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ВПЛИВ ЕЛЕКТРОМАГНІТНОГО ВИПРОМІНЮВАННЯ ТА ГАЗОВОГО
СКЛАДУ АТМОСФЕРИ КУЛЬТИВУВАННЯ НА ЗДАТНІСТЬ СТАФІЛОКОКІВ
І КОРИНЕБАКТЕРІЙ ДО БІОПЛІВКОУТВОРЕННЯ

Резюме. У статті наведено теоретичне і експериментальне обґрунтування впливу міліметрових хвиль різних частотних
діапазонів та мікроаерофільних умов культивування на формування субпопуляцій патогенних коринебакетрій і золотистих
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стафілококів із низькою та високою здатністю до утворення біоплівок. Експериментально доведено, що електромагнітні хвилі
в частотному діапазоні 42,2 ГГц здатні стимулювали утворення біоплівок тест-штамами Staphylococcus аureus та пригнічувати
біоплівкоутворення патогенних коринебактерій. Під впливом опромінення при частоті 61,0 ГГц відмічено достовірне підви-
щення біоплівкоутворення тест-культур коринебактерій і тенденція до посиленння даної властивості у окремих біоплівкоут-
ворюючих штамів S.аureus. За мікроаерофільних умов культивування здатність золотистих стафілококів до утворення біоп-
лівок підвищувалась, а патогенних коринебактерій - не змінювалась.
Ключові слова: електромагнітне випромінювання, мікроаерофільні умови культивування, коринебактерії, стафілококи,
біоплівки.

Вступ
Ефективність використання електромагнітних полів

низької інтенсивності (НЗВЧ-випромінювання) в біотех-
нологічних процесах також доведена рядом досліджень
[1-6]. Отримані при опроміненні мікроорганізмів ефекти
в подальшому можуть стати основою нових методів
отримання вакцин, збільшення продуктивності при от-
риманні антибіотиків. Однак, публікації, присвячені дос-
лідженню впливу НЗВЧ-випромінювання на різні мікро-
організми, нечисленні. На сучасному етапі розвитку
науки багато вчених підтримують ідею про те, що ос-
новною формою існування мікроорганізмів є біоплів-
ки, коли мікроорганізми прикріплюються до поверхні, з
подальшим утворенням біополімерного матриксу та
розвитком міжклітинних комунікацій [7-9]. У біоплівках
обмін інформацією відбувається за допомогою спеціа-
лізованих сигнальних молекул, завдяки чому мікробне
співтовариство працює як єдиний організм [7, 9]. При
цьому мікроорганізми, що входять до складу біоплівок,
як правило, резистентні до протимікробних засобів,
мають здатність протидіяти факторам імунного захисту
і характеризуються здатністю до обміну інформацією між
клітинами і колективною координацією експресії генів
[7]. Описані дані багато в чому пояснюють процеси ут-
ворення біоценозів біологічних ніш, а також патогенез
формування бактеріоносійства і хронічних форм інфек-
ційних захворювань [7-9]. Тому, в останні роки, особли-
ва увага приділяється, як здатності мікроорганізмів ут-
ворювати біоплівки, так і вивченню факторів, що впли-
вають на зазначений процес. Зважаючи на вищенаве-
дене, вельми важливим є дослідження впливу елект-
ромагнітного випромінювання міліметрового діапазо-
ну та умов культивування на здатність мікроорганізмів
до утворення біоплівок.

Мета - обґрунтувати наукові підходи до створення
засобів, що стимулюють утворення біоценозів та виз-
начити перспективність застосування фізико-хімічних
чинників для попередження формування біоплівок па-
тогенними бактеріями.

Матеріали та методи
Як тест-культур використовували штами патоген-

ных коринебактерий  Corynebacterium diphtheriae (n=8),
референс-штами S.аureus ATCC 25923 та S.aureus 209
Р (АТСС 6538-Р), а також штами S.аureus, вилучені від
хронічних бактеріоносіїв (n = 10). Суспензії тест-куль-
тур мікроорганізмів готували відповідно до стандарту
каламутності за шкалою McFarland за допомогою при-

ладу Densi-La-Meter (Lachema, Чехія) і доводили до оп-
тичної щільності 1,0 одиниця за шкалою McFarland згідно
з інструкцією до приладу. Синхронізацію культур про-
водили за допомогою дії низької температури.

Для опромінення суспензій мікроорганізмів елект-
ромагнітним полем у вузьких смугах частот (квазігар-
моніческіх сигнал) НЗВЧ-діапазону використовували-
ся генератори сигналів Г4-141 (f1 = 37,5-53,57) ГГц і Г4-
142 (f2 = 53,57-78,33) ГГц. Пробірки з культурами при
кімнатній температурі, без перемішування, тримали
поблизу від отвору прямокутного рупора з перетином
6,0-5,0 см (для генератора Г4-141) і 8,5-6,5 см (для
генератора Г4-142). Під час опромінення електромаг-
нітним полем об'єкти знаходилися на відстані L  5-7
см від площини апертури, тобто в ближній зоні анте-
ни. У місці їх розташування щільність потоку потуж-
ності (ЩПП) досягала величин ~ 0,1 мВт/см2 при не-
рівномірності опромінення в місці розташування
об'єктів у межах 3 дБ, що пов'язано зі специфікою
ближньої зони, кінцевими розмірами апертури та
об'єктів, які опромінюються, а також низьким опором
навантаження. Тест-культури золотистих стафілококів
обробляли електромагнітним полем в частотних діа-
пазонах 42,2 ГГц і 61,0 ГГц, при цьому експозиція впли-
ву становила 3 години.

Мікроаерофільні умови культивування створювали
у мікроанаеростатах за допомогою газогенеруючих па-
кетів Generator GENbox microaer (bioMerieux, Франція)
або газової суміші, що була виготовлена у заводських
умовах і складалась з 5% О

2
, 10% СО

2
 та 85% N

2
.

Визначення здатності мікроорганізмів до утворен-
ня біоплівок. проводили з використанням полістироль-
них мікротитрувальних планшет за методикою, описа-
ної Stepanovic зі співавторами в авторській модифі-
кації [10]. Штами S.аureus вирощували впродовж 18-
24 годин на живильному агарі. Потім готували суспен-
зію культур мікроорганізмів в стерильному фізіологі-
чному розчині з оптичною щільністю 1,0 одиниця за
шкалою MacFarland. Приготовлені зразки бактерійних
суспензій розводили (1:10) в стерильному 1% цукро-
вому бульйоні, (кінцева мікробна навантаження ста-
новило 3x107 КУО/мл) і додавали по 200 мкл кожного
зразка в лунки полістиролових планшетів в трьох по-
вторах. Як негативний контроль в три лунки полісти-
ролових планшетів додавали тільки 200 мкл стериль-
ного поживного бульйону, що містить 1% глюкози.
Планшети інкубували при 37°С протягом 24 годин, потім
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вміст лунок відсмоктували, кожну лунку промивали
тричі стерильним фізіологічним розчином. Планше-
ти інтенсивно струшували, щоб видалити всі неадге-
зовані бактерії. Після просушування на повітрі, для
забарвлення біоплівок в лунки планшета додавали
по 200 мкл 0,1% кристалічного фіолетового і зали-
шали на 15 хв. Потім кожну лунку промивали тричі
стерильною дистильованою водою і висушували при
кімнатній температурі. Барвник, пов'язаний з адгезо-
ваними клітинами, екстрагували впродовж 30 хв., до-
даючи по 200 мкл 96% етанолу в лунки планшета.
Оптичну щільність біоплівок вимірювали на спектро-
фотометрі (Stat Fax) при довжині хвилі 492 нм. Вихо-
дячи з оптичної щільності зразків (ОЩЗ) і середньої
оптичної щільності негативного контролю (ОЩК), за
здатністю до біоплівкоутворення штами були розді-
лені на групи: з сильною (4xОЩК<ОЩЗ), помірною
(2xОЩК<ОЩЗ<4xОЩК), слабкою (ОЩК<ОЩЗ<2xОЩК)
здатністю до утворення біоплівок або такі, які не здатні
до біоплівкоутворення (ОЩЗ<ОЩК).

Кожен експеримент проводили мінімум у трьох
повторах. Статистичну обробку даних здійснювали з
використанням пакету аналізу даних Stаtistica-8. Для
оцінки достовірності відмінностей у показників вико-
ристовували непараметричні критерії: критерій Вілкок-
сона і критерій знаків. Достовірність відмінностей
відносних величин оцінювали за допомогою крите-
рію -квадрат.

Результати. Обговорення
При дослідженні тест-культур патогенних корине-

бактерій встановлено, що у 12,5% досліджених
штамів не спостерігалося утворення стійких біоплі-
вок, 12,5% тест-культур проявляли слабку здатність,
а по 37,5% штамів характеризувалися середнім і ви-
соким рівнем утворення біоплівок (рис. 1). Під впли-
вом електромагнітних хвиль спрямованість змін зале-
жала від частотного діапазону фізичного фактора, що
застосовували для опромінення. Встановлено, що
НЗВЧ-хвилі в частотному діапазоні 61,0 ГГц стимулю-
вали у коринебактерій утворення біоплівок. Так, част-
ка штамів, що володіють високою здатністю до фор-
мування біоплівок, зросла в 2,0 рази у порівнянні з
контролем (р<0,05). Середні показники оптичної
щільності сформованих біоплівок достовірно переви-
щували контрольні в 1,6 разів.

Зворотний ефект відзначений після опромінення
коринебактерій ЕМП в частотному діапазоні 42,2 ГГц.
Зазначений режим обробки призводив до того, що
частка штамів з високою здатністю утворювати біоплів-
ки знизилася з 37,5% до 12,5% (р < 0,05), а з низькою,
навпаки - збільшилася (рис. 1). При порівнянні показ-
ників оптичної щільності биоплівок коринебактерий, що
сформувалися після обробки ЕМП в вищевказаному
частотному діапазоні, і контрольних зразків виявлена
лише тенденція до зниження даного показника.

Дослідження тест-культур S.аureus показало, що всі
штами були активними продуцентами. При цьому 33,3%
тест-культур проявляли слабку здатність до біоплів-
коутворення, 41,7% штамів характеризувалися середнім
рівнем біоплівкоутворення, а 25,0% - високим (рис. 2).

Встановлено, що НЗВЧ-хвилі в частотному діапа-
зоні 42,2 ГГц проявляли стимулюючий вплив на біопл-
івкоутворюючу здатність тест-штамів S.аureus. Як вид-
но з рис. 1, частка штамів з високою здатністю до фор-
мування біоплівок, зросла в 2,7 разів у порівнянні з
контролем (р<0,05), а кількість штамів із середньою та
низькою здатністю до утворення біоплівок, навпаки,
зменшилась в 1,7 та 4,0 разів відповідно.

При порівнянні показників оптичної щільності біоп-
лівок золотистих стафілококів, що сформувалися після
обробки ЕМП в частотному діапазоні 61,0 ГГц і конт-
рольних зразків достовірної різниці не було виявлено.
Проте, зазначений режим обробки призводив до того,
що частка штамів з середньою здатністю утворювати
біоплівки збільшилась в 1,6 рази, а з низькою, навпаки
- зменшилась в 4,0 рази (рис. 2). Тому ефекти впливу

Рис. 1. Вплив електромагнітного випромінювання міліметро-
вого діапазону на здатність патогенних коринебактерій до ут-
ворення біоплівок.

Рис. 2. Вплив електромагнітного випромінювання міліметро-
вого діапазону на здатність золотистих стафілококів до утворен-
ня біоплівок.
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ЕМП частотного діапазону 61,0 ГГц потребують подаль-
шого та більш детального вивчення, оскільки в ході
проведених досліджень вдалося визначити відзначено
тільки тенденції впливу.

Також було вивчено вплив умов культивування на
біоплівкоутворення вищезазначених мікроорганізмів.

З'ясовано, що умови газового складу атмосфери
культивування не впливали на ступінь біоплівкоутво-
рення C.diphtheriae. В атмосфері зниженого парціаль-
ного тиску кисню та підвищеного вмісту вуглекислого
газу всі досліджені штами S.aureus мали високий сту-
пень біоплівкоутворення (рис. 3).

Висновки та перспективи подальших
розробок

1. Здатність до утворення біоплівок виявлена у
87,5% тест-культур коринебактерій та у всіх дослід-
жених штамів S.аureus. При цьому серед патогенних
коринебактерій по 37,5% штамів володіли середнім і
високим рівнем біоплівкоутворення, а серед золота-
вих стафілококів 41,7% та 25,0% штамів володіли
відповідно середнім і високим рівнями біоплівкоут-
ворення.

2. Міліметрові хвилі в частотному діпазоні 61,0 ГГц
достовірно стимулювали утворення біоплівок патоген-
ними коринебактеріями. Щодо впливу зазначених
фізичних чинників на золотисті стафілококи виявле-
на тенденіція посилення біоплівкоутворення для ок-
ремих тест-культур.

3. Електромагнітні хвилі в частотному діапазоні 42,2
ГГц пригнічували біоплівкоутворення тест-культур ко-
ринебактерій, але стимулювали утворення біоплівок
тест-штамами S.аureus. За мікроаерофільних умов
культивування здатність золотистих стафілококів до
утворення біоплівок підвищувалась, а патогенних ко-
ринебактерій - не змінювалась.

Перспективним для подальших досліджень є нау-
кове обгрунтування використання міліметрових хвиль
в діапазоні 61,0 ГГц для стимуляції утворення біоплі-
вок в мікробіологічній промисловості.

Рис. 3. Вплив умов культивування на ступінь біоплівкоутво-
рення золотистих стафілококів та патогенних коринебактерій.
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ВЛИЯНИЕ ЭЛЕКТ РОМАГНИТ НОГО ИЗЛУЧЕНИЯ И ГАЗОВОГО СОСТ АВА АТ МОСФЕРЫ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ
НА СПОСОБНОСТЬ СТАФИЛОКОККОВ И КОРИНЕБАКТЕРИЙ К ОБРАЗОВАНИЮ БИОПЛЕНОК
Резюме. В статье приведено теоретическое и экспериментальное обоснование влияния миллиметровых волн разных частот-
ных диапазонов и микроаэрофильных условий культивирования на формирование субпопуляций патогенных коринебактерий и
золотистых стафилококков с низкой и высокой способностью к образованию биопленок. Экспериментально доказано, что
электромагнитные волны в частотном диапазоне 42,2 ГГц способны стимулировать образование биопленок тест-штаммами
Staphylococcus аureus и подавлять биопленкообразование патогенных коринебактерий. Под влиянием облучения при частоте
61,0 ГГц отмечено достоверное повышение биопленкообразования тест-культур коринебактерий и тенденция к стимуляции
данного свойства у отдельных биопленкообразующих штаммов S. аureus. При микроаэрофильным условиях культивирования
способность золотистых стафилококков к образованию биопленок повышалась, а патогенных коринебактерий - не изменялась.
Ключевые слова: электромагнитное излучение, микроаэрофильные условия культивирования, коринебактерии, стафи-
лококки, биопленки.
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THE INFLUENCE OF ELECTROMAGNETIC IRRADIAT ION AND GAS COMPOSITION OF CULTIVATION CONDITIONS
ON T HE ABILITY OF ST APHYLOCOCCI AND CORYNEBACT ERIA T O BIOFILM FORMAT ION
Summary. Theoretical and experimental substantiation of millimeter waves in different frequency bands and microaerophilic
cultivation conditions influence on the formation of staphylococci and corynebacteria subpopulations with low and high ability to form
biofilms is presented in the article. It was experimentally proved that electromagnetic waves in the frequency range of 42.2 GHz were
able to stimulate Staphylococcus aureus test-strains biofilms formation and inhibited biofilms formation of pathogenic corynebacteria.
It was shown the significant increase of corynebacteria test-cultures biofilm formation and the tendency to increasing of the properties
in some strains of S. aureus under the influence of irradiation in 61.0 GHz frequency range. For microaerophilic cultivation conditions
ability of Staphylococcus aureus to the formation of biofilms increased, but for pathogenic corynebacteria it was unchanged.
Key words: electromagnetic irradiation, microaerophilic conditions, сorynebacteria staphylococci, biofilms.
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