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Цель. Определить минимальную ингибирующую концентрацию наночастиц Ag по отношению к 
клиническим патогенным штаммам микроорганизмов.

Материал и методы. Изучена минимальная ингибирующая концентрация наночастиц Ag, получен-
ных методом металлопарового синтеза, на шести штаммах патогенных бактерий, включающих предста-
вителей грамположительной и грамоотрицательной групп. На микробиологическом анализаторе Vitek 2 
Compact производилась идентификация каждого штамма и определение антибиотикограммы. Используе-
мые в исследовании металлические наночастицы были получены методом металлопарового синтеза. Нано-
частицы Ag были изучены методами ПЭМ и РФЭС. Определение минимальной ингибирующей концентра-
ции производилось методом серийных разведений с использованием стерильных 96-луночных планшетов 
и применением методики положительного и отрицательного контроля. Концентрация микроорганизмов 
контролировалась по стандарту мутности.

Результаты. Все используемые в исследовании патогенные штаммы бактерий характеризовались 
выраженной полиантибиотикорезистентностью, причём процент антибиотиков, по отношению к кото-
рым штамм был резистентен, колебался от 12,5 до 93,3%. Минимальная ингибирующая концентрация 
наночастиц серебра составила от 7,81 до 31,25 мкг/мл в зависимости от вида микроорганизма. Грамполо-
жительные микроорганизмы, в отличие от грамотрицательных, характеризовались меньшими значениями 
минимальной ингибирующей концентрации. Данные просвечивающей электронной и рентгеновской фо-
тоэлектронной спектроскопии показали, что размер изученных наночастиц находится в пределах 2-15 нм.

Заключение. Наночастицы серебра с размерами 2-15 нм обладают противомикробным действием 
по отношению к клинически значимым, полиантибиотикорезистентным штаммам микроорганизмов. Ми-
нимальная ингибирующая концентрация наночастиц серебра в зависимости от штамма микроорганизма 
изменяется в пределах от 7,81 до 31,25 мкг/мл. Наночастицы серебра оказывают ингибирующее действие 
на микроорганизмы и в большей степени подавляют рост грамположительных по сравнению с грамотри-
цательными. Полученные материалы на основе наночастиц серебра представляют собой эффективную 
альтернативу применяемым в настоящее время антибактериальным препаратам.

Ключевые слова: серебро, металлические наночастицы, антибактериальные агенты, лекарственная 
устойчивость, тесты на чувствительность микробов, нанотехнологии, технология зеленой химии

Objective. To determine the minimum inhibitory concentration of Ag nanoparticles in relation to clinical 
pathogenic strains of microorganisms.

Methods. The minimum inhibitory concentration of Ag nanoparticles, obtained by metal vapor synthesis was 
studied on six strains of pathogenic bacteria, including representatives of gram-positive and gram-negative groups. 
The microbiological analyzer Vitek 2 Compact was used to identify each strain and to determine the antibiogram. 
The metal nanoparticles used in the study were synthesized by the method of metalvapor synthesis. Ag nanoparticles 
were studied by transmission electron microscopy (TEM)  and X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) methods. 
Determination of the minimum inhibitory concentration was performed by the method of serial dilution using 
sterile 96-well plates with using the  tests  of positive and negative control. The concentration of microorganisms 
was controlled by the turbidity standard.

Results. All pathogenic strains of bacteria used in the study were characterized by pronounced polyantibiotic 
resistance, and the percentage of antibiotics against which the strain was resistant ranged from 12.5 to 93.3%. The 
minimum inhibitory concentration of silver nanoparticles ranged from 7.81 to 31.25 μg/ml, depending on the 
type of microorganism. Gram-positive microorganisms, in contrast to gram-negative ones, were characterized by 
lower values of the minimum inhibitory concentration. The data of transmission electron and X-ray photoelectron 
spectroscopy showed that the size of the studied nanoparticles is in the range of 2-15 nm.

Conclusion. Silver nanoparticles (2-15 nm in size) have antimicrobial action against clinically significant, 
polyantibiotic-resistant strains of microorganisms. The minimum inhibitory concentration of silver nanoparticles, 
depending on the strain of the microorganism, varies from 7.81 to 31.25 μg/ml. Silver nanoparticles have an 
inhibitory impact on microorganisms and to a greater extent inhibit the growth of gram-positive versus gram-
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Научная новизна статьи
Впервые на патогенных полиантибиотикорезистентных штаммах микроорганизмов изучены количественные ха-
рактеристики антибактериального действия наночастиц серебра. Показано, что выраженность антибактериальной 
устойчивости бактерий не влияет на степень противомикробного действия данных наночастиц. Определение 
минимальной ингибирующей концентрации наночастиц серебра является значительным шагом в развитии на-
учнообоснованного подхода применения данного класса веществ в хирургии.

What this paper adds
The quantitative indices of the antibacterial action of silver nanoparticles have been firstly studied on pathogenic 
polyantibiotic-resistant strains of microorganisms. The  impact of the antibacterial resistance of bacteria does 
not affect the degree of antimicrobial action of these nanoparticles has been demonstrated. Determination of the 
minimum inhibitory concentration of silver nanoparticles is considered to be a significant step in the development 
of a scientifically based method of using this class of substances in surgery.

negative. The obtained materials based on silver nanoparticles represent an effective alternative to the currently used 
antibacterial drugs.

Keywords: silver, metal nanoparticles, anti-bacterial agents, drug resistance, microbial sensitivity tests, 
nanotechnology, green chemistry technology
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Введение

Одним из наиболее ярких достижений XX 
века в борьбе с инфекционными процессами 
явилось открытие в 1928 году А. Флемингом 
первого антибиотика – пенициллина [1]. За 
прошедшее столетие были получены десятки 
антибиотиков, которые эффективно исполь-
зуются в клинической практике. Однако их 
применение не привело к исчезновению хи-
рургической инфекции. Это обусловлено не 
только нерациональным употреблением про-
тивомикробных средств, но и возникновением 
резистентности к их воздействию у патогенных 
микроорганизмов. Так, если в 1942 году от па-
циентов были высеяны только 4 резистентных 
к пенициллину штамма Staphylococcus aureus, 
то к концу 60-х годов XX века более 80% всех 
внутрибольничных штаммов золотистого стафи-
лококка были устойчивы к данному препарату 
[2]. В настоящее время растущая антибиотико-
резистентность микроорганизмов признается 
общемировой проблемой, она не зависит от со-
циального положения и уровня дохода пациен-
та, резко увеличивает стоимость лечения, повы-
шает временную нетрудоспособность, процент 
выхода на инвалидность и даже смертность. 
Так, по подсчетам американских ученых, эко-
номические потери в США вследствие наличия 
антибиотикорезистентности микроорганизмов 
составляют 55 млрд долларов, что составляет 
1,7% всех расходов США на здравоохранение, 
в странах Латинской Америки ежегодно из-за 
антибактериальной устойчивости теряется 1,2% 
валового внутреннего продукта [3].

Поиск альтернатив применяемым анти-
биотикам происходит в разных направлениях, 

одним из которых является оценка возможности 
использования биологически активных наноча-
стиц металлов и их оксидов [4, 5]. Особенность 
наночастиц металлов размерами от 1 до 100 нм  
заключается в наличии у них уникальных фи-
зических, химических, биологических и ряда 
других свойств, нередко отсутствующих у ком-
пактного металла, что позволяет широко при-
менять наноматериалы в различных областях 
человеческой деятельности.

Металлическое серебро и его соли исполь-
зуются в медицине на протяжении тысячелетий. 
Первое упоминание его применения относится 
к 3000 г. до н. э. [6]. Распространение антибио-
тикорезистентности микроорганизмов привело 
к резко возросшему интересу исследователей к 
применению новых наноматериалов в качестве 
лекарственных форм, в том числе наночастиц 
серебра. При изучении биологической актив-
ности наночастиц серебра важно не только 
выявить его возможный антибактериальный 
эффект, но и оценить последний с точки зрения 
необходимой концентрации, чтобы минимизи-
ровать количество используемого материала и 
не допустить развития аргироза – токсического 
состояния макроорганизма вследствие избыточ-
ного накопления серебра.

Цель. Определить минимальную ингиби-
рующую концентрацию наночастиц Ag по от-
ношению к клиническим патогенным штаммам 
микроорганизмов.

Материал и методы

В связи с тем, что у микроорганизмов при 
неоднократных пересевах происходит процесс 
диссоциации культуры, приводящий в том 
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числе и к потере имеющейся антибиотикоре-
зистентности, в данном исследовании были 
использованы не музейные штаммы, а клиниче-
ские патогенные микроорганизмы, обладающие 
резистентностью к нескольким антибиотикам. 
Последние были изолированы из гнойных ран 
хирургических пациентов, находящихся на ле-
чении в Гродненской университетской клинике. 

На микробиологическом анализаторе Vitek 
2 Compact фирмы «BioMérieux» производилась 
идентификация, типирование и определение 
антибиотикограммы микроорганизмов. С це-
лью повышения точности эксперимента непо-
средственно перед передачей микроорганизмов 
для выполнения исследований осуществлялась 
повторная идентификация микроорганизмов.

Наночастицы серебра, использованные в 
данном исследовании, были синтезированы 
методом металлопарового синтеза по методике, 
описанной ранее [7, 8]. Для выполнения экспе-
римента эти наночастицы были получены в виде 
золя в изопропиловом спирте. Наночастицы 
серебра были изучены методами просвечива-
ющей электронной спектроскопии (ПЭМ) и 
рентгеновской фотоэлектронной спектроско-
пии (РФЭС).

Микрофотографии образца Ag/изопропа-
нол были получены с использованием прибора 
JEOL JEM 2100F / UHR с разрешением 0,1 нм.

Состояние металла в наночастицах Ag оце-
нивали методом РФЭС. Спектры получали с 
помощью спектрометра Axis Ultra DLD (Kratos, 
UK). Спектры РФЭС возбуждали при комнат-
ной температуре. Энергетическая шкала спек-
трометра была откалибрована по стандартной 
методике по фотоэлектронным пикам Au 4f7/2, 
Ag 3d5/2 и Cu 2p3/2 чистых металлов при 83,96, 
368,21 и 932,62 эВ соответственно.

В качестве микробиологического этапа 
эксперимента был выбран метод серийных раз-
ведений, позволяющий количественно оценить 
антибактериальные свойства наночастиц по 
отношению к микроорганизмам, выросшим в 
жидких питательных средах, и, соответствен-
но, определить минимальную ингибирующую 
концентрацию. Исследование производилось 
в стерильных 96-луночных плоскодонных по-
листироловых планшетах с крышкой. Перво-
начально был приготовлен основной раствор, 
содержащий максимальную концентрацию 
наночастиц серебра, составляющую 1 мг/мл. 
При этом в первой лунке планшета была при-
готовлена концентрация наночастиц серебра, 
равная 1:2 от начальной, в последующих лунках 
формировались убывающие двухкратные разве-
дения наночастиц 1:4; 1:8; 1:16; 1:32; 1:64; 1:128, 
1:256. В каждую лунку планшетов, объёмом 200 

мкл каждая, помещалось 100 мкл золя наноча-
стиц серебра, 5 мкл взвеси микроорганизмов в 
концентрации 7,5×106 КОЕ/мл и питательный 
бульон объёмом 95 мкл. В качестве питатель-
ного бульона использовался мясопептонный 
бульон Мюллера-Хинтона. Выбор данной среды 
был обусловлен высокой воспроизводимостью 
результатов при её применении, а также реко-
мендациями экспертов ВОЗ для её использова-
ния при проведении тестов чувствительности 
микроорганизмов. Концентрация микроорга-
низмов контролировалась по стандарту мут-
ности на лабораторном денситометре Biosan 
McFarland DEN-1. В качестве контроля ис-
пользовали лунки с мясопептонным бульоном, 
микроорганизмами и изопропиловым спиртом 
(контроль-1), мясопептонным бульоном и взве-
сью микроорганизмов (контроль-2) и мясопеп-
тонным бульоном (контроль-3). После запол-
нения лунок определяли оптическую плотность 
опытной и контрольных групп на фотометре 
при длине волны 540 нм. Затем осуществляли 
инкубацию в течение 24 часов в термостате ТС 
1/80 СПУ при 37,0 градусов по Цельсию. После 
этого повторно проводили определение оптиче-
ской плотности опытной и контрольных лунок 
на фотометре Ф300, позволяющем работать с 
96-луночными плоскодонными планшетами с 
обработкой результатов встроенным микрокон-
троллером. Отсутствие роста микроорганизмов 
подтверждалось идентичными данными фото-
метра, в то время как фиксируемая прибором 
мутность была обусловлена микробным ростом.

В данном исследовании использовали 
шесть клинических патогенных штаммов бак-
терий, включающих представителей грамполо-
жительной (Staphylococcus aureus, Staphylococcus 
haemolyticus) и грамоотрицательной (Pseudomonas 
aeruginosa, Klebsiella pneumonia, Escherichia coli, 
Proteus mirabilis) групп.

Концентрация наночастиц в последней 
лунке планшета, в которой имелась видимая 
задержка роста, соответствовала минимальной 
ингибирующей концентрации. Эксперименты 
проводили в пятикратной повторности.

Статистика

Результаты экспериментов были обработаны 
с помощью программ STATISTICA 10.0.1011.0 
(StatSoft Inc., лицензия № STA999K347156-W), 
и Microsoft Excel 2007 (12.0.4518.1014) (Micro-
soft Corporation, серийный номер 89388-707-
1528066-65902). Данные представлены в виде 
абсолютных величин и процентов. Для изучения 
взаимосвязи между параметрами использовался 
непараметрический корреляционный анализ. 
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Интенсивность корреляционной связи оце-
нивали с помощью рангового коэффициента 
корреляции Спирмена (r).

Результаты

На рисунках 1-2 представлены микрофото-
графии ПЭМ и гистограмма распределения 
наночастиц по размерам. 

На рисунке 3 представлены спектры РФЭС 
для наночастиц серебра. Данные рисунка 3 
подтверждают присутствие в образцах нульва-
лентного серебра.

Оценка антибактериальной резистентности 
изучаемых микроорганизмов производилась 
с помощью стандартных автономных, одно-
разовых тестовых карт для определения чув-
ствительности к антимикробным препаратам 

фирмы-производителя микробиологического 
анализатора с учетом принадлежности бактерии 
к определенному штамму. Вследствие этого 
сравнение устойчивости исследуемых штаммов 
выполняли исходя из количества антибиотиков, 
к которым резистентен штамм, и процента 
данных антибиотиков по отношению ко всем 
используемым в исследовании штамма анти-
бактериальным препаратам. Результаты иссле-
дований приведены в таблице 1.

Анализ данных таблицы 1 показал, что в 
исследовании не было штаммов, чувствитель-
ных ко всем или устойчивых только к одному 
антибиотику. Все изучаемые клинические 
штаммы были полиантибиотикорезистентны, 
причем процент антибиотиков, по отношению 
к которым штамм резистентен, колебался от 
12,5 до 93,3%. При этом большая резистент-
ность наблюдалась у грамотрицательных 
микроорганизмов в сравнении с грамположи-
тельными.

При оценке минимальной ингибирующей 

Рис. 1. Микрофотография органозоля Ag/изопропанол; в 
левом нижнем углу – электронограмма наночастиц серебра.

Рис. 3. Фотоэлектронный спектр Ag 3d наночастиц Ag/изо-
пропанол.

Рис. 2. Гистограмма распределения частиц по размерам.
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концентрации наночастиц серебра в 96-луноч-
ных планшетах с использованием методики по-
ложительного и отрицательного контроля были 
получены результаты, отраженные в таблице 2. 
Положительный контроль был представлен 
группой «контроль 2», в которой в мясопептон-
ный бульон была внесена взвесь микроорганиз-
мов и здесь всегда происходил рост последних. 
Отрицательный контроль состоял в наличии 
группы «контроль 3», в которой имелся только 
мясопептонный бульон в стерильных условиях, 
соответственно, роста микроорганизмов в нём 
не происходило. Наличие групп «контроль 2» и 
«контроль 3» было необходимо для правильной 

работы спектрометра.
В таблице 3 приведены рассчитанные кон-

центрации наночастиц серебра в соответствии 
с номером разведения таблицы 2.

Представленные в таблице 3 данные при со-
поставлении с таблицей 2 позволяют рассчитать 
минимальную ингибирующую концентрацию 
наночастиц серебра для различных штаммов 
микроорганизмов и определить МИК 50 и МИК 
90 – минимальные ингибирующие концентра-
ции, вызывающие гибель соответственно 50 % 
и 90 % штаммов микроорганизмов. Результаты 
исследований приведены в таблице 4.

Был вычислен коэффициент корреляции 

Таблица 1
Количественная оценка антибактериальной резистентности исследованных штаммов

Таблица 2
Результаты роста микроорганизмов после 24-часовой инкубации 

в термостате при 37 °С в различных группах

Штамм микроорганизма Общее количество 
антибиотиков в 

антибиотикограмме

Количество 
антибиотиков,  к которым 

штамм резистентен

Доля антибиотиков,  по 
отношению к которым 

штамм устойчив
S. aureus 16 2 12,5%
S. haemolyticus 16 6 37,5%
P. aeruginosa 15 7 46,7%
K. pneumonia 15 14 93,3%
E. coli 16 2 12,5%
P. mirabilis 16 13 81,3%

Штамм микроорганизма Группа Номер разведения
1 2 3 4 5 6 7 8

Staphylococcus aureus опыт н н н н н н н р
контроль-1 н н р р р р р р
контроль-2 р р р р р р р р
контроль-3 н н н н н н н н

Staphylococcus 
haemoliticus

опыт н н н н н н н р
контроль-1 н н р р р р р р
контроль-2 р р р р р р р р
контроль-3 н н н н н н н н

Pseudomonas aeruginosa опыт н н н н н н р р
контроль-1 н н н р р р р р
контроль-2 р р р р р р р р
контроль-3 н н н н н н н н

Klebsiella pneumonia опыт н н н н н р р р
контроль-1 н н н р р р р р
контроль-2 р р р р р р р р
контроль-3 н н н н н н н н

Escherichia coli опыт н н н н н р р р
контроль-1 н н р р р р р р
контроль-2 р р р р р р р р
контроль-3 н н н н н н н н

Proteus mirabilis опыт н н н н н н р р
контроль-1 н н н р р р р р
контроль-2 р р р р р р р р
контроль-3 н н н н н н н н

Примечания: н – в лунке отсутствует рост микроорганизмов; р – в лунке имеется рост микроорганизмов.
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Таблица 3
Соотношение номера разведения по таблице 2, непосредственно физического разведения и 

концентрации наночастиц серебра

Таблица 4
Минимальные ингибирующие концентрации наночастиц серебра по отношению к различным 

штаммам микроорганизмов

Номер разведения по таблице 2 Пропорция разведения золя Концентрация наночастиц серебра, мкг/мл
1 1:2 500
2 1:4 250
3 1:8 125
4 1:16 62,5
5 1:32 31,25
6 1:64 15,63
7 1:128 7,81
8 1:256 3,91

Штамм микроорганизма Минимальная ингибирующая концентрация наночастиц серебра,  мкг/мл
Staphylococcus aureus 7,81
Staphylococcus haemoliticus 7,81
Pseudomonas aeruginosa 15,63
Klebsiella pneumonia 31,25
Escherichia coli 31,25
Proteus mirabilis 15,63

между минимальной ингибирующей концен-
трацией металлических частиц и количеством 
антибиотиков, к которым резистентен каждый 
штамм, а также между МИК и процентом анти-
биотиков, по отношению к которым штамм 
устойчив. В первом случае коэффициент кор-
реляции равен 0,26, а во втором – 0,29. Так как 
значение коэффициента корреляции ближе к 
0, чем к 1, то выраженной взаимосвязи между 
более высокой минимальной ингибирующей 
концентрацией и антибиотикорезистентностью 
изучаемых микроорганизмов нет. Следова-
тельно, наночастицы серебра эффективны при 
применении не только у антибиотикочувстви-
тельных, но и у антибиотикорезистентных 
штаммов.

Обсуждение

Данные, представленные на рисунках 1 и 2, 
показывают, что наночастицы серебра, исполь-
зованные в исследовании, имеют сферическую 
форму и их размер варьирует от 2 до 15 нм. При 
этом распределение наночастиц по размерам со-
ответствует закону нормального распределения 
Гаусса со средним размером 4-5 нм.

Данные рисунка 3 показывают, что энергии 
связи пиков Ag 3d5/2 и Ag 3d3/2 для исследован-
ных образцов составляли 368,2 и 374,2 эВ со-
ответственно. Небольшое увеличение энергии 
связи фотоэлектронных пиков по сравнению 
с чистым компактным серебром может быть 
вызвано размерным эффектом, то есть нано-

метровыми размерами частиц серебра [9, 10].
В рамках проведенных исследований метал-

лических наночастиц были определены мини-
мальная ингибирующая концентрация (МИК) 
металлических наночастиц, а также МИК 50 и 
МИК 90 – концентрации препарата, к которым 
чувствительно соответственно 50% и 90% ис-
следуемых штаммов.

Анализ результатов, представленных в 
таблице 4, показал, что минимальные инги-
бирующие концентрации наночастиц серебра 
отличаются для разных микроорганизмов. 
При этом грамотрицательные микроорганизмы 
имеют большее значение МИК. Минимальная 
ингибирующая концентрация наночастиц сере-
бра, вызывающая гибель 50% штаммов микро-
организмов, составляет 15,63 мкг/мл, а МИК 
90 равна 31,25 мкг/мл.

Результаты исследований показали, что 
среднее значение МИК для грамположитель-
ных и грамотрицательных штаммов составило  
7,81 мкг/мл и 23,44 мкг/мл соответственно. 
Известно, что основное отличие грамотри-
цательных бактерий от грамположительных 
заключается в строении клеточной стенки, а 
именно, в наличии у первых дополнительного 
липополисахаридного слоя, поэтому можно 
предположить, что механизм антибактериаль-
ного действия серебра может быть многокомпо-
нентным, но обязательно включающим в себя 
момент повреждения бактериальной стенки. 
Полученные материалы на основе наночастиц 
серебра представляют собой эффективную 
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альтернативу применяемым в настоящее время 
антибактериальным препаратам, особенно по 
отношению к полиантибиотикорезистентным 
штаммам.

Выводы

1. Наночастицы серебра с размерами 2-15 нм  
обладают противомикробным действием по 
отношению к клинически значимым, поли-
антибиотикорезистентным штаммам микро-
организмов.

2. Минимальная ингибирующая концен-
трация наночастиц серебра в зависимости от 
штамма микроорганизма варьируется от 7,81 
до 31,25 мкг/мл.

3. Наночастицы серебра оказывают инги-
бирующее действие на микроорганизмы и в 
большей степени подавляют рост грамположи-
тельных по сравнению с грамотрицательными. 
Одним из механизмов противомикробного 
действия наночастиц является повреждение 
бактериальной клеточной стенки.

4. В условиях постоянного роста резистент-
ности микроорганизмов к антибактериальным 
препаратам наночастицы Ag перспективны для 
создания на их основе как новых антибактери-
альных препаратов, так и различных изделий 
медицинского назначения, в том числе инно-
вационных перевязочных материалов.
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