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Цель. Изучить возможность ингибирования развития биопленок нетуберкулезных 

быстрорастущих микобактерий антибактериальными пептидами стафилококков. 

Материалы и методы. Динамику роста биопленок M. smegmatis mc2 155  оценива-

ли на средах LB и M63 с последующей оценкой общего прироста биомассы, биомассы 

биопленок и количества живых клеток в биопленках по интенсивности окрашивания раз-

личными красителями. Влияние стафилококцинов на формирование биопленок оценивали 

в диапазоне концентраций 4-250 мкг/мл по изменению количества живых клеток в составе  

биопленок через 5 сут инкубации.  

Результаты. Сравнительный анализ динамики роста биопленок бактерий 

M. smegmatis mc2 155 на разных питательных средах не выявил значительных отличий в 

биомассе сформированных биопленок. Антибактериальные пептиды стафилококков инги-

бировали образование биопленок M. smegmatis mc2 155 дозозависимым способом. Значе-

ния БИК50 для варнерина и хоминина были равны 6,4±1,2 и 7,6±0,1 мкг/мл, соответствен-

но. C помощью оптической и атомно-силовой микроскопии выявлены значительные из-

менения в морфологии биопленок под действием пептидов.  

Заключение. Пептиды стафилококков обладают способностью предотвращать адге-

зию M. smegmatis к гидрофобной поверхности и ингибируют формирование ими биопле-

нок,  что  свидетельствует о перспективах использования стафилококцинов как в отноше-

нии других нетуберкулезных микобактерий, так и патогенных туберкулезных видов.  

 Ключевые слова: биопленки, микобактерии, пептиды, стафилококки.  
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Objective. To study the possibility of inhibiting the biofilm formation of nontubercular 

fast-growing mycobacteria by antibacterial peptides of staphylococci.  

Materials and methods. The growth dynamics of M. smegmatis mc2 155 biofilm were 

evaluated on LB and M63 media, followed by an estimate of the total biomass increment, bio-

film biomass, and the number of living cells in biofilms according to the intensity of staining by 

various dyes. The effect of staphylococcins on the biofilm formation was evaluated in the range 

of 4-250 μg/ml by the alteration in the number of viable cells within the after 5 days of incuba-

tion. 

Results. A comparative analysis of the growth dynamics of M. smegmatis mc2 155 bio-

film on different nutrient media did not reveal significant differences in the biomass of the 

formed biofilm. Antibacterial peptides of staphylococci inhibited the formation of M. smegmatis 

mc2 biofilms 155 in a dose-dependent manner. The BIC50 values for warnerin and hominin were 
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6.4±1.2 and 7.6±0.1 μg/ml, respectively. With the help of optical and atomic force microscopy, 

significant changes in the morphology of biofilms under the influence of peptides were revealed. 

Conclusions. Staphylococcins have the ability to prevent the adhesion of M. smegmatis to 

the hydrophobic surface and inhibit their biofilm formation, that indicates the prospects of using 

staphylococcins against other nontuberculous mycobacteria, as well as pathogenic tuberculosis 

species. 

Keywords: biofilm, Mycobacterium, peptide, Staphylococcus.  

 

Введение 

Долгое время считалось, что виды нетуберкулезных микобактерий 

(НТМБ) являются типичными сапрофитами. Однако все чаще в медицинской 

практике НТМБ вызывают инфекции, квалифицируемые как микобактериозы 

человека. Кроме того, с развитием современных методов диагностики пред-

ставители этой группы бактерий нередко регистрируются как возбудители 

имплант-ассоциированных и хронических инфекций [1, 2]. Наиболее уязви-

мой группой людей являются пациенты со сниженной иммунной компетент-

ностью в результате ВИЧ-инфекции, химиотерапии или иммуносупрессии, 

связанной с трансплантацией, а также с ранее перенесенными заболеваниями 

легких [3].   

Рядом исследователей показано, что природные антибактериальные 

пептиды способны ингибировать рост микробактерий за счет нарушения 

проницаемости клеточной стенки и последующего взаимодействия с внутри-

клеточными мишенями [4]. Антибактериальные пептиды варнерин и хоми-

нин, соответственно выделенные из сред роста Staphylococcus warneri DSMZ 

16081 и S. hominis ГИСК 284, обладают выраженной антибактериальной ак-

тивностью в отношении многих видов грамположительных бактерий [5, 6]. У 

некоторых представителей нетуберкулезных микобактерий была выявлена 

высокая чувствительность к данным бактериоцинам [6, 7].  

Целью настоящего исследования явилось изучение возможности инги-

бирования развития биопленок нетуберкулезных быстрорастущих микобак-

терий на примере M. smegmatis mc2 155 пептидами варнерином и хоминином. 

Материалы и методы  

Динамику роста биопленок бактерий M. smegmatis mc2 155 оценивали 

на двух средах:  LB (10 г триптона, 5 г дрожжевого экстракта, 6,4 г KCl на 1 л 

среды) и M63 (2 г (NH4)2SO4, 13,6 г KH2PO4, 0,5 г FeSO4∙7H2O на 1 л дистил-

лированной воды  с добавлением 0,2% глицерина и 1 мМ MgSO4). В качестве 

инокулята использовали суспензию бактерий, выращенных на среде LB в те-

чение 48 ч. Инокулят вносили в лунки планшетов до конечной концентрации 
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107 КОЕ/мл и инкубировали в течение 5 суток при 37оC. Для оценки общего 

прироста бактериальной культуры через 1, 2 и 5 суток культивирования био-

пленок измеряли оптическую плотность в лунке планшета при длине волны 

600 нм на спектрофотометре «Benchmark Plus» («Biorad», США).  

По истечении времени культивирования оценивали биомассу пленок 

(по связыванию кристаллического фиолетового) и количество живых клеток 

в биопленках (по интенсивности окрашивания солями тетразолия). Для этого 

через 5 суток культивирования планктонную культуру отделяли аспирацией, 

лунки планшета однократно промывали 10 мМ натрий-фосфатным буфером 

(ФБ, рН 7,2). Половину лунок с промытыми биопленками высушивали и 

окрашивали 0,1% раствором кристаллического фиолетового в течение 20 

мин, излишки красителя удаляли двукратной промывкой водой, а связавший-

ся краситель экстрагировали 96% этанолом в течение 30 мин. Биомассу пле-

нок оценивали по оптической плотности полученных экстрактов при 570 нм 

на спектрофотометре «Benchmark Plus» («Biorad», США). Вторую половину 

лунок с промытыми биопленками окрашивали 100 мкл раствора МТТ 

(«Sigma», США) с концентрацией 0,1 мг/мл, инкубировали 4 ч при 37оC, за-

тем раствор красителя удаляли и добавляли 100 мкл ДМСО. Количество жи-

вых клеток оценивали по оптической плотности полученных экстрактов при 

490 нм на спектрофотометре «Benchmark Plus»(«Biorad», США).  

Катионные пептиды варнерин и хоминин были выделены из сред роста 

соответственно S. warneri DSMZ 16081 и S. hominis ГИСК 284 согласно из-

вестным методикам [5, 6]. Влияние варнерина и хоминина на количествен-

ные показатели адгезии микобактерий исследовали на поверхности полисти-

роловых чашек Петри диаметром 40 мм («Медполимер», Россия) при сов-

местной инкубации клеток M. smegmatis mc2 155 с 0,1 мкг/мл пептида в среде 

LB течение 30 мин. По окончании инкубации удаляли жидкость с несвязав-

шимися клетками и чашки Петри трижды промывали бидистилированной 

водой. Количество сорбированных клеток оценивали с помощью микровизо-

ра μViso-103 («Ломо») после окрашивания 0,1%-ным раствором кристалли-

ческого фиолетового, просматривая не менее 10 полей зрения в каждой чаш-

ке при увеличении 1000 раз.  

Для определения ингибирующего действия варнерина и хоминина на 

формирование биопленок M. smegmatis mc2 155 производили серию двукрат-

ных разведений пептидов в жидкой среде LB в диапазоне концентраций 4-

250 мкг/мл в лунках 96-луночного плоскодонного полистиролового планшета 
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(объём среды в лунке 100 мкл). В качестве контроля использовали среду LB 

без добавления пептидов. Затем в лунки добавляли по 100 мкл суспензии 

бактерий до конечной концентрации 106 КОЕ/мл и культивировали в течение 

5 суток для формирования выраженных биопленок на поверхности полисти-

рола. Биопленки промывали 10 мМ ФБ (pH 7,2) и окрашивали раствором 

МТТ («Sigma», США) с концентрацией 0,1 мг/мл, который вносили по 100 

мкл в лунки планшета на промытые биопленки. Инкубировали при 37оС в те-

чение 14 ч, затем в каждую лунку добавляли 100 мкл лизирующего раствора: 

20% раствора твин-80 на 50%-ном этаноле. Инкубировали в течение 2 ч и из-

меряли оптическую плотность экстрактов при длине волны 570 нм на спек-

трофотометре Benchmark Plus (Biorad, США). Концентрацию пептидов, при 

которой наблюдали ингибирование биопленкообразования на 50% (БИК50) 

определяли по кривой, отражающей зависимость интенсивности образования 

биопленок от содержания пептидов в среде роста M. smegmatis mc2 155 (доза-

эффект) с помощью компьютерной программы GraphPad Prism 6.0.  

Морфологию образованных биопленок оценивали с помощью микро-

визора μViso-103 («Ломо») после экстрагирования красителя через 1, 3 и 5 

суток инкубации, просматривая не менее 10 полей зрения в каждой чашке 

при увеличении 1000 раз.  Морфология клеток M. smegmatis mc2 155 после 

культивирования в течение 72 ч в среде LB в полистироловых чашках Петри 

в присутствии варнерина (100 мкг/мл) была исследована с использованием 

атомно-силовой микроскопии (АСМ). Биопленки микобактерий трижды 

промывали стерильной деионизированной водой, фиксировали 2.5% глута-

ральдегидом в течение 1 часа, затем трижды отмывали водой и высушивали. 

Поверхность чашек Петри исследовали на микроскопе AFM Nano DST 

(«Pacific nanotechnology», США). Все представленные AСМ изображения яв-

ляются репрезентативными для большого количества полученных изображе-

ний. Клетки микобактерий, инкубированные в полистироловых чашках Пет-

ри в среде LB без пептидов в течение 72 ч, использовали в качестве положи-

тельного контроля.  

Результаты и обсуждение 

Хорошо известно, что благодаря высокой гидрофобности поверхностей 

клеток нетуберкулезные быстрорастущие микобактерии являются выражен-

ными биопленкообразователями [8]. Нами проведен сравнительный анализ 

роста биопленок M. smegmatis mc2 155 на поверхности полистирола на раз-

ных средах. Для этого использовали среду M63 с одним источником углерода 
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и энергии (глицерин) и богатую по составу среду LB. Как видно на рисунке 

1, прирост биомассы, включающей биомассу пленок и планктонной культу-

ры, на более богатой среде LB был почти в 2 раза выше, чем на минимальной 

среде M63 (рис. 1 А). Однако биомасса сформированных биопленок через 5 

суток культивирования на обеих средах отличались незначительно (рис. 1 Б). 

Количество живых клеток, выявленных в тесте с тетразолием, было немного 

выше при культивировании на среде LВ по сравнению со средой M63 (рис. 1 

Б).  

 

Рис.1.  Кривые роста бактерий M. smegmatis mc2 155 на средах M63 и LB. 
Обозначения: А) ось ординат – оптическая плотность при 600 нм (OD600, 

усл.ед.), ось абсцисс – время культивирования (сутки); красная линия – среда 

LB; синяя линия – среда M63. Обозначения: Б) правая ось ординат – биомасса 

биопленки (OD570, усл.ед.), левая ось ординат – количество живых клеток 

(OD490, усл.ед.), ось абсцисс – среды; белые столбики – биомасса биопленки 

после 5 сут; заштрихованные столбики – количество живых клеток после 5 сут. 

Можно предположить, что наличие нескольких источников углерода и 

энергии способствует росту планктонной части культуры, тогда как образо-

вание биопленок практически не зависит от среды.  

Ранее показана возможность полного подавления роста планктонных 

культур M. smegmatis mc2 155 в присутствии антибактериальных пептидов 

[7]. Низкомолекулярные пептиды, варнерин и хоминин, выделенные из сред 

роста коагулазонегативных стафилококков (S. warneri DSMZ 16081 и S. 

hominis ГИСК 284 соответственно), обладают широким спектром антибакте-

риальной активности, ограничивающейся только грамотрицательными бак-

териями [5, 6]. Выявлено их бактерицидное действие в отношении предста-

вителей микрофлоры кожи человека, включая различные виды стафилокок-

ков, в том числе антибиотикорезистентных [9], и бактерии Cutibacterium 

(Propionibacterium) acnes [10]. Кроме того, стафилококкцины варнерин и хо-

минин эффективно предотвращают бактериальную адгезию и развитие био-
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пленок коагулазонегативных стафилококков и С. acnes [9, 10]. Однако точ-

ный механизм ингибирующей активности для большей части чувствитель-

ных к пептидам бактерий остается до конца неясным.   

Так, ранее установлено, что минимальными ингибирующими концен-

трациями варнерина и хоминина для планктонных бактерий M.smegmatis 

mc2 155 являются 4 мкг/мл для обоих пептидов [7]. В связи с этим стафило-

коккцины варнерин и хоминин были исследованы в качестве агентов, подав-

ляющих адгезию и развитие биопленок M. smegmatis mc2 155 на поверхности 

полистирола. Как видно на рисунке 2 А, количество прикрепленных клеток в 

присутствии 0,1 мкг/мл пептидов снижается в 2-4 раза по сравнению с кон-

тролем. Проведенные исследования показали возможность существенного 

снижения бактериальной адгезии к поверхности полистирола, особенно в 

присутствии варнерина.  

 
Рис. 2. Адгезия и образование биопленок M. smegmatis mc2 155 на по-

верхности полистирола в присутствии варнерина и хоминина.  
 Обозначения: А) ось ординат – количество прикрепленных клеток (адгезия, 

кл/поле зрения),  белый столбик - контроль, красный столбик – варнерин; си-

ний столбик – хоминин; Б) ось ординат – жизнеспособные клетки (живые 

клетки, %), ось абсцисс – концентрация пептидов (мкг/мл); красная линия – 

варнерин; синяя линия – хоминин.  

Однако не всегда выявленный эффект катионных соединений реализу-

ется при длительном культивировании бактерий и может иначе сказываться 

на формировании зрелых биопленок. Так, при культивировании микобакте-

рий в течение 5 суток в присутствии пептидов снижение количества бактери-

альных клеток в прикрепленной к полистиролу биопленке происходило уже 

при концентрации пептидов равной 4 мкг/мл (1xМИК) (рис. 2 Б). При расчете 

БИК50 пептидов, установлено, что для варнерина это значение соответствует 

6,4±1,2 мкг/мл, а для хоминина близкое варнерину значение – 7,6±0,1 мкг/мл. 
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Известно, что морфология микобактерий существенно зависит от ста-

дии роста культур и от условий культивирования. Так, при визуализации раз-

вития биопленок микобактерий на полистироле в разные периоды времени 

обнаружено, что в закрепленном на поверхности состоянии бактерии растут 

в виде ветвящихся форм. Бактерии интенсивно разрастаются, занимая все 

большую площадь пространства (рис. 3 А-В).  

 

Рис. 3. Микрофотографии динамики развития биопленок M. smegmatis 

mc2 155 на поверхности полистирола в среде LB в присутствии 

антибактериальных пептидов.  
Обозначения: А – контроль, 1 сут; Б – контроль, 3 сут; В – контроль, 5 сут; Г – 

варнерин (100 мкг/мл), 1 сут; Д – варнерин (100 мкг/мл), 3 сут; Е – варнерин (100 

мкг/мл), 5 сут; Ж – хоминин (100 мкг/мл), 1 сут; З – хоминин (100 мкг/мл), 3 сут; 

И – хоминин (100 мкг/мл), 5 сут; 

В присутствии варнерина через сутки культивирования отмечались 

лишь единичные клетки на поверхности полистирола (рис. 3 Г), однако они 

не потеряли способности к делению и их количество со временем увеличива-

лось, хотя и оставалось значительно меньше, чем в контроле (рис. 3 Д и Е). В 

присутствии хоминина в первые сутки на поверхности полистирола было от-

мечено значительно большее количество адгезированных бактерий, чем с 

варнерином (рис. 3 Ж). Однако дальнейшая динамика формирования био-

пленки была аналогична процессам происходящим в присутствии варнерина 
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(рис. 3 З и И). Очевиден тот факт, что оба стафилококкцина приводили к по-

давлению развития бактериальных биопленок. 

 

Рис. 4. Атомно-силовая микроскопия биопленок M. smegmatis mc2 155 

на поверхности полистирола в среде LB в присутствии анти-

бактериального пептида варнерина (100 мкг/мл).   
 Обозначения: А - контроль, Б - в присутствии варнерина, стрелка указывает 

на образование везикул.  

При изучении ультраструктурных изменений клеток посредством 

атомно-силовой микроскопии показано, что в присутствии варнерина (рис. 4) 

происходит значительное усиление шероховатости поверхности клеток и ча-

стичная везикуляция клеточных оболочек, характерные для действия анти-

бактериальных катионных соединений [11].  

Заключение 

Таким образом, нами показано, что микобактерии легко формируют 

биопленки на гидрофобной поверхности полистирола независимо от источ-

ника питания. Однако адгезия и образование биопленок бактериями 

M. smegmatis mc2 155  может быть предотвращено антибактериальными пеп-

тидами стафилококков – варнерином и хоминином.  

Установлено, что изученные пептиды слегка отличались по проявляе-

мым эффектам. Так, варнерин более эффективно ингибировал адгезию и раз-

витие биопленок на первых этапах, тогда как хоминин оказывал более про-

должительный по времени эффект.  

Полученные результаты  свидетельствует о перспективах использова-

ния стафилококкцинов как в отношении других нетуберкулезных микобакте-

рий, так и патогенных туберкулезных видов. 

(Работа поддержана грантом РФФИ №18-34-00333_мол-а).  
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