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Цель. Проанализировать характер влияния синтетического пептида активного цен-

тра гранулоцитарно-макрофагального колониестимулирующего фактора (ГМ-КСФ) – ZP2 

на рост в жидкой питательной среде и биопленкообразование клинических штаммов энте-

робактерий in vitro.  

Материалы и методы. Опыты in vitro проведены на тест-штаммах Escherichia coli 

К12 (АТСС 25922) и Staphylococcus aureus 209Р (ATCC 6538-P), а также 24 клинических 

изолятах энтеробактерий, включая E. coli (n=12) и Klebsiella pneumoniae (n=12), выделен-

ных из гнойных ран у больных с синдромом диабетической стопы, отделяемого влагалища 

у женщин с миомой матки, желчи у больных с холециститом и холангитом. В эксперимен-

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

синтезаторе «Applied Biosystems 430A». Влияние разных концентраций данного пептида 

(3, 10, 30, 100 и 300 мкг/мл) на рост изученных штаммов бактерий в мясопептонном буль-

оне (МПБ) определялось путем динамического замера оптической плотности (OД) бакте-

риальных культур на 0, 2, 4, 6 и 24 часах и расчета Индекса ингибирования их роста. Вли-

яние пептида ZP2 (концентрация 10 мкг/мл) на формирование бактериями биопленок оце-

нивалось по модифицированной методике Stepanovic S. et al. [33].     

Результаты. На примере тест-штаммов E. coli К12  и S. aureus 209Р, а также кли-

нических штаммов E. coli и K. pneumoniae охарактеризованы дозо-зависимые эффекты и 

видоспецифические особенности действия синтетического пептида ZP2 на рост в МПБ 

изученных штаммов бактерий. Показана межвидовая и внутривидовая (штаммовая) вари-

абельность энтеробактерий (E. coli и K. pneumoniae) по их реакции на воздействие синте-

тического пептида ZP2 в виде изменения динамики в периодических культурах биомассы 

бактерий и способности микроорганизмов формировать биопленки.  
Заключение. Синтетический пептид активного центра ГМ-КСФ - ZP2 оказывает на 

рост энтеробактерий (эшерихии, клебсиеллы) в жидкой питательной среде разнонаправ-

ленное (преимущественно ингибирующее) действие, характер и выраженность которого 

зависят от концентрации вещества, таксономической принадлежности бактерий и фазы 

развития бактериальных культур, что необходимо учитывать при практическом примене-

нии препаратов, содержащих в своем составе указанный пептид (например, косметическо-

го средства «Ацеграм»).   

Ключевые слова: гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фак-

тор (ГМ-КСФ), активный центр, синтетический пептид, антибактериальная активность, E. 

coli, K. pneumoniae, S. aureus, рост, формирование биопленок.   

 

 



Бюллетень Оренбургского научного центра УрО РАН (электронный журнал), 2018, № 4 

DOI: 10.24411/2304-9081-2019-14011 2 

M.A. Dobrynina1, A.V. Zurochka1,2, Y.V. Tyapaeva3,4, Y.P. Belozertseva3,  

V.A. Gritsenko4 

EVALUATION OF THE EFFECT OF THE SYNTHETIC PEPTIDE OF THE ACTIVE 

CENTER OF GRANULOCYTE-MACROPHAGE COLONY-STIMULATING FACTOR - 

ZP2 ON THE GROWTH AND BIOFILM FORMATION OF CLINICAL ISOLATES OF 

ENTEROBACTERIA IN VITRO 

1 Institute of Immunology and Physiology UrB RAS, Ekaterinburg, Russia  
2 South-Ural State University (National Research University), Chelyabinsk, Russia  
3 Orenburg State Medical University, Orenburg, Russia  
4 Institute of Cellular and Intracellular Symbiosis UrB RAS, Orenburg, Russia  

Objective. Analyze the nature of the effect of the synthetic peptide of the active center of 

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) – ZP2 on growth in liquid nutrient 

medium and biofilm formation of clinical strains of enterobacteria in vitro. 

Materials and methods. In vitro experiments were performed on Escherichia coli K12 test 

strains (ATCC 25922) and Staphylococcus aureus 209P (ATCC 6538-P), as well as 24 clinical 

isolates of enterobacteria, including E. coli (n=12) and Klebsiella pneumoniae (n=12) , isolated 

from purulent wounds in patients with diabetic foot syndrome, vaginal discharge in women with 

uterine myoma, bile in patients with cholecystitis and cholangitis. In the experiments, the syn-

thetic peptide of the active site GM-CSF – ZP2, obtained on the “Applied Biosystems 430A” 

synthesizer, was used. The effect of different concentrations of this peptide (3, 10, 30, 100, and 

300 μg/ml) on the growth of the studied bacterial strains in the meat-peptone bouleon (MPB) 

was determined by dynamic measurement of the optical density (OD) of bacterial cultures at 0, 2, 

4, 6 and 24 hours and the calculation of the Index of inhibition of their growth. The effect of pep-

tide ZP2 (concentration 10μg/ml) on the formation of biofilms by bacteria was evaluated by the 

modified method Stepanovic S. et al. [33]. 

Results. Using the example of test strains E. coli K12 and S. aureus 209P, as well as clin-

ical strains of E. coli and K. pneumoniae, the dose-dependent effects and species-specific fea-

tures of the effect of the synthetic peptide ZP2 on the growth in the BCH of the bacterial strains 

studied were characterized. The interspecific and intraspecific (strain) variability of enterobacte-

ria (E. coli and K. pneumoniae) was shown in their response to the effect of the ZP2 syn-peptide 

as changes in the dynamics in periodic cultures of bacterial biomass and the ability of microor-

ganisms to form biofilms. 

Conclusion. The synthetic peptide of the active site GM-CSF - ZP2 has a multi-

directional (mainly inhibitory) effect on the growth of enterobacteria (Escherichia, Klebsiella) in 

a liquid nutrient medium; it is necessary to take into account in the practical application of prepa-

rations containing in their composition the indicated peptide (for example, cosmetic product 

“Acegram”). 

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

synthetic peptide, antibacterial activity, E. coli, K. pneumoniae, S. aureus, growth, biofilm for-

mation. 

  

Введение 

Энтеробактерии, в том числе эшерихии и клебсиеллы, принадлежат к 

потенциально патогенным микроорганизмам, входящим в состав кишечного 

микробиоценоза (как его ассоциативный компонент), и, одновременно, явля-

ются доминирующими этиологическими агентами эндогенных инфекционно-

воспалительных заболеваний разной локализации, включая нозокомиальные 



Бюллетень Оренбургского научного центра УрО РАН (электронный журнал), 2018, № 4 

DOI: 10.24411/2304-9081-2019-14011 3 

инфекции, в том числе послеоперационные инфекционные осложнения  [1-5]. 

По данным многочисленных исследований и заключению Всемирной Орга-

низации Здравоохранения (ВОЗ), указанные микроорганизмы часто обладают 

резистентностью к широкому спектру антибиотиков, что затрудняет эмпири-

ческий выбор адекватных лекарственных препаратов для стартовой терапии 

патологии, ассоциированной с этими возбудителями, и критически снижает 

ее эффективность [6-8].  

Такая ситуация побуждает создавать новые антибиотики и химиотера-

певтические средства антибактериальной направленности. Одним из пер-

спективных путей решения данной задачи является использование пептидов 

естественного или искусственного происхождения, которые проявляют ан-

тимикробную активность, в том числе в отношении антибиотикорезистентных 

штаммов микроорганизмов [9-12]. При этом некоторые антимикробные пеп-

тиды, помимо противобактериальной активности, могут обладать иммуномо-

дулирующими эффектами [13-15].  

Последнее в полной мере относится к синтетическому пептиду активно-

го центра гранулоцитарно-макрофагального колониестимулирующего фактора 

(ГМ-КСФ) – ZP2, учитывая, что данный пептид проявляет плейотропные эф-

фекты, обладая не только иммунотропными и репаративными свойствами, но 

и антимикробной активностью, в том числе в отношении грампозитивной 

кокковой флоры (микро- и стафилококки) [16-18]. О влиянии указанного 

синтетического пептида ZP2 на рост энтеробактерий известно гораздо мень-

ше, хотя в ряде экспериментальных работ показан его ингибирующий эффект 

на развитие тест-культур E. coli в жидкой питательной среде [19, 20], а также 

охарактеризована чувствительность клинических штаммов клебсиелл и неко-

торых неферментирующих грамнегативных бактерий (псевдомонады, ацине-

тобактеры) к новому косметическому средству «Ацеграм», содержащему в 

своей основе синтетический пептид ZP2 [21-24]. 

Кроме оценки ингибирующего воздействия указанного синтетического 

пептида на рост энтеробактерий, не менее интересным представляется изуче-

ние его влияния на способность данных микроорганизмов формировать био-

пленки, поскольку данное свойство относится к факторам персистенции и 

адаптации бактерий [25, 26], а его модификация может оказать влияние на 

течение инфекционно-воспалительного процесса.      

В этой связи целью настоящего исследования явился анализ характера 
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влияния синтетического пептида активного центра гранулоцитарно-

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

в жидкой питательной среде и биопленкообразование клинических штаммов 

энтеробактерий in vitro.  

Материалы и методы  

В работе использованы тест-штаммы Escherichia coli К12 (АТСС 25922) 

и Staphylococcus aureus 209Р (ATCC 6538-P), а также 24 клинических изолята 

энтеробактерий, включая E. coli (n=12) и Klebsiella pneumoniae (n=12), выде-

ленных из гнойных ран у больных с синдромом диабетической стопы, отделя-

емого влагалища у женщин с миомой матки, желчи у больных с холециститом 

и холангитом (из коллекции культур микроорганизмов ИКВС УрО РАН). Вы-

деление чистых культур микроорганизмов осуществляли общепринятыми ме-

тодами, а их видовую идентификацию проводили с использованием офици-

нальных биохимических наборов компании Erba Lachema s.r.o. (Чехия) [27, 28].  

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 [29].  

Изучение влияния in vitro синтетического пептида ZP2 на рост тест-

штаммов E. coli и S. aureus, а также клинических изолятов энтеробактерий 

осуществлялось путем инкубации бактериальных культур в течение 24 часов 

в микроячейках стерильной пластиковой планшеты в присутствии ZP-2. Для 

этого 25 мкл бактериальной взвеси, содержащей 5х108 КОЕ/мл, приготовлен-

ной из суточной агаровой культуры бактерий, и 25 мкл раствора с опреде-

ленной концентрацией ZP-2 (в контроле использовали 25 мкл изотонического 

раствора NaCl) инокулировали в микроячейки, содержащие 200 мкл мясо-

пептонного бульона (МПБ), с последующей инкубацией в термостате при 

37°С. Развитие бактерий в МПБ оценивалось по динамике оптической плот-

ности культуры (OД, усл. ед.), замеряемой в каждой микроячейке при длине 

волны (λ) 492 нм на Multiscan Accent (Thermo Labsystems, Финляндия). Из-

мерение ОД культур проводилось на 0 (исходный уровень), 2, 4, 6 и 24 часах 

инкубации. Каждый вариант опыта и контроля делался в трех повторностях с 

вычислением средних значений ОД.  

Для определения степени влияния ZP2 на рост бактериальных культур 
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рассчитывали Индекс ингибирования (ИИ) по формуле [30]: 

ИИ= OДк - OДо/OДк*100%, 

где ИИ – Индекс ингибирования (%); OДк и OДо – оптические плотно-

сти контрольной и опытной культур соответственно. Индекс ингибирования 

бактериальных популяций оценивался на 2, 4, 6 и 24 часах. Чувствительными 

считались штаммы при ИИ > 5%.  

Кроме того рассчитывали удельную скорость роста (µ, ч-1) бактерий в 

МПБ на разных этапах развития бактериальных культур (0-4 и 4-24 часа) по 

формулам [31]:  

µТ1-Т2= (LnOДТ2 – LnOДТ1)/(Т2-Т1), 

где µТ1-Т2 – удельная скорость роста (ч-1) бактерий на временном интер-

вале Т1-Т2 (час); LnOДТ1 и LnOДТ2 – натуральные логарифмы оптической 

плотности (ОД) бульонных культур на соответствующих часах инкубации во 

временных интервалах: 0-2, 2-4, 4-6 и 6-24 часа.   

Изучение влияния синтетического пептида ZP2 на биопленкообразова-

ние (БПО) клиническими штаммами энтеробактерий осуществлялось с по-

мощью "планшетного метода" с незначительными модификациями путем их 

выращивания в стерильной 96-луночной полистироловой планшете [32, по 

протоколу 33]. 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 5х108 

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 1% раствором кристаллвиолета (15 

мин при комнатной температуре), после чего лунки четырехкратно промыва-

ли дистиллированной водой (до ее полного просветления); для экстракции 

красителя из биопленок в лунки вносили по 200 мкл 96% этанола, выдержи-

вали 30 мин, а затем 150 мкл надосадка отсасывали микропипеткой и перено-

сили в чистую планшету для замера оптической плотности (OD) при длине 

волны 540 нм с помощью планшетного фотометра Multiscan ascent (Thermo 

Electron Co., China). Интенсивность окрашивания надосадка, рассчитанная пу-
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тем вычитания из значения OD (биопленка) значения OD отрицательного кон-

троля (лунка с МПБ без культуры бактерий), соответствовала степени био-

пленкообразования (БПО, усл. ед.) исследуемыми культурами энтеробактерий. 

Эксперименты делали в трех препаративных повторностях, высчитывая сред-

ние 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 и/или критерию 

Манна-Уитни – U [34, 35].  

Результаты и обсуждение  

Полученные в сравнительных экспериментах in vitro данные свидетель-

ствовали, что внесенный в жидкую питательную среду синтетический пептид 

активного центра ГМ-КСФ – ZP2 ингибировал рост изученных тест-штаммов 

бактерий – E. coli К12 (АТСС №25922) и S. aureus 209Р (ATCC №6538-P), до-

зо-зависимо снижая биомассу опытных культур в процессе развития бакте-

риальных популяций (рис. 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 1. Рост тест-штаммов E. coli К12 (А) и S. aureus 209P (Б) в МПБ (ОД, 

усл. ед.) при разной концентрации ZP2: 1 – 10 мкг/мл; 2 – 30 мкг/мл; 

3 – 100 мкг/мл; К – контроль.  
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При этом характер ингибирующего действия синтетического пептида 

ZP2 на рост изученных тест-штаммов бактерий зависел от вида микроорга-

низмов (табл. 1). Отличие, в частности, касалось динамики Индекса ингиби-

рования (ИИ, %) роста E. coli К12 и S. aureus 209P в процессе развития кон-

трольных и опытных культур: если у эшерихии максимальные значения ИИ  

регистрировались на 2 часах от начала культивирования (12,2-34,0%), а зате-

ем прогрессивно снижались, достигая к 24 часам минимальных значений 

(6,9-12,6%), то у золотистого стафилококка ИИ с 2 до 6 часов постепенно 

нарастал (с 2,3-12,0 до 11,4-25,7% соответственно), а затем к 24 часам сни-

жался (3,2-17,8%).  

Подобная закономерность наблюдалась вне зависимости от использо-

ванных концентраций синтетического пептида ZP2 и, скорее всего, была свя-

зана с видовыми особенностями строения клеточных стенок грамотрицатель-

ных и грамоположительных бактерий (E. coli и S. aureus), архитектоника и 

физико-химические свойства которых могут меняться на разных этапах раз-

вития периодических культур.        

Таблица 1.  Индекс ингибирования (ИИ, %) роста в МПБ E. coli К12 и S. aureus 209P 

на разных этапах развития культур в зависимости от  концентрации ZP2  

Концен-

трация  

пептида 

ZP2 

(мкг/мл) 

Индекс ингибирования (ИИ, %) пептидом ZP2 роста  

E. coli К12 и S. aureus 209P в МПБ на разных этапах развития культур  

E. coli К12 S. aureus 209P 

2 час 4 час 6 час 24 час 2 час 4 час 6 час 24 час 

3 мкг/мл 12,2±0,6* 10,4±0,3 9,2±0,7 6,9±0,3* 2,3±0,6 8,3±1,2 11,4±0,9 3,2±0,8 

10 мкг/мл 19,5±1,4* 14,1±1,1 12,0±0,8 10,4±0,3* 3,8±0,9 10,1±1,4 14,2±0,8 4,6±0,3 

30 мкг/мл 22,7±1,6* 18,9±0,9* 15,7±1,0 11,0±0,6* 5,4±1,5 13,0±0,9 17,4±0,8 7,8±0,6 

100 мкг/мл 26,2±0,8* 22,9±0,5* 19,3±0,7 12,4±1,1* 9,3±0,4 15,0±1,2 20,4±0,9 16,0±0,3 

300 мкг/мл 34,0±1,4* 32,8±0,5* 28,8±0,4* 12,6±1,0* 12,0±0,6 22,5±1,1 25,7±0,5 17,8±0,3 

Примечание: * - достоверные отличия между E. coli К12 и S. aureus 209P (p<0,05). 

Следует отметить, что на 6 часах культивирования значения ИИ роста E. 

coli К12 и S. aureus 209P существенно не отличались между собой в диапазоне 

концентраций пептида ZP2 3-100 мкг/мл, хотя в опытах с более высокой его 

концентрацией (300 мкг/мл) уровень ингибирование роста кишечной палочки 

был несколько выше, чем подавление золотистого стафилококка (28,8±0,4 

против 25,7±0,5%, p<0,05).  

Кроме того необходимо подчеркнуть, что для оценки влияния синтети-
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ческого пептида ZP2 на рост микроорганизмов (как эшерихий, так и стафило-

кокков) более предпочтительным временным интервалом является период 

развития культур с 2 до 6 часов, так как к этому времени нивелируются есте-

ственные «погрешности» в количестве инокулируемых бактерий, которые 

неминуемо сказываются на параметрах бактериального роста на начальных 

этапах культивирования.    

Биомасса бактерий (ОД) и ее динамика в периодической культуре явля-

ются производными от такой интегральной характеристики, как удельная ско-

рость роста микроорганизмов (µ, ч-1), которая изменяется на разных этапах разви-

тия бактериальных популяций в периодических культурах. Как видно из демонстра-

ционных графиков, представленных на рисунке 2, изменение удельной скорости ро-

ста в контрольных (без пептида ZP2) и опытных (с пептидом ZP2 в концентрациях 

10 и 100 мкг/мл) культурах изученных тест-штаммов бактерий (E. coli К12 и S. au-

reus 209P) имело определенные видоспецифические особенности.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 2. Удельная скорость роста (µ, ч-1) E. coli К12 и S. aureus 209P в МПБ     

на разных этапах развития культур в зависимости от концентрации 

пептида ZP2: К (синяя линия) – контроль; 1 (красная линия) – 10 

мкг/мл; 2 (коричневая линия) – 100 мкг/мл.  
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Так, на начальном этапе культивирования (0-2 час) удельная скорость 

роста (µ0-2) E. coli К12 в контроле была в 1,12-1,51 раза выше, чем в опытах с 

градиентом концентраций пептида ZP2 3-300 мкг/мл (0,62±0,04 против 0,55-

0,41 ч-1, p<0,05), однако уже на следующих временных интервалах развития 

культур (2-4 и 4-6 час) удельные скорости роста эшерихий в эксперименталь-

ных культурах не только выравнивались с показателями контрольных проб, но 

даже несколько их превышали (0,30-0,32 и 0,27-0,29 ч-1 против 0,29±0,01 и 

0,26±0,01 ч-1 соответственно, p>0,05). В то же время в экспериментах с S. au-

reus 209P удельная скорость роста золотистого стафилококка в опытных куль-

турах была снижена на всех начальных этапах развития (0-6 часов) в сравне-

нии с контролем, и особенно заметно – во временных интервалах 2-4 и 4-6 ча-

сов (соответственно на 7,5-14,9 и 7,3-14,4%). 

Характер выявленных особенностей влияния синтетического пептида 

ZP2 на рост тест-штаммов E. coli К12 и S. aureus 209P, помимо прочего, ука-

зывал на то, что клетки кишечной палочки, взятые из «стационарной» (су-

точной) агаровой культуры проявляли более выраженную чувствительность к 

антибактериальному действию данного пептида, чем клетки золотистого 

стафилококка.   

Учитывая известные данные об ингибирующем действии синтетическо-

го пептида ZP2 на способность клинических изолятов стафилококков образо-

вывать биопленки [36], важным представлялось оценить его влияние на био-

пленкообразование (БПО, усл. ед.) тест-штаммом E. coli К12.  

В серии специальных экспериментов in vitro было установлено, что  син-

тетический пептид ZP2 в диапазоне изученных концентраций (3-300 мкг/мл) 

дозо-зависимо снижал способность эшерихий формировать биопленки (рис. 3). 

Как видно из представленной на рисунке диаграммы, в опыте достоверное 

снижение биопленкообразования тест-штаммом кишечной палочки (на 10,3% 

от контроля, p<0,05) наблюдалось уже при концентрации синтетического 

пептида ZP2 10 мкг/мл, которое по мере увеличения в питательной среде 

концентрации пептида возрастало, достигая максимальных значений (сниже-

ние на 28,4%, p<0,05) при концентрации 300 мкг/мл.  

Анализ взаимосвязи уровня БПО эшерихиями с биомассой (ОД) мик-

роорганизмов на 24 часах показал прямую зависимость с относительно высо-

ким коэффициентом корреляции (r=0,89) между указанными параметрами 

бактериальных культур.   
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Рис. 3. Биопленкообразование (БПО, усл. ед.) тест-штаммом E. coli К12 

в зависимости от концентрации пептида ZP2: 1 – Контроль; 2 – 3 

мкг/мл; 3 – 10 мкг/мл; 4 – 30 мкг/мл; 5 – 100 мкг/мл; 6 – 300 

мкг/мл. * - достоверные отличия от контроля (p<0,05).   

На заключительном этапе исследования было решено изучить влияние   

синтетического пептида активного центра ГМ-КСФ – ZP2 в концентрации 10  

мкг/мл на рост и БПО клинических штаммов энтеробактерий (эшерихии и 

клебсиеллы). Выбор этой концентрации пептида ZP2 был обусловлен несколь-

кими моментами: во-первых, вышеприведенными результатами, указываю-

щими на то, что она является минимально, но достоверно действующей на 

тест-штамм E. coli К12; во-вторых, известными экспериментальными данными 

о влиянии этой концентрации пептида ZP2 на рост клинических штаммов ста-

филококков и их биопленкообразование [17, 20, 36]; в-третьих, имеющейся 

информацией о ее репарационном действии и эффективной иммунотропной 

активности в отношении разных иммунокомпетентных клеток [18, 21, 23]. 

Эксперименты in vitro показали, что синтетический пептид ZP2 в кон-

центрации 10 мкг/мл существенно подавлял рост к 4 и 6 часам инкубации 

примерно у половины (58,3 и 50,0% соответственно) клинических штаммов E. 

coli и у трети (33,3%) клинических изолятов K. pneumoniae (табл. 3). При этом 

Индексы ингибирования роста клинических штаммов энтеробактерий вне за-

висимости от изученных видов колебались в широком диапазоне (от -11,0 до 

+20,8%), что определяло низкие средние значения в изученных выборках изо-

лятов эшерихий и клебсиелл (3,0-3,5 и 1,8-2,4% соответственно) и, кроме того, 

 Контроль      3 мкг/мл        10 мкг/мл      30 мкг/мл     100 мкг/мл     300 мкг/мл 
 
 

100% 96,7% 

89,7% 
85,3% 82,5% 

71,6% 

БПО, усл. ед. 

* * 
* 

* 
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свидетельствовало о внутривидовом (межштаммовом) разнообразии энте-

робактерий по уровню их чувствительности к синтетическому пептиду ZP2.   

Таблица 3.  Показатели чувствительности клинических штаммов энтеробактерий к 

синтетическому пептиду ZP2 в концентрации 10 мкг/мл  

Анализируемые                    

показатели 

Показатели чувствительности энтеробактерий к  

пептиду ZP2 на разных этапах развития культур  

Escherichia coli (n=12) Klebsiella pneumoniae (n=12) 

4 час 6 час 4 час 6 час 

Диапазон ИИ (%)*;            

min – max 
-11,0 – 12,3 -12,4 – 20,8 -7,1 – 11,7 -6,5 – 11,8 

Среднее значение ИИ (%) 

в выборке штаммов 
3,5±1,8 3,0±2,4 1,8±1,6 2,4±1,5 

Доля чувствительных 

штаммов, % 
58,3±14,9 50,0±15,1 33,3±14,2 33,3±14,2 

Диапазон ИИ (%) в группе          

чувствительных           

штаммов; min – max 

5,0 – 12,3 5,0 – 20,8 5,1 – 11,7 5,1 – 11,8 

Среднее значение ИИ (%)  

в группе  чувствительных 

штаммов  

7,2±1,0 9,1±2,6 8,1±1,6 8,5±1,5 

Примечание: * - ИИ – индекс ингибирования роста бактерий (%). 

Анализ особенностей подавления синтетическим пептидом ZP2 роста 

штаммов энтеробактерий из группы чувствительных бактериальных изолятов 

(то есть тех, у которых ингибирующий эффект превышал 5%) показал, что 

средние значения ИИ роста клинических штаммов эшерихий и клебсиелл на 4-

6 часах между собой существенно не отличались (7,2-9,1 и 8,1-8,5% соответ-

ственно), но были в 1,32-1,98 раза ниже, чем аналогичные параметры тест-

штамма E. coli К12 (табл. 2).  

Наличие отрицательных значений Индекса ингибирования роста на 4 и 6 

часах, зафиксированные у небольшого числа изученных клинических штам-

мов эшерихий и клебсиелл (у 8,3±8,3%), указывало на то, что в использован-

ной концентрации (10 мкг/мл) синтетический пептид ZP2 способен оказывать 

не только ингибирующее, но и стимулирующее действие на отдельные клини-

ческие изоляты энтеробактерий. Аналогичный (стимулирующий) эффект син-

тетического пептида ZP2 ранее был описан при изучении его влияния на рост 

в жидкой питательной среде микрококка [16]. Подобное действие могут ока-
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зывать и иные антибактериальные вещества, например, лейкоцитарный кати-

онный пептид «Интерцид», в присутствии которого тест-штамм E. coli К12 

демонстрировал более высокий темп роста на ранних стадиях развития куль-

туры в сравнении с контролем [37].   

Таким образом, представленные данные свидетельствовали о том, что 

синтетический пептид активного центра ГМ-КСФ – ZP2 в относительно низ-

кой концентрации (10 мкг/мл) на 4 и 6 часах роста энтеробактерий в периоди-

ческих культурах оказывал на них ингибирующее действие, которому было 

подвержено от 33,3% изолятов клебсиелл до 58,3% штаммов эшерихий.   

При оценке влияния синтетического пептида активного центра ГМ-КСФ 

– ZP2 (в концентрации 10 мкг/мл) на способность клинических штаммов E. 

coli и K. pneumoniae формировать биопленки было установлено, что в изучен-

ных выборках бактериальных изолятов имеется 3 группы: 1 группа – штаммы, 

у которых наблюдалось снижение БПО больше, чем на 5% от контрольных 

значений; 2 – «индифферентные» штаммы, то есть без существенного измене-

ния у них этого показателя (отклонение от контроля менее 5%); 3 – штаммы, у 

которых БПО увеличивалось на 5% и более относительно контроля (рис. 4).  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 4. Структура штаммов E. coli (А) и K. pneumoniae по эффектам пептида 

ZP2  на  их  БПО:  белый сектор – ингибирование;  серый  сектор – 

индифферентность; заштрихованный сектор – стимулирование.  

Как видно из представленных на рисунке диаграмм, в выборках изучен-

ных клинических штаммов энтеробактерий размеры соответствующих групп 

изолятов и их соотношение между собой зависели от видовой принадлежности   
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микроорганизмов. Так, среди эшерихий группа штаммов, у которых синтети-

ческий пептид ZP2 подавлял образование биопленок, включала 33,3±14,2% 

изолятов, в то время как в выборке клебсиелл доля таких изолятов была в 1,5 

раза больше и составила 50,0±15,1%. Индифферентно реагирующие на пептид 

ZP2 штаммы среди клебсиелл встречались в 2 раза чаще, чем среди эшерихий 

(33,3±14,2 против 16,7±11,2%), тогда как доля штаммов, у которых увеличива-

лась БПО, была, наоборот, в 3 раза меньше, чем в выборке эшерихий (16,7±11,2 

против 50,0±15,1%, p<0,05).  

Эти данные указывают не только на внутривидовое (межштаммовое) раз-

нообразие клинических изолятов эшерихий и клебсиелл, но и на наличие выра-

женных межвидовых отличий энтеробактерий по их реакции (в данном случае в 

виде изменения у них способности формировать биопленки) на действие синте-

тического пептида ZP2, причины и механизмы которых предстоит выяснить в 

дальнейших исследованиях.  

Возможно, это каким-то образом связано с исходными различиями эше-

рихий и клебсиелл в способности к БПО, так как в контроле клебсиеллы фор-

мировали в 1,5 раза более выраженные биопленки, чем эшерихии (0,37±0,02 

против 0,25±0,05 усл. ед., p<0,05).  

Кроме того нами было замечено, что ингибирующий или стимулирую-

щий эффекты синтетического пептида ZP2 на способность эшерихий формиро-

вать биопленки зависели от исходных значений БПО клинических штаммов E. 

coli в контроле, о чем свидетельствовали относительно высокие коэффициенты 

корреляции между соответствующими показателями (r=0,89 и r=-0,74).    

Заключение 

Полученные результаты интересны в нескольких аспектах.   

Анализируя представленные сравнительные данные о влиянии синтети-

ческого пептида активного центра ГМ-КСФ – ZP2 (в диапазоне концентраций 

3-300 мкг/мл) на развитие бактериальных популяций тест-штаммов E. coli 

К12 и S. aureus 209P, необходимо подчеркнуть, что при общем дозо-

зависимом антибактериальном действии данного пептида на указанные мик-

роорганизмы имеются его видоспецифические особенности, которые отчет-

ливо выявляются при оценке динамики таких интегральных показателей, как 

Индекс ингибирования (%) и удельная скорость роста (ч-1) кишечной палочки 

и золотистого стафилококка в периодических культурах. Очевидно, выше-

описанные видовые/родовые отличия динамики указанных показателей, на 
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которые раньше мы уже обращали внимание при оценке действия синтетиче-

ского пептида ZP2 на музейные штаммы грампозитивных кокков разной ви-

довой принадлежности (Micrococcus luteus var. lysodeikticus, Staphylococcus 

epidermidis, Staphylococcus aureus) [16], обусловлены, с одной стороны, осо-

бенностями строения клеточных стенок кишечной палочки и золотистого 

стафилококка как грамотрицательного и грамположительного микроорга-

низмов, а с другой стороны, теми изменениями поверхностных структур (хи-

мический состав, степень гидрофильности/гидрофобности, архитектоника 

макромолекул и др.) бактерий, которые они претерпевают в процессе перио-

дического культивирования на разных этапах развития бактериальных попу-

ляций – от лаг-фазы до стационарной фазы [38-40].   

Иначе говоря, имеется определенная видоспецифичность ингибирую-

щего действия синтетического пептида активного центра ГМ-КСФ – ZP2 на 

микроорганизмы, которая не является его исключительной прерогативой, по-

скольку известно, что интерлейкин 26 способен подавлять рост S. aureus 

(ATCC 6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), некоторых штаммов E. 

coli и K. pneumoniae, но не Enterococcus faecalis [41], причем эффективная его 

концентрация в отношении E. coli была в 2,5 раза выше, чем в опытах с S. 

aureus. Кроме того в недавней работе с использованием IFN-β, спирали 4 как 

части молекулы IFN-β и ее синтетического аналога было показано их анти-

микробное действие на S. aureus, но не на грамотрицательные бактерии (в 

частности E. coli) [42].  

Наши результаты и имеющиеся немногочисленные литературные дан-

ные указывают на то, что некоторые цитокины и их активные центры в мак-

роорганизме выполняют не только иммунорегуляторную сигнальную функ-

цию (хотя, очевидно, она является ведущей), но и способны непосредственно 

участвовать в киллинге бактерий, формируя совместно с рядом хемокинов 

семейство киноцидинов, обладающих противомикробными свойствами [42].  

В этом плане интересны полученные данные об ингибирующем дей-

ствии синтетического пептида активного центра ГМ-КСФ – ZP2 на рост и 

биопленкообразование клинических штаммов энтеробактерий разной видо-

вой принадлежности, которые, с одной стороны, подтверждали его видо- и 

родоспецифические эффекты, а с другой – указывали на внутривидовую (ме-

жштаммовую) вариабельность эшерихий и клебсиелл по их реакции на воз-

действие указанного пептида.  
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Эти экспериментальные результаты дополняют ранее опубликованные 

данные [24] об ингибирующем влиянии синтетического пептида активного 

центра ГМ-КСФ – ZP2 (в составе косметического препарата «Ацеграм») на 

рост грамотрицательных бактерий, в том числе Pseudomonas aeruginosa, Aci-

netobacter baumannii и Klebsiella pneumoniae, и расширяет спектр клиническо-

го применения препаратов, включающих указанный пептид.  

(Работа выполнена по темам из Плана НИР ИИФ УрО РАН «Фармакологическая коррек-

ция нарушений физиологических функций»; Рег. № НИОКТР АААА-А18-118020690020-1,  

Рег. № ИКРБС  АААА-Б18-218122490065-4 и Плана НИР ИКВС УрО РАН «Эндогенные 

бактериальные инфекции: возбудители, факторы риска, биомаркеры, разработка  

алгоритмов диагностики, лечения и профилактики; № гос. рег. 116021510075)  
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