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РЕЗЮМЕ

Цель – исследование восстановления чувствительности метициллин-резистентного штамма Staphylococcus 
aureus к линкомицину при добавлении гуминовых веществ с наночастицами серебра.

Материалы и методы. Композиции гуминовых веществ с наночастицами серебра синтезировали из ком-
мерческого гумата натрия Powhumus и нитрата серебра в присутствии NaOH (1 моль) для создания ще-
лочной среды. Для синтеза одной из двух композиций гумат натрия модифицировали гидрохиноном. Для 
описания характеристик полученных составов снимали спектры поверхностного плазмонного резонанса 
наночастиц серебра и их изображения, полученные методом просвечивающей электронной микроскопии. 
Чувствительность клинического штамма Staphylococcus aureus, устойчивого к метициллину, определяли, 
измеряя минимальную ингибирующую концентрацию (МИК), с введением в состав композиций линкоми-
цина и тетрациклина.

Результаты. Показана 100%-я конверсия ионного серебра в металлическое с характерным размером нано-
частиц 6 нм. Проведено сравнение действия тетрациклина и линкомицина на исследуемый штамм S. aureus, 
показаны высокая чувствительность к тетрациклину (МИК < 10 мкг/мл) и отсутствие чувствительности к 
линкомицину (МИК > 200 мкг/мл). Исследование действия композиции гуматов натрия с наносеребром 
при введении в них линкомицина показало, что подобный подход позволяет существенно снизить МИК 
линкомицина до 0,1 мкг/мл в присутствии композиций с модифицированным гидрохиноном гумата натрия 
в концентрации 40 мкг/мл и композиций с немодифицированным гуматом натрия в концентрации 60 мкг/
мл. 

Заключение. В проведенном исследовании продемонстрировано, что при использовании композиций гу-
миновых веществ с наносеребром происходит полное восстановление чувствительности к линкомицину 
устойчивого к метициллину штамма Staphylococcus aureus. 
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ABSTRACT

Aim. To study the effect of compositions with nanosilver and humic substances on restoration of sensitivity of 
methicillin-resistant Staphylococcus aureus to lincomycin. 

Materials and methods. Compositions of humic substances with silver nanoparticles were synthesized from 
commercial sodium humate Powhumus and silver nitrate in the presence of NaOH (1 M) to modulate alkaline 
pH. To synthesize one of the two compositions, sodium humate was modified with hydroquinone. To describe the 
characteristics of the resulting compositions, surface plasmon resonance spectra of silver nanoparticles and their 
images obtained by transmission electron microscopy were recorded. Sensitivity of a clinical strain of methicillin-
resistant Staphylococcus aureus was determined by measuring the minimum inhibitory concentration (MIC) with 
the addition of lincomycin and tetracycline to the compositions.

Results. 100% conversion of ionic silver into metallic silver with a characteristic nanoparticle size of 6 nm was 
shown. The effects of tetracycline and lincomycin on the studied strain of Staphylococcus aureus were compared, 
and high sensitivity to tetracycline (MIC < 10 μg / ml) and resistance to lincomycin (MIC > 200 μg / ml) were 
shown. Studying the effect of the composition containing sodium humates with nanosilver with the introduction of 
lincomycin into it showed that this approach can significantly reduce MIC of lincomycin to 0.1 μg/ml in the presence 
of compositions with hydroquinone-modified sodium humate at a concentration of 40 μg / ml and compositions 
with unmodified sodium humate at a concentration of 60 μg / ml. 

Conclusion. The study demonstrated that the use of compositions with humic substances and nanosilver completely 
restores sensitivity of methicillin-resistant Staphylococcus aureus to lincomycin.

Keywords: silver nanoparticles, humic substances, lincomycin, synergistic effect, antibiotic resistance, 
Staphylococcus aureus
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Оригинальные  статьи

ВВЕДЕНИЕ

После открытия в 1928 г. А. Флемингом перво-
го антибиотика пенициллина в 1942 г. было пока-
зано активное развитие резистентных к препарату 
штаммов Staphylococcus aureus [1]. Рост количества 
резистентных к пенициллину штаммов с течением 
времени привел к необходимости разработки новых 
антибиотиков, что повлекло за собой возникновение 
новых полирезистентных микроорганизмов [2]. Дан-
ная проблема заставила думать о способах усиления 
действия уже имеющихся антибиотиков [3]. Особое 
внимание привлекли к себе наночастицы серебра, ко-
торые давно известны своими антибактериальными 
свойствами  [4]. При этом к металлическим частицам 
резистентность формируется гораздо медленнее, чем 
к антибиотикам [5]. 

Многочисленные эксперименты по изучению ан-
тибактериальной активности композиций наносере-
бра и антибиотиков показали, что наносеребро спо-
собно не только усиливать действие антибиотиков 
на бактерии [6], но и в некоторых случаях приводить 
к восстановлению чувствительности к антибиоти-
кам у резистентных штаммов бактерий [7, 8]. Ранее 
было показано, что применение наночастиц вместе с 
широким рядом антибиотиков позволяет в ряде слу-
чаев создать синергетический антибактериальный 
эффект действия обеих составляющих композиции 
против различных грамположительных бактерий. 
Для Bacillus cereus отмечено, что в присутствии на-
ночастиц серебра чувствительность бактерий к лин-
комицину возрастает в 4 раза [9]; для Entorococcus 
faecium увеличение чувствительности к ампицилли-
ну составляет 16, амикацину – 32 раза [10]. Также 
существенное влияние на антибактериальную актив-
ность оказывают форма и размер синтезируемых на-
ночастиц [11].

При этом основной проблемой применения на-
ночастиц (НЧ) серебра в клинической практике яв-
ляется потенциальное усиление цитотоксичности 
таких композиций. Задача усугубляется отсутствием 
понимания точного механизма действия подобных 
композиций [12, 13]. Предполагается, что они могут 
формировать повышенные концентрации ионов Ag 

вблизи клеточной стенки бактерий, оказывая цито-
токсический эффект [14], индуцировать скорость 
формирования гидроксильного радикала [15], влиять 
на процесс транскрипции ДНК [16]. 

Исследования по биологической активности на-
тивных и модифицированных гуминовых веществ 
(ГВ) показывают, что они представляют большой 
потенциал для включения в композиции на основе 
НЧ вследствие обилия свойств и молекулярного со-

става [17–19]. Особенно перспективным представля-
ется применение ГВ для получения наночастиц Ag 
без добавления других восстановителей, как описа-
но в литературе [20–23] и в наших публикациях [24]. 
Мы показали, что это позволяет получить препараты 
НЧ с хорошим профилем безопасности, что связано 
с высокой антиоксидантной активностью и низкой 
цитотоксичностью ГВ [24]. Особый интерес в кон-
тексте получения новых комбинированных препа-
ратов для преодоления антибиотикорезистентности 
имеет введение антибиотиков в состав композиций 
AgНЧ-ГВ.  Различные механизмы взаимодействия 
ГВ с широким спектром антибиотиков были рассмо-
трены в нашей обзорной статье [25]. Ожидалось, что 
связывание антибиотика с гуминовыми лигандами 
на поверхности наночастиц серебра может способ-
ствовать его попаданию в клетку вместе с AgНЧ.

При выборе антибиотиков мы руководствовались 
нашей главной целью – создание бионаноматериалов 
для лечения инфицированных ран, в котором боль-
шую роль играет применение мягких форм – мазей, 
гелей и т.п. Поэтому антибиотик должен обладать 
способностью проникать в мягкие ткани и костную 
ткань для лечения хронических вялотекущих гной-
но-воспалительных процессов, таких как пролежни 
и диабетическая стопа. Этим требованиям удовлет-
воряют пенициллины, линкозамиды, фторхиноло-
ны, аминогликозиды, тетрациклины и т.д. Антибио-
тик должен хорошо смешиваться с липофильными 
мазевыми основами для использования в мягких на-
ружных формах. Данному требованию удовлетворя-
ют только мази с линкомицином и тетрациклином, 
поскольку пенициллины не используются наружно, 
левофлоксацин (фторхинолоны) применяется в виде 
водного спрея, а неомицин (аминогликозиды) – в 
виде аэрозольной суспензии. Поэтому мы останови-
ли свой выбор на двух антибиотиках – линкомицине 
и тетрациклине, резистентность к которым имеет 
библиотечный штамм метициллин-резистентного 
золотистого стафилококка (МРЗС) Staphylococcus 
aureus. 

Выбор штамма был обусловлен тем, что МРЗС 
является одной из наиболее распространенных и 
опасных форм золотистого стафилококка, вызыва-
ющей множество заболеваний, включая инфекции 
кровотока, пневмонию, инфекции кожи и костей. 
Также МРЗС обладает высокой устойчивостью к 
большинству антибиотиков, что делает его более 
сложным для лечения и контроля. Немаловажно, 
что данный штамм хорошо изучен и описан во 
многих литературных источниках, что позволя-
ет проводить более глубокие и точные исследо-
вания. Более детальное изучение перспективных  
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комбинаций на других штаммах планируется на 
следующих этапах.

Цель данной работы состояла в изучении чув-
ствительности метициллин-резистентного золоти-
стого стафилококка к антибиотикам линкомицину 
и тетрациклину в составе композиций наносеребра, 
стабилизированного гуминовыми веществами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Оборудование и реагенты. Гидроксид натрия 

(Kemphasol), нитрат серебра (Molychem), гумат на-
трия Powhumus (Humintech, Германия), клинический 
штамм Staphylococcus aureus Rosenbach 1884 (штамм 
F-182). Кислотность растворов измеряли с помощью 
рН-метра 713 рН Meter (Мetrohm, Швейцария), ос-
нащенного универсальным стеклянным электродом.

Синтез композиций проводили по методике, опи-
санной в указанной работе [24]. Для синтеза готови-
ли водный раствор гумата натрия и гидрохинон-про-
изводных этого препарата с концентрацией 11,8 г/л. 
Полученный раствор гумата доводили до pH 12, 
добавляя по каплям 1 моль NaOH при постоянном 
перемешивании. Затем 50 мл раствора помещали в 
трехгорлую круглодонную колбу объемом 100 мл, 
оснащенную обратным холодильником и термопа-
рой, и нагревали до 80 °С при постоянном переме-
шивании. При достижении 80 °С по каплям вносили 
2 мл раствора AgNO3 с концентрацией 110 г/л, под-
держивая pH на уровне 12 с помощью 1 моль NaOH. 
После этого раствор продолжали нагревать при тем-
пературе 80 °С и перемешивании в течение 4 ч. Об-
щая концентрация серебра в полученном растворе 
составляла 41 ммоль/л.

Анализ полученных композиций наносеребра и 
гуминовых веществ. Полученные композиции гу-
миновых веществ с наночастицами серебра были 
изучены методом просвечивающей электронной 
микроскопии (ПЭМ). Эксперимент проводился с ис-
пользованием микроскопа JEOLJEM-2100F (JEOL, 
Akishima, Япония). Обработку полученных резуль-
татов проводили при помощи программы ImageJ. 
Морфологию и размер частиц анализировали для 
обоих композиций. 

Общую концентрацию серебра измеряли при по-
мощи метода атомной эмиссионной спектроскопии 
индуктивно-связанной плазмы (ICP-AES) с исполь-
зованием спектрометра ICPAES 720-ES (Agilent 
Technologies, США). Спектры УФ-видимого погло-
щения регистрировали для подтверждения присут-
ствия наночастиц серебра, которые детектировали 
по появлению пика поверхностного плазмонного ре-
зонанса в диапазоне длин волн 400–430 нм для нано-
частиц серебра. Спектры поглощения измеряли при 

помощи UV/Vis спектрометра (Cary 50 Probe, США). 
Результаты УФ-спектроскопии и ИСП-АЭС сравни-
вали для определения степени конверсии ионного 
серебра в металлическое.

Определение минимальной ингибирующей кон-
центрации клинического штамма МРЗС проводили 
в 96-луночных планшетах при использовании неага-
ризованной питательной среды Мюллера – Хинтон. 
Для определения МИК в каждую лунку добавляли 
требуемый объем 0,9%-го раствора NaCl и 0,142 мл 
питательной среды, содержащей соответствующие 
концентрации антибиотика линкомицина в соста-
ве композиций гуминовых веществ с НЧ серебра. 
Диапазон результирующих концентраций соста-
вил 0,1–20 мкг/мл для линкомицина и 0–150 мкг/мл 
для композиций гуминовых веществ с НЧ серебра.  
Колонии МРЗС предварительно инкубировали при 
35 ℃ в неагаризованной питательной среде Мюлле-
ра – Хинтон в течение 12 ч. В каждую лунку добав-
ляли по 0,025 мл бактериальной взвеси, доведенной 
до 2 МЕ по Мак-Фарланду и проводили анализ на 
микропланшетном фотометре Immuno Chem-2100 
(High Technology Inc., США) при длине волны 
630 нм в течение 24 ч. Контролем служили среды без 
добавления исследуемых веществ, куда также вноси-
ли бактериальную взвесь.

Статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили методами вариационной статисти-
ки с использованием пакета статистической обработ-
ки данных SPSS (версия 15.0, SPSS Inc., Chicago, IL, 
США) с определением средней величины, ошибки 
средней величины и вероятности различий p для ма-
лых выборок с поправкой по Бонферрони (достовер-
ность при значениях p < 0,05).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Показано, что в ходе синтеза композиций гуми-

новых веществ с наночастицами серебра происходит 
100%-я конверсия ионного серебра в металлическое 
с характерным средним размером сферических на-
ночастиц 6 нм. Полученные композиции характери-
зуются концентрацией ГВ 11,8 г/л и концентрацией 
наносеребра 4,6 г/л (43 ммоль). Спектры поверхност-
ного плазмонного резонанса (ППР) наночастиц сере-
бра и их ПЭМ-изображения приведены на рис. 1.

Использованные в работе наночастицы серебра 
имеют характеристичный спектр поглощения с ин-
тенсивным пиком ППР, максимум которого нахо-
дится на отметке 414 нм, что указывает на малый 
размер синтезированных наночастиц (рис. 1, а). Это 
подтверждается ПЭМ-изображением (рис. 1, b), ко-
торое показывает, что средний размер НЧ серебра 
в исследуемом препарате составлял 6–7 нм. Размер 
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наночастиц особенно важен для их биологической 
активности. Так, считается, что максимальной био-
логической активностью обладают наночастицы 
серебра с размерами меньше 10 нм [13]. Результа-

ты исследования показывают, что синтезированный 
препарат наносеребра, стабилизированного гуми-
новыми макролигандами, полностью удовлетворял 
этому условию. 

Рис. 1. Характеристика наночастиц серебра, синтезированных в среде гуминовых кислот угля (CHP): а – УФ-видимый 
спектр поглощения композиции с пиком ППР при 414 нм; b – карта распределения элементов по подложке ТЭМ; c, d – 

ПЭМ-изображения наночастиц серебра, стабилизированных ГВ

а                    в

с            d

На первом этапе эксперимента было исследовано 
влияние матрицы ГВ на антибактериальную актив-
ность тетрациклина и линкомицина. Показано, что 
исследуемый штамм не обладает резистентностью 
к тетрациклину: антибиотик ингибирует рост бакте-
рий во всем диапазоне исследованных концентраций. 
Линкомицин же не подавлял рост бактерий в широ-
ком диапазоне концентрации ГВ (0–1 500 мкг/мл) 
и линкомицина (10–200 мкг/мл). 

Далее было проверено влияние наносеребра, син-
тезированного в среде исходного препарата ГВ и пре-
парата, модифицированного гидрохиноном. Показа-
но отсутствие эффекта изменения чувствительности 

к антибиотику для композиций с тетрациклином и 
восстановление чувствительности к линкомицину в 
присутствии немодифицированной композиции (ГВ 
> 0 мкг/мл) и модифицированной гидрохиноном 
композиции (ГВ > 200 мкг/мл) во всем диапазоне ис-
следуемых концентраций антибиотика. Вследствие 
этого было принято решение провести исследование 
свойств композиций с линкомицином, где наблюда-
лось восстановление чувствительности.

Антибактериальный эффект композиции нано-
частиц серебра, синтезированных в среде ГВ, изу-
чали в отсутствие или присутствии линкомицина 
по отношению к МРЗС. Было протестировано пода-

Бюллетень сибирской медицины. 2024; 23 (2): 55–64



60

вление роста клинических штаммов композициями 
наносеребра, стабилизированного исходными ГВ и 
их гидрохинон-производными в диапазоне концен-
трации 20–150 мкг/мл и линкомицином в диапазоне 

концентрации 0,1–20 мкг/мл. Показан эффект по-
вышения восстановления чувствительности бакте-
рий к линкомицину для тестируемых композиций  
(табл. 1, рис. 2).

Т а б л и ц а  1

Изменение оптической плотности за 24 ч при измерении МИК композиций наночастиц серебра с модифицированными  
гуминовыми веществами и линкомицином в отношении клинического штамма МРЗС, мг/л

Концентра- 
ция линко- 

мицина 

Концентрация модифированных гидрохиноном гуматов 
натрия, Концентрация немодифицированных гуматов натрия

0 20 40 60 80 100 150 0 20 40 60 80 100 150
0,1 0,5 0,4 0 0 0 0 0 0,4 0,4 0,4 0 0 0 0
0,2 0,4 0,2 0 0 0 0 0 0,3 0,3 0,4 0 0 0 0
0,5 0,5 0,2 0 0 0 0 0 0,3 0,4 0,4 0 0 0 0
1 0,4 0,3 0 0 0 0 0 0,3 0,4 0,4 0 0 0 0
2 0,5 0,3 0 0 0 0 0 0,3 0,4 0,4 0 0 0 0
5 0,5 0,3 0 0 0 0 0 0,4 0,4 0,4 0 0 0 0
10 0,5 0,3 0 0 0 0 0 0,4 0,4 0,4 0 0 0 0
20 0,5 0,4 0 0 0 0 0 0,4 0,3 0,4 0 0 0 0

Примечание .  Полужирным выделены случаи статистически значимого подавления роста клинического штамма МРЗС в сравнении с 
контролем (p < 0,05).

В случае применения линкомицина или компо-
зиции ГВ с линкомицином в отсутствие наночастиц 
серебра МИК составляла более 200 мкг/мл, в случае 
использования тройной композиции в концентрации 
от 40 мкг/мл (для исходных ГВ) и от 20 мкг/мл (для 

гидрохинон-модифицированных) значение МИК 
снижалось до 0,1 мкг/мл (см. рис. 2). Таким образом, 
наблюдалось существенное подавление роста пато-
генных бактерий по сравнению с использованием 
композиции гуминовых веществ с линкомицином.

Рис. 2. Зависимость изменения оптической плотности концентрации наночастиц серебра в течение 24 ч для концентрации 
линкомицина в диапазоне 0,1–20 мкг/мл в композиции с немодифицированными гуминовыми веществами (a), гуминовыми 

веществами, модифицированными гидрохиноном (b)

ОБСУЖДЕНИЕ

Механизм действия линкомицина связан с по-
давлением биосинтеза белка путем связывания с 
А-сайтом 23S рРНК 50S-субъединицы рибосомы и, 
следовательно, препятствием связывания тРНК и на-
рушением процесса трансляции [26]. Механизм по-

явления антибиотикорезистентности к линкомицину 
подробно описан в указанной работе [27] и может 
быть связан с инактивацией антибиотика фермен-
тами [28], мутациями эффлюкс-помпы MFS [29], 
модификацией сайта связывания 23S рРНК метил-
трансферазами [30] или мутацией 50S-субъедини-
цы рибосомы. Хотя механизм действия композиций 
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антибиотиков с наночастицами серебра на данный 
момент не определен точно. Показано, что их приме-
нение может представлять существенный интерес в 
борьбе с таким микроорганизмом, как Staphylococcus 
aureus [31, 32]. 

Клинический штамм Staphylococcus aureus F-182 
является примером классической грамположитель-
ной бактерии, использующейся для исследования 
разнообразных антибактериальных композиций 
[33]. В геноме данного штамма находятся гены 
NorB и ErmY, отвечающие за модификацию эф-
флюкс-помпы MFS и метилирование сайта связыва-
ния линкомицина 23S рРНК соответственно. Таким 
образом, можно говорить о том, что синтезирован-
ные композиции позволяют преодолеть так называе-
мую MLSb-резистентность к линкозамидам, присут-

ствующую у данного штамма. МИК исследуемого 
штамма МРЗС ATCC 43300 линкомицином состав-
ляла менее 0,1 мкг/мл в присутствии 40 мкг/мл  
нативных ГВ и 20 мкг/мл гидрохинонных произ-
водных ГВ, в отсутствие же исследуемой компози- 
ции – более 200 мкг/мл.

Полученные значения для МИК наносеребра, 
найденные в настоящей работе, приведены в табл. 2: 
они составили 0,022 и 0,015 мкг/мл для исходных и 
модифицированных гидрохиноном ГВ соответствен-
но. Сравнение этих данных с литературными указы-
вает, что они на порядок превосходят аналогичные 
показатели как для инженерных наночастиц, стаби-
лизированных различными лигандами, так и для на-
ночастиц, синтезированных различными микроорга-
низмами (см. табл. 2).

Т а б л и ц а  2

Сравнение результатов определения МИК в присутствии исследуемых композиций с литературными данными

Антибактериальный агент Размер НЧ,  
нм Микроорганизм

МИК, мкг/мл
Источник

Линкомицин AgНЧ ГВ

Линкомицин – МРЗС ATCC 43300 >200 – – Настоящая 
работа

Гумат + линкомицин – МРЗС ATCC 43300 >200 – >1 500 Настоящая 
работа

Гумат + AgНЧ + линкомицин 6,0 МРЗС ATCC 43300 <0,1 0,022 40 Настоящая 
работа

Гумат HQ + AgНЧ + линкомицин 6,0 МРЗС ATCC 43300 <0,1 0,015 60 Настоящая 
работа

Лигнин + AgНЧ 20,0 Multidrug resistant 
S. aureus – 10 – [34]

Дендример-инкапсулированные AgНЧ 3,3 S. aureus USA 300 – 128 – [34]
Полистиренсульфонатные частицы со 
встроенными AgНЧ 5,0 S. aureus ATCC 

29213 – 1,14 – [34]

AgНЧ, синтезированные с инфузией  
Dracocephalum kotshyi 19,0 МРЗС ATCC 43300 – 15,6 – [34]

AgНЧ, синтезированные с инфузией  
Artemisia haussknechtii 10,7 МРЗС ATCC 43300 – 10,0 – [34]

AgНЧ, полученные из морских Streptomyce ssp. 13,5 МРЗС ATCC 43300 – 0,039 – [34]

AgНЧ, иммобилизованные на сополимере 25,0 МРЗС ATCC 43300 – 0,54 – [34]

Обнаруженный эффект развивает идеи примене-
ния наночастиц серебра [35] и их композиций [36] 
на клинические штаммы, представляющие суще-
ственную опасность для жизни человека. Более того, 
он показывает существенное преимущество пред-
ложенного подхода к преодолению антибиотикоре-
зистентности грамположительных бактерий путем 
применения тройных композиций гуминовых ве-
ществ с наночастицами и антибиотиками. Несмотря 
на то, что похожие результаты были достигнуты для 
композиций антибиотиков с наночастицами серебра 
[37] и наночастицами других металлов [38], иссле-
дования, представленные в этой работе, имеют осо-

бое значение для повышения профиля безопасности 
композиций на основе наносеребра ввиду биофиль-
ных свойств ГВ [24] и выполнены впервые. Более 
того, успешное восстановление чувствительности к 
антибиотикам является существенным открытием в 
области борьбы с антибиотикорезистентностью.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящем исследовании впервые продемон-

стрирован эффект восстановления чувствительности 
штамма Staphylococcus aureus, резистентного к мети-
циллину, к линкомицину в присутствии композиций 
наносеребра, синтезированного в среде гуминовых 
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веществ. Показано, что модификация гуминовых ве-
ществ гидрохиноном усиливает синергетический эф-
фект действия композиции на патогенные штаммы. В 
качестве механизма синергетического действия нано-
серебра, стабилизированного гуминовыми вещества-
ми, и линкомицина можно предположить формиро-
вание нестойких поверхностных комплексов между 
гуминовыми веществами и линкомицином, которые 
могут разрушаться и высвобождать антибиотик при 
поступлении наночастицы серебра в клетку. Тем са-
мым открывается новый путь борьбы с антибиотико-
резистентностью. Синтезированный препарат может 
рассматриваться как первый кандидат на доклиниче-
ское и клиническое тестирование с целью его скорей-
шего введения в клиническую практику.
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