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Инструментальный метод с оптической детекцией  
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используемых для медицинских масок
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Резюме
Цель исследования. Оптимизировать параметры тестирования антимикробной активности модифицирован-
ных нетканых материалов, используемых для изготовления медицинских масок, в отношении санитарно-по-
казательных микроорганизмов и провести количественную оценку их антимикробного потенциала методом с 
оптической детекцией. 
Материалы и методы. Оценку антимикробного потенциала проводили, моделируя прямой контакт матери-
ала с антимикробным импрегнированием в условиях in vitro методом с оптической детекцией на основании 
предложенного маркера Ts — времени достижения популяции микроорганизмов стационарной фазы развития 
в условиях периодического культивирования. Антимикробный потенциал рассчитывали по предложенной фор-
муле и оценивали в соответствии с обоснованной количественной шкалой. 
Результаты. В лабораторных условиях оптимизированы параметры тестирования антимикробной активности 
нетканых материалов с антимикробной обработкой оксидом цинка (ZnO) с использованием инструментального 
метода с оптической детекцией. Установлено, что материал, полученный с использованием электронно-луче-
вого напыления из активной газовой фазы, продемонстрировал более выраженный антимикробный потенциал 
(АМР) в отношении протестированных штаммов Staphylococcus aureus по сравнению с материалом, получен-
ным путем импрегнирования wet chemistry из раствора в вакууме.
Заключение. Разработан инструментальный метод с оптической детекцией для количественной оценки анти-
микробного потенциала нетканых материалов. Обоснован критериально значимый маркер Ts (время достиже-
ния популяцией микроорганизмов стационарной фазы развития в периодической системе культивирования), 
предложена дискретная шкала оценки антимикробного потенциала. 
Ключевые слова: маски медицинские, тест-штаммы, тестирование, антимикробный потенциал, марке-
ры, критериальная шкала, оптические параметры
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Abstract
Objective. To optimize the parameters for testing the antimicrobial activity of modified non-woven materials used for 
the production of medical masks against sanitary-indicative microorganisms and to quantify their antimicrobial potential 
using a method with optical detection.
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Materials and methods. The antimicrobial potential was assessed by simulating a direct contact of the material with 
antimicrobial impregnation under in vitro conditions by the method with optical detection based on the proposed marker 
Ts – the time it takes for a population of microorganisms to reach the stationary phase of development under conditions 
of periodic cultivation. The antimicrobial potential was calculated according to the proposed formula and evaluated in 
accordance with a reasonable quantitative scale.
Results. In laboratory conditions, the parameters for testing the antimicrobial activity of nonwoven materials with 
antimicrobial treatment with zinc oxide - ZnO -  using an instrumental method with optical detection have been optimized. 
It was found that the sample obtained using electron beam spraying from the active gas phase demonstrated more 
pronounced antimicrobial potential of AMP against the tested strains of Staphylococcus aureus compared with the 
sample obtained by wet chemistry impregnation from a solution in vacuum.
Conclusion. An instrumental method with optical detection for quantitive assessment of the antimicrobial potential 
of nonwoven materials has been developed. The criterion-significant marker Ts (the time it takes a population of 
microorganisms to reach the stationary phase of development in a periodic culture system) has been substantiated, 
and a discrete scale for assessing the antimicrobial potential has been proposed.
Keywords: medical masks, test strains, testing, antimicrobial potential, markers, criteria scale, optical parameters 
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Введение 
Для обеспечения безопасности в процессе 

оказания различных видов медицинской помо-
щи, при работе с патогенными биологическими 
агентами персоналом и пациентами использу-
ются средства индивидуальной защиты, позво-
ляющие решать проблемы профилактики вну-
трибольничных инфекций и предупреждения 
производственно-обусловленных заболеваний 
медицинских работников [1–3]. Полипропилено-
вые нетканые материалы являются наиболее 
распространенной основой для создания раз-
личных средств индивидуальной защиты (маски, 
респираторные фильтры и др.). Для придания 
полимерным материалам антибактериальных 
свойств используются различные технологиче-
ские подходы. Так, применение наночастиц ме-
таллов, в частности цинка (Zn) и оксида цинка 
(ZnO), в качестве антибактериального компо-
нента в составе модифицирующих средств и 
покрытий является весьма перспективным [4–9]. 
Благодаря антибактериальной активности в от-
ношении ряда грамположительных и грамотри-
цательных бактерий и низкой цитотоксичности 
они успешно применяются в широком спектре 
областей, в том числе в антибактериальных 
слоях для средств индивидуальной защиты, 
раневых перевязочных материалов, защитной 
одежды. Показано, что бактерицидный эффект 

зависит от их размера, формы, морфологии, со-
става и стабильности наночастиц [9]. 

Однако стандартизованный инструменталь-
ный метод оценки антимикробных свойств ма-
териалов и химических компонентов и смесей 
для их импрегнирования в настоящее время 
отсутствует. В ряде работ приведены резуль-
таты оценки антимикробного потенциала с ис-
пользованием методов диффузии в агар и ме-
тода серийных разведений [10, 11]. Несмотря на 
простоту и доступность, эти методы имеют ряд 
ограничений: не являются инструментальными, 
показатели воспроизводимости и повторяемости 
в ряде случаев не превышают 50 %, что не со-
ответствует требованиям надлежащей лабора-
торной практики — GLP; метод диффузии в агар 
не может быть использован для оценки антими-
кробного потенциала гидрофобных и плотных 
полимерных материалов; результаты оценки не 
имеют хорошо обоснованных критериальных па-
раметров и являются полуколичественными. 

Задачей нашей работы была оптимизация 
параметров и разработка инструментального ме-
тода с оптической детекцией для количественной 
оценки антимикробного потенциала нетканого 
материала, импрегнированного неорганическим 
компонентом, используемого для изготовления 
медицинских масок. 
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Цель исследования
Оптимизировать параметры и разработать 

инструментальный метод с оптической детекци-
ей для количественной оценки антимикробного 
потенциала нетканого материала, импрегниро-
ванного неорганическим компонентом, исполь-
зуемого для изготовления медицинских масок, в 
отношении санитарно-показательных микроор-
ганизмов.

Материалы и методы
Объектами исследования были образ-

цы полипропиленового нетканого материа-
ла «Акваспан» с поверхностной плотностью 
100 г/см2 отечественного производства, мо-
дифицированные ZnO, с использованием ме-
тода электронно-лучевого напыления из ак-
тивной газовой фазы (материал 1) и методом 
импрегнирования Zn из раствора в вакууме wet 
chemistry (материал 2). Материалы предостав-
лены ГНУ «Институт химии новых материалов  
НАН Беларуси».

В работе использовали изоляты бактерий 
семейства Staphylococcaceae: Staphylococcus 
aureus ЦГ 30-2021 и Staphylococcus aureus  
ЦГ 21-2021, выделенные в ходе изучения микроб-
ных профилей средств индивидуальной защиты 
персонала лечебных стационаров организаций 
здравоохранения г. Минска в весенне-летний пе-
риод 2021 г. Прослеживаемость фенотипических 
свойств штаммов в рабочей коллекции республи-
канского унитарного предприятия «Научно-прак-
тический центр гигиены» обеспечивалась проце-
дурой криохранения. Изоляты демонстрировали 
стабильность культурально-морфологических и 
биохимических признаков в процессе многократ-
ных пассажей культивирования.

Дизайн модельного эксперимента. Прове-
дено по 5 серий экспериментов для оценки анти-
микробного потенциала материала 1 и материа-
ла 2. В каждой серии антимикробный потенциал 
изучали в условиях прямого контакта образцов 
материалов со стандартизованной суспензией 
тест-культур. Культивирование тест-штаммов 
проводили при температуре 35–37 °С в тече-
ние 18–30 ч до достижения стационарной фазы 
роста на оптимизированной среде следующе-
го состава: мясопептонный бульон — 500 мл, 
глюкоза — 10,0 г; CaCO3 — 1,0 г; MgSO4 — 0,2 г; 
CaCl2 — 0,02 г; FeCl3 — 0,02 г; раствор микроэ-
лементов 10 % — 0,01 мл на 1000,0 мл; рН — 
7,2–7,4. Инокуляцию проводили путем внесения 
суспензии микроорганизмов (3 объемных %) с 
начальной концентрацией 109 КОЕ/см3 в колбы 
объемом 500 см3 с 250 см3 среды культивирова-
ния указанного состава. В условиях соблюдения 
правил асептики в колбы вносили образцы мате-
риалов размером 3,5 × 3,5 см. Контролем служи-

ла питательная среда с суспензией тест-штамма 
и образцом материала без антимикробного по-
крытия такого же размера. Во время экспери-
мента проводили измерения оптической плотно-
сти культуры путем отбора 2 см3 в начале опыта 
и через каждый  час, соблюдая правила асепти-
ки. Измерения проводили на спектрофотоме-
тре Hitachi U-5100 при длине волны λ = 540 нм, 
длина оптического пути — 1 см. За окончатель-
ный результат измерения принимали среднее 
арифметическое значение результатов трех па-
раллельных измерений. 

В работе использовали средства измерений 
и испытательное оборудование, должным об-
разом поверенные и калиброванные в соответ-
ствии с [12]. Дизайн и проведение исследований 
соответствовали требованиям надлежащей ла-
бораторной практики.

Для количественной оценки антимикробного 
действия введен термин «антимикробный потен-
циал» и обоснован показатель AMP, рассчиты-
ваемый по формуле (1):

AMP = (Ts2 – Ts1) / Ts1 ×100 %, (1)

где Ts1 — время наступления стационарной фазы 
в контроле с внесением образца материала без 
импрегнирования ZnO, ч;
Ts2 — время наступления стационарной фазы в 
опыте с внесением образца материала с импрег-
нированием ZnO, ч.

Мы предлагаем следующую количествен-
ную шкалу оценки AMP: менее 25 % — слабый 
антимикробный потенциал; от 25 до 50 % — уме-
ренно выраженный антимикробный потенциал; 
от 50 до 75 % — выраженный антимикробный по-
тенциал; более 75 % — сильный антимикробный 
потенциал в отношении тест-штамма.

Результаты и обсуждение
Ранее нами было показано, что в процессе 

использования масок медицинскими работника-
ми происходит значительное изменение их ми-
кробного статуса. Установлено, что бионагруз-
ка масок медицинских из нетканого материала 
до использования составляла ≤ 20 КОЕ/г [13].  
После использования в течение 2 ч данный пока-
затель увеличился до 255–1720 КОЕ/г, в отдель-
ных случаях достигая значения более 4000 КОЕ/г, 
при этом бактерии семейства Staphylococcaceae 
рода Staphylococcus составляли более 65 %. 
Фенотипические признаки выделенных изоля-
тов демонстрировали значительный потенциал 
агрессии, в частности по показателям пленко-
образования, гемолиза, способности к длитель-
ной персистенции, модификации факторов па-
тогенности и антагонистической активности, что 
является неблагоприятным прогностическим 
признаком [13]. Поэтому производство нетка-
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ных материалов с заданными антимикробными 
свойствами является весьма актуальной и науч-
но значимой задачей, включающей и разработку 
стандартизованного метода оценки антимикроб-
ного потенциала медицинских масок.

Оценка антимикробных эффектов хими-
ческих и физических факторов в условиях мо-
дельного эксперимента может проводиться с ис-
пользованием ряда эффективных биомаркеров 
(культуральных, тинкториально-морфологиче-
ских, метаболических, динамических и др.), объ-
ективно отражающих характер и выраженность 
биологического действия [14–16]. 

При разработке инструментального оптиче-
ского метода в качестве критериально значимого 
параметра целесообразно использование мар-
кера времени наступления стационарной фазы 
развития популяции в периодической культуре, 
что может быть оценено по оптической плотно-
сти суспензии микроорганизмов [14]. 

В ходе разработки метода была определе-
на оптимальная технология проведения тести-
рования, которая включала следующие этапы: 
подбор тест-микроорганизмов и подготовка ра-
бочей культуры; подготовка оптимизированной 
среды культивирования; инокулирование среды 
культивирования оптимизированного состава 
тест-штаммами до оптимальной конечной кон-
центрации в колбах в объеме 25–50 мл; экспони-
рование нетканым материалом; инкубирование 
при оптимальных параметрах.

Прежде всего, была проведена оптимиза-
ция состава сред культивирования для бактерий 
семейства Staphylococcaceae, являющихся ос-
новными контаминантами масок в процессе их 
использования. Мы исходили из того, что хими-
ческий состав питательных сред должен обеспе-
чить нормальное развитие тест-культуры, но при 
этом не должен маскировать ингибирующее дей-
ствие. Среда должна быть прозрачна, бесцветна 

(или слегка окрашена), что наиболее характерно 
для полусинтетических сред. Наши исследова-
ния показали, что при росте тест-штаммов ми-
кроорганизмов на полных средах ингибирующее 
действие проявляется не в полной мере, а так-
же может привести к явлению диауксии, когда 
развитие популяции тест-штамма описывается 
не классической S-образной кривой, а имеет 
атипичную форму с одной или несколькими пе-
реходными (временными) стационарными фа-
зами. В таком случае использование показателя 
Ts (стационарная фаза) в качестве маркера 
оценки будет неприемлемо [17]. 

Показатель рН сред для культивирования 
составил 7,2–7,4, что является оптимальным 
для проведения количественной оценки. Буфер-
ная емкость оптимизированной среды позволя-
ет поддерживать значение рН в оптимальном 
диапазоне 7,2–7,4 в течение культивирования 
тест-культур [18].

При оптимизации параметров проведения 
теста выявлено, что оптимальным является из-
мерение оптической плотности аналитического 
материала, содержащего суспензию тест-штам-
мов бактерий семейства Staphylococcaceae в 
концентрации 104–105 КОЕ/см3, на питательной 
полусинтетической солевой среде при длине 
волны λ = 540 нм и длине оптического пути 1 см. 
Показано, что измерение оптической плотности 
при длине волны λ = 540 нм было наиболее оп-
тимальным. При этом время наступления стаци-
онарной фазы популяции различалось для изу-
ченных изолятов тест-культур.

Графики развития популяции тест-штаммов 
в условиях экспозиции неткаными материалами 
представлены на рисунках 1 и 2. 

Результаты оценки антимикробных потен-
циалов нетканых материалов представлены в 
таблице 1.

Таблица 1. Результаты оценки показателя АМР нетканых материалов на бактериальные 
тест-штаммы Staphylococcus aureus (Х ± ϭ, n = 15)
Table 1. Results of the assessment of the АМР parameter of nonwoven materials in Staphylococcus aureus 
bacterial test-stains (Х ± ϭ, n = 15)

Материал
Показатели

Оценка
Ts1 (контроль) Тs2 АМР

Staphylococcus aureus ЦГ 21-2021

Материал 1 18 ± 0,5 ч 28,0 ± 1* ч 56 % Выраженный антимикробный потенциал

Материал 2 18 ± 0,5 ч 24,0 ± 1* ч 33 % Умеренно выраженный антимикробный потенциал

Staphylococcus aureus HC 30-2021

Материал 1 16,8 ± 0,5 ч 22,0 ± 0,5* ч 31 % Умеренно выраженный антимикробный потенциал

Материал 2 16,8 ± 0,5 ч 20,6 ± 1* ч 23 % Слабый антимикробный потенциал

* Статистически значимое различие средних значений в опыте и контроле (р < 0,05)
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Рисунок 1. Графики развития популяции штамма S. aureus ЦГ 21-2021 в присутствии образцов нетканых материалов 1 и 2
Figure 1. Charts of the development of S. aureus HC 21-2021 stain populations in the presence of nonwowen material samples 1 and 2

Рисунок 2. Графики развития популяции штамма S. aureus ЦГ 30-2021 в присутствии образцов нетканых материалов 1 и 2
Figure 2. Charts of the development of S. aureus HC 30-2021 stain populations in the presence of nonwowen material samples 1 and 2

Стандартные отклонения измерений σ со-
ставляли 2,8–4,2 %, что является приемлемым 
для получения достоверных результатов в усло-
виях внутрилабораторного тестирования. 

Установлено, что материал 1 (метод элек-
тронно-лучевого напыления ZnO из активной 
газовой фазы) продемонстрировал более вы-
раженный антимикробный потенциал (АМР) 

в отношении протестированных штаммов 
Staphylococcus aureus по сравнению с материа-
лом 2 (метод импрегнирования Zn wet chemistry 
из раствора в вакууме). Необходимо также под-
черкнуть, что тест-штаммы проявили различную 
чувствительность / устойчивость к воздействию 
импрегнированного нетканого материала, им-
прегнированного биоцидами на основе ZnО. Так, 
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штамм Staphylococcus aureus ЦГ 30-2021, для 
которого ранее были подтверждены высокие по-
казатели способности к образованию биопленок, 
выраженные гемолитическая и лецитиназная 
активности, способность к длительной перси-
стенции, более чем в 1,3–1,7 раза был более 
устойчив к воздействию биоцида, что зависело 
также от технологии модификации нетканых ма-
териалов.

Заключение
Показано, что изоляты условно-патогенных 

микроорганизмов, выделенных из объектов сре-
ды обитания человека, являются эффективны-
ми тест-моделями для оценки антимикробной 

активности нетканых материалов, импрегни-
рованных биоцидами на основе ZnО. Исполь-
зование в модельном эксперименте изолятов 
микроорганизмов, выделенных из природной 
среды, расширяет арсенал лабораторных мето-
дов и позволяет получить более полную и объ-
ективную оценку антимикробного потенциала, 
оптимизировать технологию изготовления моди-
фицированных материалов. При этом изоляты с 
наиболее выраженным комплексом потенциала 
патогенности, такими как гемолитическая и ле-
цитиназная активности, выраженные факторы 
персистенции, способность образовывать био-
пленки, были наиболее устойчивы к действию 
биоцидов на основе ZnО.
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