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Аннотация. В исследовании были синтезированы эмульсионные микрогели (ЭМ) методом ультразвуковой гомогенизации на основе
изолята сывороточного белка (ИСБ), содержащие антибактериальные препараты (АБ) (цефазолин (ЦЗ), цефтриаксон (ЦТ)). В основе
метода получения ЭМ лежит денатурация ИСБ при ультразвуковом воздействии на раствор биомолекул с последующим образованием
микрогелевой оболочки на поверхности капель масла. Изучены физико-химические свойства ЭМ в зависимости от их состава (дзета-
потенциалчастицЭМ,профиливысвобожденияАБизчастицЭМ), а такжеантимикробная активность ЭМ. Былопоказано, что количество
высвобожденного АБ из синтезированных носителей в первые сутки эксперимента составляет 10% во всех исследованных модельных
системах. Суммарное количество высвобожденного АБ за 144 ч достигает 20% в физиологическом растворе и 30% в искусственной моче.
Все образцы ЭМ, содержащие ЦЗ, вызывали угнетение роста E. coli в течение 7 суток. Свободный ЦЗ сохранял активность на протяжении
первых суток. Микрогели, содержащие ЦТ, продемонстрировали антибактериальный эффект на протяжении 14 суток. Продолжитель-
ность периода полного подавления роста у всех контрольных растворов АБ была существенно меньше по сравнению с образцами ЭМ.
Таким образом, показано, что иммобилизация АБ (ЦЗ, ЦТ) в ЭМ методом ультразвуковой гомогенизации не влияет на их терапев-
тическую эффективность и позволяет существенно увеличить продолжительность и интенсивность антибактериального действия этих
препаратов на культуре E. coli.
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Abstract. Background and Objectives: The search of new effective antibacterial drugs and the development of more advanced dosage and
delivery systems for existing antibiotics (AB) are actual research objectives for biomedical science. During the study emulsion microgels (EM),
based on whey protein isolate, containing antibacterial drugs (cefazolin (CZ), ceftriaxone (CT)) were obtained by ultrasonic homogenization
method. The effect of AB-loaded EM on E. coli strain was studied in comparison to free AB. Materials and Methods: The formation of oil-in-
water microemulsions stabilized by whey protein isolate (WPI) in saline was carried out using the method of spontaneous emulsification during
ultrasonic homogenization using a rod ultrasonic homogenizer. This approach is based on the denaturation of protein under ultrasonic influence
on a solution of biomolecules with the subsequent formation of a microgel shell on the surface of oil droplets. Quantitative characteristics of
antibiotics loading and its release from microgels were determined spectrophotometrically. Visualization and calculation of EMs particle sizes
were carried out using an optical microscope. The study of AB-loaded EM antibacterial action was performed in liquid nutrient media followed
by seeding onto nutrient agar. The experiment was followed with live-dead test, carried out by flow cytometry with cell visualization. Results:
The rate and characteristics of AB release from the obtained carriers in various model media, as well as the antimicrobial activity of microgels,
have been studied. It has been found that the release of AB from synthesized carriers on the first day of the experiment is 10% in all studied
model systems. The total amount of AB released over 144 hours reaches 20% in saline solution and 30% in artificial urine. According to the results
of the experiment, all samples of EM, containing CZ caused inhibition of E. coli growth within 7 days. Of these, total suppression of bacterial
growth was observed within 1 day for EM 1 : 3 and 1 days for EM 1 : 5, on the remaining days – partial growth suppression. Free CZ remained
active during the first day. EM, containing CT, demonstrated an antibacterial effect for 14 days. In this case, the bactericidal nature of the action
was observed within 10 days for EM 1 : 3 and 13 days for EM 1 : 5. Free CT also had an antimicrobial effect for 14 days, but the duration of the
period of complete growth inhibition in all control samples was significantly shorter compared to EM samples. Conclusion: The immobilization
of antibacterial drugs (CZ, CT) into emulsion microgels not only does not lead to a decrease in their effectiveness, but also makes it possible to
significantly increase the duration and intensity of action of these drugs. The results obtained are of interest for further study of the possibilities
of using emulsion MGs based on WMB as carriers of antibacterial drugs.
Keywords: antibiotics, cephalosporins, emulsion microgels, whey protein isolate
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Введение

Устойчивость патогенных микроорганизмов
к антибиотикам (АБ) является одной из серьез-
нейших проблем современной медицины [1–6].
На сегодняшний день в амбулаторной прак-
тике лечения заболеваний мочевыделительной
системы широко применяются антибактериаль-
ные препараты (АБ) фторхинолонового ряда:
офлоксацин (2-е поколение), ципрофлоксацин
(2-е поколение) и левофлоксацин (3-е поколение),
однако к настоящему времени уровень резистент-
ности бактериальной популяции уропатогенных
микроорганизмов к антибиотикам этой группы
уже достаточно высок. Для примера, процент
резистентности к ципрофлоксацину составляет
до 82–86% [7], к левофлоксацину – 93% [8].
В то же время накоплен положительный опыт
применения препаратов цефалоспоринового ря-
да [9, 10]. В число цефалоспоринов, к которым
пока не произошло развитие высокой бактериаль-
ной резистентности, а также наиболее доступных
и представленных на фармацевтическом рынке,
входят цефазолин (2-е поколение) и цефтриаксон
(3-е поколение) [9, 11].

Среди путей преодоления проблемы лекар-
ственной устойчивости можно выделить как
поиск новых соединений с антибактериальны-

ми свойствами, так и разработку новых но-
сителей для повышения эффективности уже
существующих препаратов [5, 12–14]. В связи
с этим большой интерес исследователей вызы-
вают эмульсионные микрогели (ЭМ) – матери-
ал, совмещающий в себе свойства коллоидного
раствора и гидрогеля [12, 13, 15, 16]. Благо-
даря особенностям строения и разнообразию
веществ, формирующих микрогелевые частицы,
они могут являться носителями лекарственных
препаратов, а также самостоятельно проявлять
антимикробные свойства [12, 14, 17, 18].

Эмульсионные микрогели (ЭМ) на основе
изолята сывороточного белка зарекомендовали
себя как нетоксичный, биосовместимый матери-
ал [19]. За счет наличия гидрофобного масляного
ядра, стабилизированного амфифильными мо-
лекулами изолята сывороточного белка (ИСБ),
становится возможным инкапсуляция как водо-
так и жирорастворимых препаратов, что дела-
ет данные системы универсальными носителями
лекарственных средств. Использование ИСБ как
дешевого прекурсора более предпочтительно,
чем аналогичные системы, стабилизированные
более дорогими ПАВ.

В данном исследовании были разработаны
ЭМ, которые способны иммобилизировать в сво-
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ей гидрофильной оболочке антибактериальные
препараты – ЦЗ и ЦТ, и могут быть потенциально
использованы для терапии заболеваний мочевы-
делительной системы. Было показано пролон-
гированное высвобождение АБ из микрогелей
в модельных средах – физиологическом растворе
и искусственной моче. Изучено антимикробное
действие полученных носителей на тестовый бак-
териальный штамм Echerichia coli.

2. Материалы иметоды

2.1. Получение и изучение основных
характеристик антибактериальных
эмульсионных микрогелей на основе ИСБ

Для получения микроразмерных носите-
лей, обладающих антибактериальным эффек-
том, был разработан протокол иммобилизации
АБ (цефазолин (ЦЗ) (ЗАО «ЛЕККО», Россия)
и цефтриаксон (ЦТ) (ОАО «Синтез», Россия))
в эмульсионные микрогели. Антибактериаль-
ные ЭМ были получены согласно протоколу,
разработанному в работе [19], с небольшими
изменениями, а именно: формирование мик-
роэмульсий «масло-в-воде», стабилизированных
ИСБ в 0.9% NaCl, было проведено с помощью
метода самопроизвольного эмульгирования при
ультразвуковой гомогенизации с использовани-
ем стержневого ультразвукового гомогенизатора
Bandelin Sonopuls HD 2070 (Германия) при часто-
те 20 кГц и плотности мощности 1 Вт/см2. АБ до-
бавляли в раствор ИСБ в концентрации 50 ЭМ/мл
непосредственно перед ультразвуковым воздей-
ствием. Были получены ЭМ с оптимальным
соотношением фаз вода : масло – 1 : 3, 1 : 5 (рас-
твор ИСБ : масло (мас. : мас.)) и содержанием
белка ИСБ, необходимого для стабилизации мас-
ляной фазы - 5% (мас. %).

Визуализация и расчет размеров частиц ЭМ
были проведены с помощью инвертированного
микроскопа Olympus IX73 (Япония) с объекти-
вом 40×. Для расчета среднего размера капель
эмульсии анализировали не менее 100 измерений
и десять изображений для каждого образца. Сво-
бодно распространяемое программное обеспече-
ние Image J было использовано для обработки
изображений и статистики [20]. Средний размер
капель был представлен как среднее значение ±
стандартное отклонение.

Проводимость и ζ-потенциал капель в эмуль-
сионных микрогелях оценивали с помощью
прибора Zetasizer Nano ZS (Malvern Ins. Ltd,

Великобритания) на основе приближения Смолу-
ховского.

Скорость высвобождения АБ из ЭМ была
изучена in vitro в физиологическом растворе и ис-
кусственной моче. Длительность исследования
составила 144 ч (6 дней). К 1 мл образца добавля-
ли 1 мл модельной среды, после чего образцы бы-
ли размещены в термошейкере Drybath (Thermo
Scientific, США) и инкубированы при темпе-
ратуре 37°С при непрерывном встряхивании
на скорости 700 об./мин. Спектры поглощения
полученных растворов анализировали в диапа-
зоне 200–1000 нм с помощью микропланшета
CLARIO Star Plus (BMG Labtech, Германия) и 96-
луночного микропланшета Costar® для опреде-
ления иммобилизованного и высвободившегося
количества АБ. Максимумы поглощения для ЦЗ
и ЦТ были зарегистрированы при 274 и 242 нм
соответственно. Количество ЦЗ и ЦТ в растворах
определяли с использованием соответствующих
калибровочных прямых для растворов АБ с из-
вестными концентрациями, рассчитанных по ре-
зультатам измерения оптической плотности.

Иммобилизацию АБ в эмульсиях оценива-
ли путем анализа растворов, полученных после
фильтрации эмульсии в ячейке Amicon объемом
50 мл (Merck Millipore, Germany). Концентрацию
АБ в растворах определяли спектрофотометриче-
ски.

Загрузочная способность (LC) в эмульсиях
была рассчитана согласно следующей формуле:

LC (%) =
Minitial−Msolutions

Minitial
×100%, (1)

где Minitial – количество препаратов в исходных
растворах, использованных при приготовлении
эмульсий; Msolutions – общее количество препара-
тов в растворах, полученных после фильтрации
эмульсий.

2.2. Изучение антимикробной активности

Изучение возможности пролонгированного
антибактериального действия полученных мик-
роносителей было проведено на тестовом штам-
ме Escherichia coli.Для эксперимента были взяты
образцы ЭМ, полученные при разном соотно-
шении вода : масло (1 : 3, 1 : 5) без антибиотика,
а также содержащие ЦЗ или ЦТ. В качестве
контроля были использованы растворы этих
антибиотиков в свободной форме. Растворы каж-
дого антибиотика были приготовлены в двух
концентрациях (2 мг/мл и 20 мг/мл), соответству-
ющих количеству препарата, выходящего из ЭМ
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за первые 24 ч и общему количеству загруженно-
го препарата соответственно. Также эксперимент
сопровождался контрольным посевом E. coli.

Эксперимент выполнялся по приведенной
ниже схеме.

1. В стерильные пробирки помещали пита-
тельный бульон Мюллера – Хинтона, содержа-
щий E. coli (0.7 · 107 КОЕ/мл).

2. Добавляли в пробирки исследуемые об-
разцы (50 мкл/1 мл среды).

3. Инкубировали при 37°С в течение 24 ч.
4. Содержимое пробирок тщательно переме-

шивалось, из каждой пробирки отбирали 25%
жидкости и заменяли на эквивалентный объ-
ем свежей среды, содержащей E. coli. (0.7 ·×
× 107 КОЕ/мл).

5. 0.5 мл культуральной жидкости из каждо-
го образца высеивалось на питательный агар для
количественной оценки роста КОЕ.

6. Пробирки с образцами и чашки Петри ин-
кубировали при 37°С в течение 24 ч.

7. Проводили учет роста бактерий на пита-
тельном агаре.

Образцы, не проявившие антибактериаль-
ное действие, удаляли из эксперимента. Для
образцов, показавших бактерицидный или бакте-
риостатический эффект, повторяли пп. 4–7.

2.3. Визуализация выживаемости
бактериальных клеток методом проточной
цитометрии

Исследование бактериальных субпопуляций
в образцах (живые и мертвые бактерии) бы-
ло проведено методом проточной цитометрии
с возможностью визуализации в потоке (Amnis®
ImageStream®X Mk II) на 7-е и 13-е сутки прове-
дения антибактериальных тестов разработанных
ЭМ. Предварительно было проведено окраши-
вание бактериальных клеток с помощью DAPI
и пропидий йодида. Стоковый раствор для окра-
шивания клеток был приготовлен следующим
образом. В 1 мл физиологического раствора бы-
ли добавлены 10 мкл водного раствора DAPI
(5 мг/мл) и 10 мкл пропидий йодида (1 мг/мл).
Из каждой пробирки было отобрано 1 мл культу-
ральной жидкости. Бактериальные клетки были
отделены от жидкой питательной среды с помо-
щью центрифугирования (9000 об./мин, 5 мин)
и промыты дважды физиологическим раство-
ром. Каждый образец ресуспендировали в 1 мл
физиологического раствора, затем добавляли
50 мкл стокового раствора для окрашивания.
Все образцы были закрыты фольгой от све-

та и оставлены на 15 минут при комнатной
температуре. Исследование на цитометре было
проведено после трехкратной отмывки краси-
теля физиологическим раствором посредством
центрифугирования.

В качестве положительного контроля вы-
ступали бактерии, фиксированные с помощью
формалина (10%-ный раствор в PBS). Бактери-
альные клетки отмывали от питательной сре-
ды посредством двукратного центрифугирования
в физиологическом растворе, суспендировали
в 1 мл формалина и выдерживали в нем в течение
2 ч. После этого клетки снова центрифугиро-
вали и ресуспендировали в физиологическом
растворе. В качестве отрицательного контроля
были рассмотрены бактериальные клетки, кото-
рые не подвергались какому-либо воздействию.

В ходе данного исследования были исполь-
зованы лазеры 405 нм (120 мВт) и 488 нм
(200 мВт). Сигнал пропидий йодида регистри-
ровали в 5-м канале (диапазон регистрации
642–745 нм при возбуждении лазером 488 нм),
сигнал DAPI – в 7-м канале (диапазон реги-
страции 435–505 нм при возбуждении лазером
405 нм). На точечных диаграммах, показываю-
щих интенсивности флуоресценции в каналах,
характерных для пропидий йодида и DAPI, были
определены области, представляющие субпопу-
ляции живых и мертвых бактериальных клеток.
Доля мертвых и живых клеток в популяции пред-
ставлена в виде стековой столбчатой диаграммы.
Так же были получены значения концентра-
ций всех бактериальных клеток в исследуемом
образце.

3. Результаты

Для получения ЭМ на основе изолята сы-
вороточного белка, обладающих антимикробной
активностью, был модифицирован ранее раз-
работанный нами протокол, а именно были
приготовлены микрогели с соотношением во-
да : масло 1 : 3 и 1 : 5, содержащие антибакте-
риальные препараты цефазолин и цефтриаксон
[19]. Изображения антибактериальных ЭМ, по-
лученные с помощью оптической микроскопии,
представлены на рис. 1, а, характеристики дан-
ных ЭМ (средний размер частиц ЭМ, дзета-
потенциал ЭМ и эффективность загрузки АБ
в ЭМ) представлены на рис. 1, б–г. Была подсчи-
тана средняя концентрация частиц ЭМ: ЦЗ 1 : 3 –
2.3·1010шт. в 1 мл ЭМ,ЦЗ 1 : 5 – 3.3·1010шт. в 1 мл
ЭМ, ЦТ 1 : 3 – 1.1·1010 шт. в 1 мл ЭМ, ЦТ 1 : 5 –
3.6·1010 шт. в 1 мл ЭМ. Как видно на оптических
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изображениях (см. рис. 1, а), увеличение объема
масляной фазы (с 1 : 3 до 1 : 5) приводит к обра-
зованию большего числа микрокапель, которые
стабилизируются нативными белками, входящи-
ми в состав ИСБ (α-лактальбумин, β-лактоглобу-
лин) в процессе ультразвуковой гомогенизации,
что приводит к образованию большего числа
частиц ЭМ, содержащих антибиотики. Соглас-
но проведенному статистическому анализу (см.
рис. 1, б), можно отметить, что размеры частиц,
содержащих ЦЗ (2.5±0.3 мкм и 2.8±0.5 мкм для
соотношений 1 : 3 и 1 : 5, соответственно) и ЦТ
(2.9± 0.8 мкм и 3.2± 0.6 мкм для соотношений
1 : 3 и 1 : 5 соответственно) и полученных при

одинаковом соотношении вода : масло, коррели-
руют между собой (p < 0.05).

Как известно, стабилизация эмульсионных
капель молекулами ИСБ определяется вели-
чиной поверхностного заряда носителей (см.
рис. 1, в). Наблюдается зависимость значений
дзета-потенциала полученных антибактериаль-
ных микрогелей от их состава и соотношения
вода : масло. Образцы, полученные при соотно-
шении вода : масло 1 : 3 (−39.5 ± 0.6 мВ для
образца ЦЗ 1 : 3 и −40.3± 0.8 мВ для образца
ЦТ 1 : 3), обладают большим значением дзета-
потенциала, чем эмульсии, полученные при со-
отношении вода : масло 1 : 5 (−48.9± 0.2 мВ для

а/а б/b

в/c г/d
Рис. 1. Оптические изображения ЭМ, содержащих АБ, при различном соотношении вода : масло. Масштабный отрезок
на изображениях соответствует 50 мкм (а). Средний размер частиц в ЭМ, содержащих АБ ЦЗ и ЦТ, полученных при
соотношении вода : масло 1 : 3 и 1 : 5 (б). Дзета-потенциалы частиц данных ЭМ, а также исходных растворов ИСБ, ЦЗ

и ЦТ (в). Эффективность загрузки ЦЗ и ЦТ в ЭМ (г) (цвет онлайн)
Fig. 1. Optical images of AB-containing EMs at different water : oil ratios. The scale bar in the images corresponds to 50 µm (а).
Average particle size in emulsionMGs containingABCZ andCT, obtained at water : oil ratios of 1 : 3 and 1 : 5 (b). Zeta potentials
of particles of these MGs, as well as the initial solutions of WPI, CZ, and CT (c). Loading efficiency of CZ and CT into EM (d)

(color online)
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образца ЦЗ 1 : 5 и −50.3 ± 0.9 мВ для образ-
ца ЦТ 1 : 5). Такое различие можно объяснить
большим количеством масляных капель, стаби-
лизированных нативными белками ИСБ и, как
следствие, большей загрузочной емкостью но-
сителей «инкапсулировать» вещества. Природа
антибактериальных препаратов незначительно
влияет на поверхностный заряд частиц. Однако
прослеживается тенденция к увеличению абсо-
лютного значения дзета-потенциала микрогелй
от ЦЗ к ЦТ для одинаковых типов образцов, что,
вероятно, обусловлено зарядом самих молекул
антибиотиков.

Массу ЦЗ и ЦТ, иммобилизованных в ЭМ,
была определена путем исследования супер-
натантов спектрофотометрическим методом.

На рис. 1, г представлены величины эффектив-
ности загрузки лекарственных средств в ЭМ
с различным соотношением вода : масло (1 : 3;
1 : 5). Высокий процент загрузки ЦЗ и ЦТ от ис-
ходного количества, взятого для приготовления
ИСБ-стабилизированных микрогелей, наблюда-
ется для образцов, полученных при соотношении
вода : масло 1 : 5 и составляет 79.4 и 78.0% соот-
ветственно.

Результаты расчетов массовой концентрации
высвободившихся ЦЗ и ЦТ из ЭМ в течение
времени в двух модельных средах – физио-
логическом растворе и искусственной моче –
представлены на рис. 2, а–г.

Резкое высвобождение АБ наблюдается
в первые 24 часа после начала инкубации и до-

0.15 M NaCl

а/а б/b
Artifical urine

в/c г/d
Рис. 2. Зависимость массовой концентрации вышедшихАБ –ЦЗ (а), ЦТ (б) – из ЭМ, полученных при соотношении вода:
масло ((1 : 3, 5%), (1 : 5, 5%)), от времени инкубации в физиологическом растворе (0.15М NaCl). Зависимость массовой
концентрации вышедших АБ – ЦЗ (в), ЦТ (г) – из ЭМ, полученных при соотношении вода: масло ((1 : 3, 5%), (1 : 5, 5%)),

от времени инкубации в растворе искусственной мочи (цвет онлайн)
Fig. 2. Mass concentration dependence of AB – CZ (а), CT (b) – from WPI emulsion microgels, obtained at different ratios
of water : oil ((1 : 3, 5%), (1 : 5, 5%)), on the incubation time in physiological solution (0.15M NaCl). Mass concentration
dependence of AB – CZ (c), CT (d) – from WPI emulsion microgels, obtained at different water : oil ratios ((1 : 3, 5%), (1 : 5,

5%)), on the incubation time in artificial urine solution (color online)
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стигает 10% от загруженного количества. Во всех
случаях высвобождение ЦЗ и ЦТ из ЭМ в фи-
зиологическом растворе не превышает 20%
(рис. 2, а, б), в искусственной моче – 30 %
(рис. 2, в, г). Вероятно, такая низкая степень
высвобождения лекарств наблюдается за счет
изменения конформации и химического стро-
ения АБ в процессе связывания их с ИСБ.
Согласно литературным данным, связывание
ЦЗ с белками плазмы составляет около 70%,
а для ЦТ – 95% [21–23]. Стоит отметить, что
в большинстве случаев для ЭМ с меньшим со-
держанием масла (1 : 3, 5%) количество АБ,
высвободившихся в процессе инкубации, вы-
ше относительно исходно загруженного, чем
для ЭМ с более высоким содержанием масла
(1 : 5, 5%). Исключением является высвобожде-
ние ЦТ в физиологическом растворе. Процент
высвободившегося из ЭМ (1 : 5, 5%) ЦТ выше,
чем из ЭМ (1 : 3, 5%) в одинаковых условиях.
Это связано с взаимодействием ЦТ с ИСБ и одно-
временной стабилизацией большего количества
масла в процессе формирования ЭМ.

Было изучено антимикробное действие за-
груженных антибиотиками носителей на бульон-
ную культуру E. coli. Результаты проведенного
эксперимента представлены в таблице.

Согласно результатам эксперимента, все об-
разцы ЭМ, содержащие ЦЗ, вызывали угнетение
роста E. coli в течение 7 суток, из них полное по-
давление роста бактерий наблюдалось в течение
первых суток для ЭМ 1 : 3 и вторых суток для
ЭМ 1 : 5.

Цефазолин в свободной форме вызывал
частичное угнетение роста микроорганизмов
в первые сутки эксперимента, спустя 2 суток
действие препарата прекратилось. Полученные
результаты согласуются с имеющимися данными
об устойчивости ЦЗ в водном растворе. Извест-
но, что раствор этого препарата при комнатной
температуре устойчив в течение 24 ч, для более
продолжительного хранения требуется соблюде-
ние специальных условий: пониженная темпера-
тура, ограничение контакта раствора с воздухом
и др. [24].

ЭМ, содержащие ЦТ, продемонстрирова-
ли антибактериальный эффект на протяжении

Характер антибактериального действия ЦТ и ЦЗ, иммобилизованных в ЭМ, и в свободной форме

The type of the antibacterial action of CT and CT immobilized in MG and in free form

Day Ceftriaxone Cefazolin Control
MG
1 : 3

MG
1 : 5

FA
20

FA
2

MG
1 : 3

MG
1 : 5

FA
20

FA
2

MG
1 : 3

MG
1 : 5

E. coli

1 – – – – – – +/− +/− + + +
2 – – – – +/− – + +
3 – – – – +/− +/−
4 – – – – +/− +/−
5 – – – – +/− +/−
6 – – – +/− +/− +/−
7 – – – +/− +/− +/−
8 – – – +/− + +
9 – – – +/−
10 – – +/− +/−
11 +/− – +/− +/−
12 +/− – +/− +/−
13 +/− – +/− +/−
14 +/− +/− +/− +/−
15 + + + +

Примечание. MG 1 : 3 – микрогели с соотношением водной и масляной фракции 1 : 3; MG 1 : 5 – микрогели с соотно-
шением водной и масляной фракции 1 : 5; FA 20 – свободный антибиотик в концентрации 20 мг/мл; FA 2 – свободный
антибиотик в концентрации 2 мг/мл. «+» – сплошной рост микроорганизмов на питательной среде (отсутствие ан-
тимикробного действия препарата); «+/−» – рост единичных бактериальных колоний (бактериостатический эффект
препарата); «−» – отсутствие роста бактерий на питательной среде (бактерицидный эффект препарата).
Note. MG 1 : 3 are emulsion microgels with a ratio of water and oil fractions of 1 : 3; MG 1 : 5 are emulsion microgels with a
ratio of water and oil fractions of 1 : 5; FA 20 is a free antibiotic at a concentration of 20 mg/ml; FA 2 is a free antibiotic at
a concentration of 2 mg/ml. “+” denotes continuous growth of microorganisms on a nutrient medium (lack of antimicrobial
effect of the drug); “+/−” denotes growth of single bacterial colonies (bacteriostatic effect of the drug); “−” denotes absence
of bacterial growth on the nutrient medium (bactericidal effect of the drug).
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14 дней. При этом бактерицидный характер дей-
ствия наблюдался в течение 10 дней для ЭМ 1 : 3
и 13 дней для ЭМ 1 : 5. Свободный ЦТ так-
же оказывал антимикробное действие в течение
14 дней, однако продолжительность периода пол-
ного подавления роста у всех образцов была
существенно меньше по сравнению с образцами
ЭМ (5 дней для свободного ЦТ в концентрации

2 мг/мл и 9 дней для свободного ЦТ в концентра-
ции 20 мг/мл).

Для уточнения характера действия иссле-
дуемых препаратов на тестовый бактериальный
штамм было проведено исследование субпопуля-
ций в культуре методом проточной цитометрии
с возможностью визуализации на 7-е и 13-е сутки

а/а

б/b в/c

г/d д/e
Рис. 3. Примеры точечных диаграмм, характеризующих интенсивность окрашивания бактериальных клеток флуорес-
центными красителями DAPI и пропидий йодид, и визуализация клеток, определяемых в данном исследовании как
«живые» и «мертвые» (а). Состав популяции бактериальной культуры после 7 (б) и 13 (в) дней со-инкубации с иссле-
дуемыми микрогелями, содержащими АБ, и свободным АБ. Концентрация бактериальных клеток после 7 (г) и 13 (д)

дней со-инкубации с антибактериальными микрогелями и свободным АБ (цвет онлайн)
Fig. 3. Examples of dot plots characterizing the intensity of bacterial cells stainingwith the fluorescent dyes DAPI and Propidium
iodide, and the visualization of cells defined as “live” and “dead” in this study (а). Subpopulations in the bacterial culture after
7 (b) and 13 (c) days of co-incubation with the designed microgels containing antibiotics and free antibiotics. Concentration of

bacterial cells after 7 (d) and 13 (e) days of co-incubation with antibacterial microgels and free antibiotics (color online)
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проведения антибактериальных тестов, разрабо-
танных ЭМ (рис. 3).

Наблюдение живых и мертвых субпопуля-
ций бактериальных клеток после инкубирования
с различными образцами показывает, что ЭМ,
содержащие ЦТ, оказывают больший антибакте-
риальный эффект по сравнению со свободным
АБ (рис. 3, б и рис. 3, в). Так, процент живых
бактериальных клеток в популяциях, инкубиро-
ванных с ЭМ в течение 7 дней, не превышает
27%, в то время как в образцах, инкубирован-
ных с чистым АБ, доля живых клеток составляет
примерно половину популяции. Однако стоит от-
метить, что с течением времени эффективность
как антибиотико-содержащих ЭМ, так и сво-
бодных АБ снижается, что заметно по общей
численности бактерий в исследуемой суспензии
(рис. 3, г и рис. 3, д). Количество бактериальных
клеток после 13 дней проведения эксперимента
на порядок выше по сравнению с образцами, рас-
смотренными на 7-й день.

Заключение

Установлено, что релиз АБ из синтезирован-
ных носителей в первые сутки эксперимента со-
ставляет 10% во всех исследованных модельных
системах. Суммарное количество высвобожден-
ного за 144 ч АБ достигает 20% в физиологи-
ческом растворе и 30% в искусственной моче.
Иммобилизация антибактериальных препаратов
(ЦЗ, ЦТ) в ЭМне только не приводит к снижению
их эффективности, но и позволяет существенно
увеличить продолжительность и интенсивность
действия этих препаратов.

Полученные результаты представляют ин-
терес для дальнейшего изучения возможностей
применения ЭМ на основе ИСБ в качестве носи-
телей антибактериальных препаратов.
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