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Одной из важнейших проблем современной 
медицины является рост резистентности 
микроорганизмов к противоинфекционным 

препаратам [1, 6, 7]. Обоснование и стандарти-
зация выбора антибактериального препарата при 
инфекционных процессах невозможна без объек-
тивной информации о структуре возбудителей и 
их чувствительности к противомикробным сред-
ствам [15].

Наблюдается широкое распространение анти-
биотико-устойчивых возбудителей инфекционных 
заболеваний, что диктует необходимость поиска 
новых антибиотиков, способных воздействовать как 
на чувствительные, так и на резистентные микроор-

ганизмы [1, 7]. Для достижения указанных целей в 
последнее время все чаще применяются динамиче-
ские системы, позволяющие изучать фармакодина-
мику антибактериальных препаратов in vitro и оце-
нивать их эффективность при фармакокинетически 
обусловленных изменениях концентрации препара-
тов [20].

Основными способами определения чувстви-
тельности бактерий к антимикробным препаратам 
являются метод серийных разведений и диско-
диффузионный метод [4]. Помимо этого рядом ис-
следователей для определения чувствительности 
микроорганизмов к антибактериальным препаратам 
предложено использование методов: радиоиммун-
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С помощью методов высокоразрешающей атомно-силовой микроскопии изучено влияние цефотаксима 
на морфологические и механические свойства клеток грамположительных микроорганизмов (Staphylococcus 
aureus). Показано различие морфологических особенностей бактериальных популяций по характеру реаги-
рования на действие антибиотика. Общим моментом являлось уменьшение диаметра и увеличение высотных 
характеристик клеток, что может быть обусловлено действием внутреннего осмотического давления на кле-
точную стенку, снизившую свою ригидность под действием цефотаксима. 
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With the use of high-resolution atomic force microscopy the effect of cefotaxime on morphological and mechanical 
properties of gram-positive bacteria (Staphylococcus aureus) cells was studied. The difference in the morphological 
features of bacterial populations was shown by the nature of the response to the antimicrobial agent. The common 
point was a decrease in diameter and an increase in the altitude characteristics of cells, which may be due to internal 
osmotic pressure on the cell wall, which reduced its rigidity under the action of cefotaxime. 
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ного (RIA) и ферментативного анализа [19], поверх-
ностного плазмонного резонанса [12]. Стоит отме-
тить, что указанные методы длительны или требуют 
специфической процедуры пробоподготовки, кроме 
того, они обладают недостаточной информативно-
стью [2].

Создание новых препаратов с антимикробной 
активностью, а также совершенствование существу-
ющих требуют использования большого количества 
методов, позволяющих комплексно оценить меха-
низмы и последствия их воздействия на бактериаль-
ные клетки [11]. 

Одним из подобных методов, представляющих в 
настоящее время большой интерес, является атом-
но-силовая микроскопия (АСМ) [9], основанная на 
оценке взаимодействия упругого зонда (кантиле-
вера) с поверхностью исследуемого образца. Сила, 
действующая на зонд со стороны поверхности [3], 
приводит к изгибу консоли, которая, перемещаясь 
относительно поверхности и реагируя на силовое 
взаимодействие, регистрирует ее рельеф.

Исследования бактериальных клеток и их био-
пленок с использованием микроскопических мето-
дов [18] направлены на выявление морфологиче-
ских, биохимических и топографических свойств и 
изменений как единичных клеток [10], так и образуе-
мого сообществом микроорганизмов внеклеточного 
матрикса.

Цель работы: экспериментальное исследование 
морфологических изменений в микробных клетках 
Staphylococcus aureus (S. aureus) при воздействии 
антимикробного препарата цефотаксима, реализо-
ванное с использованием метода АСМ.

Материал и методы. Основным объектом ис-
следования являлись штаммы S. aureus, чувстви-
тельные к бета-лактамным антибиотикам (MSSA). 
Бактерии выращивали на маннитол-солевом агаре 
Becton Dickinson (18–24 ч, 37 ºС) в бактериологиче-
ской лаборатории «Центра клинической фармаколо-
гии и фармакотерапии» (Ставрополь).

Для воздействия на S. aureus использовался ан-
тибиотик цефотаксим («Цефотаксим», порошок для 
приготовления раствора для внутривенного и вну-
тримышечного введения, 1000 мг, ОАО «Борисов-
ский завод медицинских препаратов», Беларусь), 
бета-лактамный антибактериальный препарат, отно-
сящийся к цефалоспоринам III поколения. Препарат 
обладает бактерицидной активностью в отношении 
многих грамположительных и грамотрицательных 
микроорганизмов. Механизм антимикробного дей-
ствия цефотаксима связан с подавлением синте-
за клеточной стенки микробов за счет аффинного 
связывания с пенициллинсвязывающими белками 
(PBP – penicillin-binding proteins), что приводит к ин-
гибированию синтеза пептидогликана [14]. Таким 
образом, в результате дефицита пептидогликана, 
происходит лизис клеточной стенки под воздей-
ствием аутолитических ферментов. Вышеописан-
ный механизм действия антибактериального пре-
парата имеет характерные черты при проведении 
АСМ: происходит формирование гетерогенности 
морфологических, геометрических и механических 
свойств популяций бактерий, а также дезорганиза-
ция поверхностных клеточных структур [2]. Цефо-
таксим использовался в концентрациях вдвое пре-
вышающих средние значения MIC  – 32 мкг/мл для  
S. aureus (MSSA) [13].

Бактериальный материал готовили на поверхно-
сти слюдяных пластин без использования адгези-
рующей обработки. Важно, что именно этот метод, 

в отличие от других, используемых в практике, не 
оказывает существенного влияния на морфологию 
микробной клетки [16].

Производили смыв бактериальных клеток с по-
верхности питательной среды с помощью дистил-
лированной воды и доводили коэффициент экс-
тинкции до стандартного значения 10 МЕ стандарта 
мутности. Затем наносили каплю (~ 5 мкл) свеже-
приготовленной суспензии бактериальных клеток 
для контроля и суспензии бактериальных клеток с 
антибиотиком для опытных образцов на поверхность 
свежесколотой слюдяной пластины. Для образцов 
первой группы (контроль, без воздействия антибио-
тика) и второй группы (цефотаксим – 32 мкг/мл) вы-
держивали в течение 5 минут. Для образцов третьей 
группы (контроль, без воздействия антибиотика) 
и четвертой группы (цефотаксим  – 32 мкг/мл) экс-
позиция составляла 20 минут. Проводили смыв не-
большим количеством дистиллированной воды и 
сразу же сушили большим потоком сжатого воздуха 
при комнатной температуре (20–25 ºС) [17]. Образ-
цы выдерживали для естественного досушивания в 
течение 16–20 ч. Все образцы готовили в 4-кратной 
повторности (к каждому из опытных и контрольных 
образцов выполнялась серия повторений). Изме-
рение основных морфометрических характеристик 
проводили в многократной повторности как в рам-
ках одного образца (в разных его участках), так и в 
рамках серии образцов. 

Для определения диаметра направление изме-
рения выбирали произвольно, замеряющие пло-
скости располагали на полувысоте клетки. Высоту 
измеряли путём построения профиля поверхности 
вдоль линии, ориентированной по направлению 
сканирования. В качестве нижней точки выбран 
уровень субстрата, в качестве верхней – самая вы-
сокая точка бактерии. Вычисление площади клетки 
проводили автоматически, первоначально выделя-
ли объект (бактериальную клетку). Для корректно-
го выделения объекта вычисляли средний уровень 
поверхности, среднее квадратичное отклонение от 
этого уровня и максимальную высоту, отсчитанную 
от среднего уровня. Затем сравнивали две плоско-
сти, одна из которых имела высоту, промежуточную 
между средним уровнем и максимальной высотой 
бактериальной клетки, а вторая находилась на два 
среднеквадратичных отклонения выше среднего 
уровня. Данный метод оценки дает максимально ва-
лидные результаты при использовании гладких под-
ложек [5]. 

АСМ полученных образцов проводили на базе 
НИЛ «Нанобиотехнология и биофизика» СКФУ 
(Ставрополь) с помощью АСМ NTegra Life (NT-MDT, 
Москва) в полуконтактном режиме. В процессе ска-
нирования использовались кантилеверы HA_NC 
Etalon, Resonant frequency 154 kHz, Force constant 
3,5±20  %N/m, Curvature radius <10 nm. Оптималь-
ные значения основных параметров при сканирова-
нии составляли: амплитуда колебаний кантилевера 
Resonance 14 единиц, начальная фаза его колеба-
ний Phase 180°, скорость сканирования Frequency 
0,5 Гц, коэффициент усиления цепи обратной связи 
FB Gain 0,23 единицы, Set Point 7,6 единицы. Анализ 
полученных изображений проводили при помощи 
прикладных программ Nova Px 3.4 (NT-MDT, Рос-
сия), позволяющих редактировать полученные АСМ 
изображения, а также представлять их в двух- (2D) и 
трехмерном (3D) формате.

Для обработки данных использовался стати-
стический пакет «STATISTICA 10.0». Применялись 
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критерий Шапиро – Уилкса, непараметрический 
критерий U-критерий Манна – Уитни. Результаты 
представлены в виде медианы, интерквартильного 
размаха  – Ме (25  %; 75  %) и стандартного откло-
нения (SD). Достоверными считались отличия при 
р<0,05.

Результаты и обсуждение. Каждый из пред-
ставленных в трехмерном виде образцов, благода-
ря использованию АСМ, содержал информацию об 
основных морфометрических параметрах бактери-
альной клетки. Результаты АСМ представлены на 
рисунке 1. Обнаружено, что S. aureus адсорбиру-
ется преимущественно в виде групп клеток, иногда 
в виде небольших агрегатов либо формирует клас-
сические «гроздевидные» агрегаты на поверхности 
подложки. 

Рис. 1. АСМ-изображение S. aureus: а) образец 1 
(контроль – 5 мин); б) образец 2  
(цефотаксим, 32 мкг/мл – 5 мин)

При АСМ контрольных образцов (1 и 3 групп), не 
подвергнутых действию антибиотика, микроорга-
низмы определялись как кокковидные объекты сфе-
рической формы с размерными характеристиками 
1,13 мкм (группа 1) и 1,02 мкм (группа 3) в диаметре, 
0,61 мкм (группа 1) и 0,59 мкм (группа 3) по высоте, 
1,09 и 0,95 мкм по площади соответственно (пред-
ставлены средние значения).

При АСМ опытных образцов (образцы групп 2 
и 4) после действия антибиотика (рис. 2), через 5 и 
20  мин, бактерии определялись как объекты сфе-
рической формы, с наличием морфологически ано-
мальных изменений на поверхности. По сравнению 
с контрольными образцами они имели меньший 
диаметр (0,98 мкм – группа 2; 0,87 мкм – группа 4) и 
площадь (0,86 мкм – группа 2; 0,78 мкм – группа 4), 
но большую высоту (0,68 мкм – группа 2; 0,62 мкм – 
группа 4). Вероятной причиной зарегистрированных 
изменений могло быть действие внутреннего осмо-
тического давления на клеточную стенку, снизившую 
ригидность под действием цефотаксима. Результа-
ты АСМ-измерения морфологических характеристик 
бактериальных клеток, адсорбированных на поверх-
ности слюдяной пластины, приведены (табл.) в виде 
медианы, интерквартильного размаха и стандартно-
го отклонения.

Рис. 2. АСМ-изображение S. aureus: а) образец 3 
(контроль – 20 мин); б) образец 4 (цефотаксим,  

32 мкг/мл – 20 мин)

Таблица
Основные морфологические параметры 

бактериальных клеток S. aureus

Исследуе-
мые группы

Морфологические характеристики
диаметр 

(мкм)
Высота 
(мкм) площадь (мкм2)

Ме 
(25 %; 
75 %)

SD
Ме 

(25 %; 
75 %)

SD
Ме 

(25 %; 
75 %)

SD

Группа  
образцов  
1 (контроль,  
5 мин)

1,13 
(1,07; 
1,17)

(n=78)

0,08 0,61
(1,58; 
0,66)

(n=65)

0,05 1,09
(1,06; 
1,13)

(n=72)

0,06

Группа  
образцов  
2 (опыт,  
5 мин)

0,98 
(0,93; 
1,02) 

(n=64)

0,06  0,68 
(0,66; 
0,71) 

(n=65)

0,04 0,86 
(0,82; 
0,89) 

(n=74)

0,05

Р (гр. 1  
и гр. 2)

<0,001* <0,001* <0,001*

Группа  
образцов  
3 (контроль,  
20 мин)

1,02 
(0,98; 
1,08) 

(n=69)

0,06 0,59 
(0,57; 
0,61) 

(n=71)

0,03  0,95 
(0,91; 
0,99) 

(n=68)

0,04

Группа  
образцов  
4 (опыт,  
20 мин)

0,87 
(0,82; 
0,92) 

(n=71)

0,06 0,62 
(0,59; 
0,68) 

(n=71)

0,05 0,78 
(0,69; 
0,87) 

(n=78)

0,09

P (гр. 2 
и гр. 3)

<0,001* <0,001* <0,001*

Примечание: Ме – медиана; интерквартильный размах 
(25 %; 75 %); SD – стандартное отклонение; n – количество 
измерений; * – отличия при р<0,05.

Помимо основных морфометрических параме-
тров бактериальной клетки также с высоким уровнем 
разрешения был определен показатель среднеква-
дратичной шероховатости (root mean square  – RMS) 
поверхности бактерий с целью выявления различий 
между контрольными и опытными образцами, под-
вергнутыми воздействию цефотаксима.

Параметр RMS является наиболее часто исполь-
зуемым параметром измерения шероховатости по-
верхности и рассчитывается как среднеквадратичная 
величина отклонений размеров пиков и впадин от 
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средней линии поверхности подложки. Шерохова-
тость профиля измеряется последовательно по не-
скольким базовым длинам, которые в совокупности 
представляют общую длину пути по поверхности.

На рисунке 3 приведены значения среднеквадра-
тичной шероховатости (RMS) для всех образцов. Зна-
чения RMS, полученные при сканировании образцов, 
представлены автоматической обработкой данных, 
математическими методами, заложенными в про-
грамме NovaPx 3.4.

Для вычисления уровня шероховатости в каждом 
образце по нескольким отсканированным участкам от-
бирали от 60 до 80 бактериальных клеток, по которым 
проводили измерение (Roughness  – Simple statistic). 
При этом область выборки участка поверхности каж-
дой клетки выдерживалась в пределах ~ 152 нм2. 

Уровень шероховатости в исследуемых образ-
цах 2 (30,803 нм) и 4 (39,401 нм) (рис. 3, б, г) суще-
ственно отличался от RMS контрольных образцов  
1 (16,716 нм) и 3 (17,844 нм) (рис. 3, а, в). Вероятно, 
причиной таких изменений могло являться действие 
цефотаксима за счет связывания с пенициллинсвя-
зывающими белками (PBP), которое в конечном итоге 
приводит к ингибированию синтеза пептидогликана.

При этом дополнительными особенностями по-
добных объектов являлась более выраженная ше-
роховатость поверхности в опытных образцах 2 и 4 
(рис. 3, б, г), сопровождающаяся расположением 
вокруг них гранулярных структур, предположительно 
представляющих собой фрагменты пептидогликана, 
освобожденные во внешнюю среду при нарушении 
целостности клеточной стенки.

Высокоразрешающая АСМ хорошо подходит для 
решения задач практической диагностической мор-

фометрии бактериальных клеток. АСМ имеет уни-
кальную возможность использования для изучения 
морфологических и механических свойств клеток 
про- и эукариотов, для визуализации последствий 
воздействия различных препаратов на модельные 
микроорганизмы. 

С помощью АСМ впервые была оценена морфо-
функциональная реакция S. aureus на воздействие 
антибиотика цефатоксима. При этом зафиксировано 
формирование выраженной гетерогенности морфо-

логических и 
механических 
свойств попу-
ляции микроор-
ганизма. Полу-
ченные данные 
согласуются с 
результатами 
других работ, в 
которых изуча-
лось действие 
бета-лактамных 
антибиотиков 
на бактериаль-
ную клетку на 
иных микроор-
ганизмах  – гра-
мотрицатель-
ные палочки 
[2, 5, 8]. Выбор  
S. aureus, в ка-
честве модель-
ной системы 
о б у с л о в л е н 
множественной 
лекарственной 
устойчивостью 

данного штамма бактерий к различным антибиоти-
кам.

Заключение. Комплекс показателей морфологи-
ческих характеристик и уровня шероховатости, опре-
деляющих защиту бактериальной клетки, позволяет 
достоверно и объективно выявлять различия в клет-
ках микроорганизмов, а также в организованных ими 
сообществах (биопленках).

Полученные с помощью АСМ данные о связи 
между морфологической организацией и наличием 
обусловленных антибиотиком повреждений бактери-
альных клеток могут быть использованы при оценке 
потенциальной активности новых химических соеди-
нений в качестве антибактериальных, антисептиче-
ских и дезинфицирующих средств на основе широко-
го спектра биофизических показателей. Результаты 
исследования могут свидетельствовать о необходи-
мости выбора адекватного модельного объекта для 
исследования с помощью АСМ веществ с различны-
ми механизмами действия. В случае тестирования 
факторов, направленных на нарушение структуры 
пептидогикана, для этой цели могут быть рекомендо-
ваны грамположительные микроорганизмы, в част-
ности S. aureus. 

Рис. 3. Уровень среднеквадратичной шероховатости (root mean square RMS): а) группа 1  
(контроль – экспозиция 5 мин); б) группа 2 (цефотаксим конц. 32 мкг/мл – экспозиция 5 мин);  

в) группа 3 (контроль – экспозиция 20 мин); г) группа 4 (цефотаксим конц. 32 мкг/мл – экспозиция 20 мин)
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