного анализа. Для твердых 
носителей лекарств (скаффолды или покрытия 
имплантов) преимущественно используется метод 
Кирби-Бауэра. 

Несмотря на  то, что инкапсуляция препарата 
в  систему доставки не  оказывает влияния на  ме-
ханизм действия препарата, носитель может в зна-
чительной степени влиять на свойства лекарствен-
ного препарата in vitro, например, способствовать 
проявлению более выраженного противоми-
кробного действия, придавать системе пролон-
гированный антибактериальный эффект, а  также 
адсорбироваться на носителе, что создает высокую 
локальную концентрацию препарата. Для выявле-
ния различных аспектов взаимодействия можно 
использовать разнообразные микроскопические 
методы, такие как оптическая и конфокальная ми-
кроскопия, флуоресцентная микроскопия (ПЭМ, 
СЭМ и А СМ), которые позволяют наглядно на-
блюдать возникновение дефектов и/или разрывов 
в  клеточной стенке, изменения в  шероховатости 
клеточной поверхности и др.

Комплексный подход к изучению свойств раз-
рабатываемых систем доставки лекарств позволит 
более тщательно отбирать наиболее перспективные 
антибактериальные ЛФ, что оправданно с  точки 
зрения последующих длительных дорогостоящих 
испытаний.

На сегодняшний день анализ свойств ЛФ in vitro 
становится многосторонним комплексным подхо-
дом, который требует уверенных навыков в различ-
ных областях: преимущественно микробиологии, 
а также спектроскопии, микроскопии и др. 
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The Methods of Antibacterial Activity Investigation and Mechanism of Antimicrobial 
Action of Drug Molecules Encapsulated in Delivery Systems
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Due to the diversity of the structure and supramolecular architecture of existing antibacterial drug delivery 
systems, the question of choosing methods for in vitro properties research of the proposed drug forms (DF) and 
determining the effect of the carrier on the antimicrobial properties of the drug in the research laboratory is 
especially relevant. The review examines the main microbiological methods of antimicrobial activity investigation 
that are used in the study of DF, and provides recommendations for choosing a research method in accordance 
with the type and chemical nature of drug carrier. In addition, instrumental methods and experimental 
techniques for studying the mechanism of antimicrobial action of DF, as well as in vitro effects, which are most 
often observed in the literature when the drug is encapsulated in a carrier, are discussed. This review provides the 
researcher with a strategy for analyzing the antimicrobial properties of the DF based on the system’s physico-
chemical properties that allows a more comprehensive assessment of the future prospects of drugs.

Keywords: antibacterial activity, drug delivery systems, microscopy of cells 
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