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Цель. Оценить влияние синтетического пептида активного центра гранулоцитарно-

макрофагального колониестимулирующего фактора (ГМ-КСФ) – ZP2 на формирование 

биопленок клиническими изолятами стафилококков разных видов.  

Материалы и методы. Опыты in vitro проведены на 36 клинических штаммах Sta-

phylococcus aureus (n=24) и S. epidermidis (n=12), выделенных из ран у больных с синдро-

мом диабетической стопы и из влагалища у женщин с миомой матки. В экспериментах 

использовали синтетический пептид активного центра ГМ-КСФ – ZP2, полученный на 

синтезаторе «Applied Biosystems 430A». Влияние ZP2 (концентрация 10 мкг/мл) на форми-

рование биопленок стафилококками определялось по методике Stepanovic S. et al. (2007).    

Результаты. Синтетический пептид активного центра ГМ-КСФ – ZP2 угнетал 

формирование биопленок у 75,0±9,0% штаммов S. aureus и 50,0±15,1% штаммов S. epi-

dermidis со средним уровнем ингибирования формирования биопленок на 25,1±3,8 и 

50,4±6,0% соответственно. Вместе с тем среди клинических изолятов стафилококков 

встречалось 8,3-25,0% штаммов, у которых под действием пептида в данной концентра-

ции наблюдалась стимуляция образования биопленок на 14,9-48,5%, а также 16,7-25,0% 

культур, у которых формирование биопленок не изменялось.  

Заключение. Синтетический пептид активного центра ГМ-КСФ – ZP2 оказывает на 

формирование биопленок клиническими штаммами стафилококков разнонаправленное, но 

преимущественно ингибирующее действие, выраженность которого характеризуется меж- 

и внутривидовой (штаммовой) вариабельностью.  

Ключевые слова: гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор 

(ГМ-КСФ), активный центр, синтетический пептид, Staphylococcus aureus, S. epidermidis, 

клинические штаммы, формирование биопленок. 
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Objective. To assess the effect of synthetic peptide of the active site of granulocyte-

macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) - ZP2 on biofilm formation by clinical isolates 

of different species of staphylococci. 

Materials and methods. Experiments carried out in vitro on 36 clinical strains of Staphy-

lococcus aureus (n = 24) and S. epidermidis (n = 12) isolated from the wounds in patients with 

patients with diabetic foot syndrome and out of the vagina in women with hysteromyoma. In 

work using synthetic peptide of the active site of the GM-CSF – ZP2, the resulting synthesizer 

«Applied Biosystems 430A». Influence ZP2 (concentration of 10 ug/ml) to the formation staphy-

lococcal biofilms was determined by the method Stepanovic S. et al. (2007). 

Results. A synthetic peptide of the active center of the GM-CSF - ZP2 inhibited biofilm 

formation at 75,0±9,0% S. aureus strains and 50,0±15,1% S. epidermidis strains with an average 

level of inhibition of biofilm formation at 25,1±3,8 and 50,4±6,0% correspondingly. However, 

among clinical isolates of Staphylococci strains encountered 8,3-25,0%, which under the influ-

ence of peptide concentration in the observed-stimulation of the formation of biofilms on 14,9-

48,5%, but 16,7-25, 0% of the cultures in which biofilm formation is not changed. 

Conclusion. A synthetic peptide of the active center of the GM-CSF – ZP2 has on the 

formation of biofilms of clinical isolates of staphylococci in different directions, but mostly inhi-

bitory effect, the severity of which is characterized by inter- and intraspecific variability. 

Keywords: granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF), active site, 

synthetic peptide, Staphylococcus aureus, S. epidermidis, clinical strains, biofilm formation. 

 

Введение 

Золотистые и коагулазоотрицательные стафилококки занимают лиди-

рующие позиции в структуре возбудителей таких эндогенных бактериальных 

инфекционно-воспалительных заболеваний, как апостематозный нефрит, по-

слеоперационные (нозокомиальные) инфекционные осложнения, раневые 

дефекты при синдроме диабетической стопы и др. [1, 2]. При развитии ин-

фекционно-воспалительный процесса в него неминуемо вовлекаются клетки 

иммунной системы, синтезирующие различные цитокины, выполняющие ре-

гуляторную функцию [3].  

Одним из таких цитокинов является гранулоцитарно-макрофагальный 

колониестимулирующий фактор (ГМ-КСФ) [4], синтетические аналоги ак-

тивного центра которого, в частности  пептид ZP2, проявляют плейотропные 
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эффекты, обладая, помимо функции стимуляции костномозгового кроветво-

рения, иммуномодулирующей и репарационной активностью [5-7]. Кроме то-

го в серии экспериментальных работ на эталонных (музейных) и клиниче-

ских штаммах микроорганизмов, в том числе стафилококков, установлено, 

что синтетический пептид активного центра ГМ-КСФ – ZP2 оказывает анти-

бактериальное действие на развитие бактериальных популяций в жидкой пи-

тательной среде, характер и выраженность которого в известной степени за-

висит от таксономической принадлежности стафилококков [8-11].  

В то же время влияние синтетического пептида ZP2 на качественные 

(биологические, патогенные, персистентные) свойства микроорганизмов по-

ка не охарактеризовано, что послужило побудительным мотивом для прове-

дения настоящего исследования. В качестве «биомишени» была выбрана 

способность микроорганизмов формировать биопленки, поскольку данное 

свойство относится к факторам персистенции и адаптации бактерий, в том 

числе стафилококков [12, 13].       

Целью работы явилась оценка влияния синтетического пептида активно-

го центра гранулоцитарно-макрофагального колониестимулирующего фактора 

(ГМ-КСФ) – ZP2 на формирование биопленок клиническими изолятами ста-

филококков разных видов в экспериментах in vitro.  

Материалы и методы  

Опыты in vitro проведены на 36 клинических штаммах стафилококков 

из коллекции ИКВС УрО РАН, в том числе на 24 культурах Staphylococcus 

aureus и 12 изолятах S. epidermidis, выделенных из ран у больных с синдро-

мом диабетической стопы и отделяемого из влагалища у женщин с субму-

козной миомой матки. Видовая идентификация клинических изолятов стафи-

лококков проведена общепринятыми методами, в том числе по биохимиче-

ским признакам с использованием официнальных тест-систем «StaphyTest» 

(Lachema, Чехия) [14].   

В экспериментах использован опытный образец синтетического пепти-

да активного центра ГМ-КСФ – ZP2 (химическая формула: THR NLE NLE 

ALA SER HIS TYR LYS GLN HIS CYS PRO), синтезированного твердофаз-

ным способом на синтезаторе «Applied Biosystems 430A» (USA) по методу in 

situ [5].  

Изучение влияния синтетического пептида ZP2 на биопленкообразова-

ние (БПО) клиническими штаммами стафилококков осуществлялось с помо-
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щью "планшетного метода" [15, по протоколу 16] с незначительными моди-

фикациями путем их выращивания в стерильной 96-луночной полистироло-

вой планшете. Для этого в микроячейки с 225 мкл мясопептонного бульона 

(МПБ) без синтетического пептида ZP2 (контроль) и с его наличием в кон-

центрации 10 мкг/мл (опыт) вносили 25 мкл взвесей микроорганизмов, при-

готовленных из суточных агаровых культур бактерий и содержащих 5х10
8
 

КОЕ/мл. После инкубирования планшет в течение 24 ч при 37С из лунок 

удаляли планктонные клетки, отсасывая микропипеткой надосадок; образо-

вавшиеся на дне микроячеек биопленки трехкратно отмывали 300 мкл сте-

рильного фосфатно-солевого буфера (pH 7,2), фиксировали (подсушивание 

при 37С в течение 2 ч) и окрашивали 2% раствором кристаллвиолета (150 

мкл; 15 мин при комнатной температуре), после чего лунки трех- или четы-

рехкратно промывали дистиллированной водой (до ее полного просветле-

ния); для экстракции красителя из биопленок в лунки вносили по 200 мкл 

смеси этанола и уксусной кислоты (95:5), выдерживали 30 мин, а затем 150 

мкл надосадка отсасывали микропипеткой и переносили в чистую планшету 

для замера оптической плотности (OD) при длине волны 540 нм с помощью 

планшетного фотометра Multiscan ascent (Thermo Electron Co., China). Интен-

сивность окрашивания надосадка, рассчитанная путем вычитания из значения 

OD (биопленка) значения OD отрицательного контроля (лунка с МПБ без 

культуры бактерий), соответствовала степени биопленкообразования (БПО, 

усл. ед.) исследуемыми культурами стафилококков. Эксперименты делали в 

трех препаративных повторностях, высчитывая средние значения БПО.    

Полученные данные обрабатывали методами вариационной статистики 

с вычислением средней арифметической и ее ошибки (M±m). О достоверно-

сти межвидовых отличий судили по критерию Стьюдента - t [17].  

Результаты и обсуждение  

Сравнительный анализ средних значений степени биопленкообразова-

ния (БПО) клинических изолятов S. aureus (n=24) и S. epidermidis (n=24) по-

казал, что золотистые стафилококки по этому показателю значительно (в 2 

раза) уступали эпидермальным стафилококкам (0,44±0,04 против 0,87±0,14 

усл. ед.; p<0,01). Это отражает межвидовые отличия золотистых и коагулазо-

отрицательных стафилококков по способности формировать биопленки, на 

что ранее указывали другие авторы [12, 18].  
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В то же время следует отметить наличие выраженной внутривидовой 

вариабельности данного признака, о чем свидетельствовали широкие диапа-

зоны варьирования БПО у клинических изолятов S. aureus и S. epidermidis 

(соответственно 0,20…0,93 и 0,31…2,06 усл. ед.).    

Оценивая влияние синтетического пептида активного центра ГМ-КСФ 

– ZP2 на формирование биопленок клиническими штаммами S. aureus и S. 

epidermidis, можно констатировать, что независимо от родовой принадлеж-

ности стафилококков под действием данного пептида у изученных бактерий 

наблюдалось ингибирование способности к БПО: в среднем на 22,2% – для 

золотистого стафилококка (с 0,44±0,04 до 0,36±0,04 усл. ед.) и на 33,8% – для 

эпидермального стафилококка (с 0,87±0,14 до 0,65±0,10 усл. ед.).  

Вместе с тем при детальном анализе влияния синтетического пептида 

ZP2 на биопленкообразование отдельными штаммами стафилококков (в па-

рах контроль – опыт) было отмечено, что данный пептид оказывал разнона-

правленное действие на способность формировать биопленки как клиниче-

скими изолятами S. aureus, так и культурами S. epidermidis (рисунок).  

           

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. Структура клинических штаммов S. aureus (А) и S. epidermidis (Б) 

с учетом влияния синтетического пептида ZP-2 на формирование 

у них биопленок (доля штаммов стафилококков, %).  

 

Из рисунка видно, что в структуре клинических штаммов S. aureus и S. 

epidermidis кроме изолятов стафилококков, у которых выявлялся ингиби-

рующий эффект синтетического пептида ZP2 на БПО, имелись культуры 

бактерий (16,7 и 25,0% соответственно) с индифферентной реакцией на него 

          
           

А Б 

Доля (%) штаммов стафилококков, с разными эффектами ZP2 на БПО: 

          - ингибирование;            - индифферентность;            - стимуляция.  

 

    

  50,0±15,1 

25,0±13,1 

75,0±9,0 

25,0±13,1 16,7±7,8 8,3±5,8 
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(изменения БПО не превышали 5%), а также определенная доля штаммов зо-

лотистых и эпидермальных стафилококков, у которых под действием данно-

го пептида происходила стимуляция способности к формированию биопле-

нок (8,3 и 25,0% соответственно).  

Эти результаты свидетельствовали о выраженной внутривидовой ва-

риабельности стафилококков разных родов не только по способности к фор-

мированию биопленок, но и по ответной реакции на действие синтетического 

пептида активного центра ГМ-КСФ – ZP2, что может быть связано с наличи-

ем в изученных выборках разных клоновых линий стафилококков, у которых 

генетическая детерминация БПО может иметь существенные отличия [19, 20].  

Более подробная информация о влиянии синтетического пептида ZP2 

на биопленкообразование (БПО) клиническими штаммами S. aureus и S. epi-

dermidis представлена в таблице.       

Таблица. Влияние синтетического пептида ZP2 на биопленкообразование 

(БПО) клиническими штаммами стафилококков   

Параметры  

биопленкообразования (БПО)  

бактерий 

Значения параметров у разных видов стафилококков 

S. aureus (n=24) S. epidermidis (n=12) 

Количество штаммов бактерий,  

у которых ZP2 ингибировал 

БПО, абс. (%) 

 

18 (75,0±9,0) 

 

6 (50,0±15,1) 

Диапазон ингибирования БПО 

(min-max, %) 
6,6-24,4 31,7-69,8 

Средние значения уровня  

ингибирования БПО (%): 
25,1±3,8 50,4±6,0* 

Количество штаммов бактерий, у 

которых ZP2 не изменял БПО,  

абс. (%) 

 

4 (16,7±7,8) 

 

3 (25,0±13,1) 

Количество штаммов бактерий,  

у которых ZP2 стимулировал 

БПО, абс. (%) 

 

2 (8,3±5,8) 

 

3 (25,0±13,1) 

Диапазон стимуляции БПО  

(min-max, %) 
18,1-21,6 28,6-48,5 

Средние значения уровня  

стимуляции БПО (%): 
19,9±1,8 39,8±5,9* 

Примечание: * - достоверность отличий между группами, p<0,05. 

Из таблицы видно, что по реакции БПО на синтетический пептид ZP2 

группа клинических штаммов S. aureus была более «гомогенной», чем вы-

борка изолятов S. epidermidis. Об этом, в частности, свидетельствовало при-

сутствии среди культур золотистого стафилококка относительно небольшого 
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числа штаммов, у которых синтетический пептид ZP2 не изменял БПО 

(16,7±7,8%) или стимулировал продукцию биопленок (8,3±5,8%), тогда как в 

группе эпидермального стафилококка количество таких культур достигало 

25,0±13,1%. Кроме того у S. aureus в сравнении с S. epidermidis регистриро-

валась более низкая (примерно в 2 раза) выраженность как ингибирующего 

эффекта (25,1±3,8 против 50,4±6,0 усл. ед.; p<0,05), так и стимулирующей ак-

тивности (19,9±1,8 против 39,8±5,9 усл. ед.; p<0,05) синтетического пептида 

ZP2 в отношении способности стафилококков продуцировать биопленки. 

Характеризуя в целом влияние синтетического пептида активного цен-

тра ГМ-КСФ – ZP2 на формирование биопленок клиническими штаммами 

стафилококков, необходимо отметить, что, несмотря на выявленную меж- и 

внутривидовую вариабельность реакции S. aureus и S. epidermidis и ее разно-

направленность (подавление, индифферентность, стимуляция БПО), синте-

тический пептид ZP2 (в концентрации 10 мкг/мл) оказывал преимущественно 

ингибирующее действие на способность стафилококков образовывать био-

пленки не зависимо от их таксономической принадлежности.  

Эти результаты в совокупности с имеющимися данными об иммуно-

тропной активности [5] и антибактериальном эффекте синтетического пепти-

да ZP2 в отношении клинических штаммов стафилококков [11] определяют 

перспективность указанного пептида в качестве основы при создании лекар-

ственных препаратов для лечения инфекционно-воспалительных заболеваний 

стафилококковой этиологии, в том числе эндогенной природы [2].   

Заключение  

При развитии эндогенных бактериальных инфекций, включая заболе-

вания стафилококковой этиологии, одним из ключевых этапов патогенеза яв-

ляется колонизация возбудителями тканей инфицированных органов [1, 2]. 

Реализация указанного процесса и возможность персистенции патогенов при 

хроническом течении инфекции критически зависят от способности возбуди-

телей осуществлять адгезию на клетках макроорганизма (а в ряде случаев – 

например при катетер-ассоциированных инфекциях – на поверхности меди-

цинских ого инструментария) с последующим формированием микроколо-

ний и биопленок [12, 21]. В этой связи понятно повышенное внимание к ука-

занному свойству (биопленкообразование – БПО) золотистых и эпидермаль-

ных стафилококков, которые относятся к категории приоритетных возбуди-

телей эндогенных инфекционно-воспалительных процессов, в том числе, та-
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ких как раневая инфекция при синдроме диабетической стопы и послеопера-

ционные инфекционные осложнения в гинекологической практике [2, 22-24].     

Приведенные в работе данные, с одной стороны, свидетельствуют о 

межвидовых отличиях S. aureus и S. epidermidis по способности формировать 

биопленки, подтверждая хорошо известное гено- и фенотипическое своеоб-

разие коагулазопозитивных и коагулазонегативных стафилококков [25, 26], с 

другой стороны, указывают на возможность наличия видовых особенностей 

генетической детерминации и/или регуляции экспрессии биопленкообразо-

вания у стафилококков разной таксономической принадлежности [18, 27, 28]. 

Выявленная внутривидовая вариабельность стафилококков по выраженности 

данного свойства вполне согласуется с последним предположением и, оче-

видно, отражает не только экологическую детерминированность биопрофи-

лей бактерий [29], но и присутствие в изученных выборках клинических 

штаммов S. aureus и S. epidermidis различных клоновых линий, отличающих-

ся между собой по совокупности биологических характеристик, включая их 

антибиотикорезистентность, факторы патогенности/вирулентности и перси-

стентные свойства, в том числе БПО, на что неоднократно указывали разные 

авторы [19, 30].  

Нельзя исключить, что именно с этими причинами связана описанная 

нами выше вариабельность эффектов синтетического пептида активного цен-

тра ГМ-КСФ – ZP2 в отношении способности клинических изолятов стафи-

лококков формировать биопленки, когда под действием данного пептида (в 

концентрации 10 мкг/мл) у S. aureus и S. epidermidis биопленкообразование 

либо сохранялось на прежнем уровне (индифферентность у 16,7-25,0% 

штаммов), либо изменялось, причем в диаметрально противоположных век-

торах: чаще (у 50,0-75,0% культур) – БПО снижалось (ингибирование), реже 

(у 8,3-25,0% изолятов) – БПО повышалось (стимуляция).  

Дело в том, что еще в 2007 г. E. O'Neill et al. [20] показали наличие у 

отдельных штаммов (клоновых линий) золотистых стафилококков различных 

путей регуляции способности к формированию биопленок. Этими же авто-

рами высказано предположение, что образование биопленок метициллин-

устойчивыми вариантами S. aureus (MRSA) преимущественно находится под 

регулирующим контролем клеточной agr-системы и сопряжено с поверхно-

стными адгезинами, тогда как у метициллин-чувствительных культур S. 

aureus (MSSA) выраженность данного свойства больше зависит от работы 
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icaADBC оперона, имеющего отношение к межклеточной адгезии (типа cell 

to cell) и синтезу полисахаридного межклеточного адгезина (polysaccharide 

intercellular adhesin – PIA), также называемому поли-N-ацетилглюкозамином 

(PNAG) или слизью [20]. J.P. O'Gara [27] считает, что к контролю за БПО у S. 

aureus причастен sarA-регулятор, отвечающий за функционирование agr-

системы и деятельность icaADBC. Сходную (но, видимо, не всегда тождест-

венную) систему регуляцию БПО имеют и эпидермальные стафилококки, у 

которых ведущее значение принадлежит работе icaADBC оперона, а также 

других генетических структур, кодирующих синтез капсульного полисахари-

да/адгезина (PS/A), поверхностно-локализованного аутолизина (продукт гена 

atlE), липотейхоевых кислот и иных биомолекул, включенных в процесс 

формирования биопленок [12, 18, 19, 28].  

Столь сложная (вероятно, поликомпонентная) система генетического 

контроля за продукцией биопленок стафилококками (в частности, S. aureus и 

S. epidermidis) пока не позволяет четко определить точку приложения («био-

мишень») синтетического пептида активного центра ГМ-КСФ – ZP2. Воз-

можно, действие данного синтетического пептида на стафилококки реализу-

ется не по одному, а по нескольким «каналам воздействия», для выяснения 

чего требуется проведение дальнейших исследований.  

Однако уже сейчас можно с уверенностью сказать, что синтетический 

пептид активного центра ГМ-КСФ – ZP2 оказывает на биопленкообразование  

S. aureus и S. epidermidis в основном ингибирующее действие, что делает его  

перспективным кандидатом для создания лекарственных (в том числе комби-

нированных) препаратов, эффективных в отношении возбудителей эндоген-

ных инфекционно-воспалительных заболеваний стафилококковой этиологии.    

(Работа выполнена по проектам ИКВС УрО РАН № 15-3-4-34 и ИИФ УрО РАН № 15-3-4-33 

в рамках Комплексной программы фундаментальных исследований УрО РАН) 
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