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В ходе изучения взаимоотношений между Staphylococcus aureus 209P и Kytococcus schroeteri H01 в со-
ставе бинарных биопленок было показано, что эти бактерии чувствительны к натрийуретическому
пептиду А-типа (НУП-А) в концентрации 6.5 × 10–10 M. Способность клеток этих бактерий к коаг-
регации и агрегации к поверхности также изменялись в присутствии гормона, при этом основные
изменения затрагивали начальную стадию адгезии при формировании биопленки. Изменения в
процессе агрегации клеток обеих бактерий косвенно подтвердились с помощью метода микробной
адгезии к растворителям (MATS), который выявил снижение сродства клеток к гексадекану – гид-
рофобному растворителю. Рассев на КОЕ бинарных сообществ показал доминирование КОЕ ста-
филококков, а клетки K. schroeteri составляли минорную часть биомассы. Однако их присутствие
влияло на агрегацию и действие, оказываемое НУП-А на микробное сообщество. K. schroeteri играл
в сообществе дуалистическую роль, с одной стороны, улучшая адгезию стафилококков, а с другой ‒
являясь их антагонистом в биопленке. Кроме того, K. schroeteri обеспечивал изменение в характере
действия НУП-А на S. aureus с нейтрального/стимулирующего на ингибирующий в бинарных сооб-
ществах.
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щества, микробиота кожи, предсердный натрийуретический пептид, гормоны человека, MATS
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Микробиота кожи ‒ сложное сообщество
микроорганизмов, включающее в себя сотни ро-
дов и видов, тесно взаимосвязанных друг с другом
и с организмом хозяина (Grice et al., 2009). Не-
смотря на значительные успехи в изучении мик-
робиоты человека, достигнутые в последние де-
сятилетия, практически ничего не известно о
том, каким образом микроорганизмы взаимодей-
ствуют друг с другом в сообществе. Также очень
мало сведений о регуляторной роли различных
соединений в отношении сообществ микроорга-
низмов.

Грамположительные кокки Staphylococcus aureus
и Kytococcus schroeteri являются компонентами мик-
робиоты кожи человека. S. aureus – это один из
наиболее изучаемых видов микроорганизмов, по-
скольку он является условным патогеном, спо-
собным вызывать различные заболевания, от отно-
сительно легких кожных инфекций, таких как акне,
фурункулез, флегмона, фолликулит, до тяжелых бо-
лезней, таких как пневмония, менингит, остеомие-
лит, эндокардит, инфекционно-токсический шок и
сепсис (Tong et al., 2015; Parlet et al., 2019). При этом,
у высокого процента населения золотистый стафи-
лококк присутствует в качестве компонента микро-
биоты, не вызывая при этом заболеваний (Balasu-
bramanian et al., 2017). K. schroeteri ‒ это слабо изу-
ченный компонент комменсальной микробиоты

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна по
doi 10.31857/S0026365622100251 для авторизованных поль-
зователей.
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кожи. Ранее данный микроорганизм относили к
микрококкам, однако по результатам молекуляр-
но-генетических и биохимических исследований
китококки были выделены в отдельное семейство
(Becker et al., 2002). Несмотря на малоизученность и
относительную безопасность данного микроорга-
низма, имеется достаточное количество сообщений
об инфекциях, вызываемых K. schroeteri, в частно-
сти, о клинических случаях эндокардита в резуль-
тате имплантации протеза клапана или шунтиро-
вания в сердце (Aepinus et al., 2008; Yousri et al.,
2010; Schaumburg et al., 2013).

Оба вида бактерий способны к формированию
биопленок в определенных микронишах на коже,
таких как полости желез, поверхности слизистых.
Биопленки представляют собой микробные со-
общества, погруженные во внеклеточный поли-
мерный матрикс, обеспечивающий находящимся
в нем клеткам защиту от неблагоприятных факто-
ров окружающей среды. Биопленки являются ос-
новной формой существования микроорганиз-
мов в природе, в том числе и на коже человека
(Ramasamy et al., 2019). Это особенно характерно
для сообщества микробиоты кожи, где физико-
химические условия просто не позволяют бакте-
риям расти в планктонной форме.

Исследования последних лет показывают, что
микробиота кожи играет важную роль в функци-
онировании кожи, иммунной системы человека,
тесно связана с системами гуморальной регуляции
(Blennow et al., 2011). Недавно было показано, что
гормоны, как компоненты систем гуморальной
регуляции человека, способны оказывать влия-
ние на микробиоту кожи. Это влияние может
быть результатом длительной коэволюции тела
человека и его микробных комменсалов (Lyte et al.,
2004). Натрийуретические пептиды (НУП) пред-
ставляют собой класс гормонов, регулирующих
многие физиологические процессы в организме
человека (обмен кальция, тонус сосудов и пр.;
Potter et al., 2009). В последнее время появляется
все больше данных о воздействии НУП и на некото-
рых представителей микробиоты человека (Gan-
nesen et al., 2018a; Louis et al., 2022). Кроме того, как
и в случае катехоламинов (Reading et al., 2006), мик-
роорганизмы потенциально могут иметь соб-
ственные рецепторные комплексы, взаимодей-
ствующие с НУП (Rosay et al., 2015).

В настоящее время актуален поиск соединений,
способных оказывать влияние на микроорганизмы
без прямого антибактериального воздействия, а
значит, не вызывающих развития резистентности.
К примеру, в косметологии растет интерес к по-
иску новых соединений, которые можно было бы
включить в состав косметических продуктов и
способных поддерживать микробный баланс кожи
человека. Такие соединения могут быть исполь-
зованы в будущем в качестве компонентов новых

антимикробных и антибиопленочных препара-
тов. В связи с этим, НУП привлекают особое вни-
мание в качестве влияющих на развитие бактерий
соединений. На сегодняшний день известны сле-
дующие НУП: предсердный натрийуретический
пептид (пептид А-типа, НУП-А), натрийуретиче-
ский пептид типа B, или мозговой (НУП-В),
типа С (НУП-С), типа D (НУП-D), а также уро-
дилатин.

Согласно уже опубликованным данным, НУП
оказывают действие на рост, вирулентность неко-
торых бактерий и формирование биопленок (Ve-
ron et al., 2007; Rosay et al., 2015; Gannesen et al.,
2018a; Bagelman, Zvigule-Neidere, 2021; Louis et al.,
2022). Ряд исследований демонстрирует, что НУП
оказывают наибольшее действие, главным обра-
зом, на биопленки, в меньшей степени ‒ на
планктонные культуры, что можно объяснить тем,
что внутри организма человека и на его поверхности
микроорганизмы существуют, в основном, в виде
мультивидовых биопленок (Ramasamy et al., 2019).
Было показано ингибирующее действие НУП-А и
НУП-С на моновидовые биопленки C. acnes и
S. aureus. Однако клетки C. acnes росли лучше в би-
нарной биопленке в присутствии обоих гормо-
нов. На основании этого можно заключить, что
НУП повышают конкурентные свойства C. acnes
в отношении стафилококка (Gannesen et al.,
2018a). По данным еще одного недавнего иссле-
дования, НУП-А предотвращает формирование
биопленок Pseudomonas aeruginosa и значительно
ускоряет дисперсию уже сформированных. Было
также показано, что НУП-А усиливает антибиоп-
леночное действие антибиотиков с разным меха-
низмом действия, вызывая почти полную дис-
персию биопленок (Louis et al., 2022). В другой
работе был продемонстрирован эффект, оказыва-
емый НУП-А и НУП-С на биопленки S. aureus и
S. epidermidis (Ганнесен и соавт., 2018; Gannesen
et al., 2018b). Полученные результаты свидетель-
ствуют о том, что действие НУП зависит от усло-
вий культивирования. При температуре 37°C рост
моновидовых биопленок S. epidermidis и S. aureus,
соответственно, стимулировался и ингибировал-
ся. При температуре 33°C эффект на оба
микроорганизмa менялся нa противоположный:
НУП ингибировали рост моновидовых биопле-
нок у S. epidermidis и стимулировали у S. aureus
(Ганнесен и соавт., 2018; Gannesen et al., 2018b).
Еще одно исследование показало эффект НУП-А
на моновидовые и бинарные биопленки C. acnes и
S. epidermidis. Показано, что НУП-А стимулируют
агрегацию C. acnes и метаболическую активность
клеток S. epidermidis. Также, НУП-А снижает ско-
рость роста S. epidermidis и стимулирует рост
биопленок C. acnes (Ovcharova et al., 2021).

Итак, НУП-А представляет значительный инте-
рес как регуляторное соединение, которое может
воздействовать на различные микробные сообще-
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ства, в особенности на сообщества, содержащие
представителей аэробных актинобактерий, эф-
фект данных соединений на которые практиче-
ски не изучен. Этот интерес также основан на по-
тенциальной возможности использования НУП в
качестве регулятора или ингибитора микробных
биопленок в качестве компонента комплексных
антимикробных препаратов (Louis et al., 2022).
Кроме того, малое количество данных о взаимо-
действии микроорганизмов друг с другом в сооб-
ществах, и, в частности, отсутствие таких данных
о S. aureus и K. schroeteri – потенциальных болез-
нетворных агентах, делает такие исследования
актуальными и востребованными.

Целью данной работы было изучение действия
НУП-А на моновидовые и бинарные биопленки
K. schroeteri и S. aureus.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Штаммы и культивирование. В работе были ис-
пользованы штаммы S. aureus 209P и K. schroeteri
H01. Штамм K. schroeteri H01 был выделен с кожи
человека, охарактеризован и протипирован ранее
(Журина и соавт., 2017; Boukerb et al., 2019). Куль-
туры хранили в пробирках с 5 мл полужидкой сре-
ды LB (“Диа-М”, Россия), с добавлением 0.4%
агара (“Диа-М”, Россия), под слоем стерильного
минерального масла. Для экспериментальной ра-
боты образцы биомассы выращивали на обога-
щенной клостридиальной среде (RCM) с 1.5%
агара при 33.5°C до образования колоний, как
описано ранее (Данилова и соавт., 2021). Среда
RCM была выбрана как наиболее подходящая для
выращивания изучаемых микроорганизмов
(Mart’yanov et al., 2021). Состав среды RCM, г/л:
дрожжевой экстракт – 13, пептон – 10, глюкоза – 5,
NaCl – 5, ацетат натрия – 3, крахмал – 1, гидро-
хлорид цистеина – 0.5; pH 6.8–7.0. Для получения
посевного материала биомассу колонии помеща-
ли в 50-миллилитровую коническую пробирку с
15 мл среды LB и инкубировали в течение 24 ч при
33.5°C и 150 об./мин.

Натрийуретический пептид. В работе использо-
вали НУП-А (“Alfa-Aesar”, США) с молекуляр-
ным весом 3080.47 г/моль. Для приготовления
стокового раствора пептида 1 мг гормона раство-
ряли в 1 мл стерильной MilliQ (MQ) воды до до-
стижения концентрации 1.623 × 10–4 M, раствор
хранили при ‒20°C, как описано ранее (Ovcharova
et al., 2021). Затем готовили серию десятикратных
разведений в стерильной воде MQ для использо-
вания в работе. Физиологическая концентрация в
плазме крови 6.5 × 10–12 M была выбрана в каче-
стве основной в данной работе ( Stepniakowski et al.,
1992; Yoshimura et al., 1994).

Рост моновидовых биопленок на тефлоновых ку-
биках. Эксперименты проводили по методике,

описанной ранее (Данилова и соавт., 2020, 2021).
После стерилизации пробирок со средой и кубика-
ми в пробирки вносили необходимое количество
гормона для достижения физиологической концен-
трации 6.5 × 10–12 M (Ф), а также 6.5 × 10–11 M
(10Ф), 6.5 × 10–10 M (100Ф) и 6.5 × 10–9 M (1000Ф)
и по 50 мкл заранее подготовленной клеточной
суспензии из посевного материала, имеющей оп-
тическую плотность (ОП) 0.5 при 540 нм. После
этого все пробирки, включая положительные и
холостые контроли, инкубировали в течение 24
или 72 ч при 33°C и 150 об./мин для получения
формирующихся и зрелых биопленок соответ-
ственно. Температура 33°C соответствует темпера-
туре участков кожи, на которых обитают данные
виды микроорганизмов (Ariyaratnam, Rood, 1990).
По завершении инкубации измеряли оптическую
плотность планктонных культур и экстрактов КФ
из биопленок.

Рост биопленок на стекловолоконных фильтрах.
В работе со стекловолоконными фильтрами ис-
следовали биопленки в двух модельных системах,
различающихся по полноте стадии первичной ад-
гезии (Kiseleva et al., 2022). В первой модельной
системе биопленки получали на фильтрах
(“Whatman”, Великобритания) класса GF/F диа-
метром 21 мм, помещенных на поверхность ага-
ризованной среды RCM на чашках Петри. Следо-
вательно, стадия первичной клеточной адгезии в
данной системе редуцирована. В основе второй
модельной системы лежал рост биопленок в про-
бирках с фильтрами, погруженными в жидкую
среду RCM. Инокулят засевали в жидкую среду,
таким образом, биопленки формировались из
планктонной культуры, и стадия начальной адге-
зии не была редуцирована.

Бактериальные суспензии доводили до ОП540 =
= 0.5 и 1 стерильным физиологическим раствором
(0.9% NaCl в дистиллированной воде). Культуры
с ОП = 0.5 использовали для изучения моновидо-
вых биопленок, а культуры с ОП = 1 смешивали в
равных пропорциях для получения бинарных со-
обществ. В первой модельной системе стериль-
ные фильтры помещали на агаризованную среду
RCM (20 мл) на чашки Петри с добавлением не-
обходимого количества НУП-А (контроль ‒ без
добавления). Затем 20 мкл бактериальной сус-
пензии помещали в центр каждого фильтра. Чаш-
ки инкубировали в течение 24 ч (формирующиеся
биопленки) и 72 ч (зрелые биопленки) при 33°C,
что соответствует температуре участков кожи, на
которых обитают данные виды микроорганизмов.

Во второй модельной системе 6 мл жидкой
среды RCM добавляли в толстостенные широко-
горлые пробирки и помещали внутрь фильтры
вертикально таким образом, чтобы они находились
на одном уровне, были полностью покрыты средой
и не соприкасались друг с другом. Затем в пробирку
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вносили необходимое количество НУП-А и 100 мкл
бактериальной суспензии (контроль ‒ без добав-
ления). Моновидовые и бинарные биопленки вы-
ращивали в течение 24 и 72 ч при 33°C. По истече-
нии инкубации один фильтр с биомассой биоплен-
ки использовали для определения метаболической
активности ее клеток, а другой фильтр использо-
вали для определения количества КОЕ и оценки
клеточной агрегации, как было описано ранее
(Kiseleva et al., 2022).

Оценка метаболической активности. Для оцен-
ки метаболической активности клеток применя-
ли методику окраски биопленок на фильтрах с
помощью 3-(4,5-диметил-2-тиазолил)-2,5-дифе-
нил-2-тетразолия бромида (MTT), как было опи-
сано ранее (Плакунов и соавт., 2016; Ovcharova et al.,
2021; Kiseleva et al., 2022). Фильтры с биомассой
биопленок окрашивали в течение 30 мин 3 мл
раствора 0.1% MTT в стерильной среде LB при
комнатной температуре. Затем фильтры отмывали
дистиллированной водой для удаления остатков
красителя. Экстракцию формазана проводили в
3 мл диметилсульфоксида (ДМСО) на каждый
фильтр. ОП раствора измеряли при λ = 540 нм.

Оценка количества КОЕ в биопленках. Филь-
тры с биомассой помещали в пробирки с 10 мл
стерильного физраствора, перемешивали стек-
лянной палочкой и встряхивали в течение 1 мин
для создания гомогенной суспензии, как описано
ранее (Ovcharova et al., 2021; Kiseleva et al., 2022).
Затем готовили серию разведений полученной
суспензии и помещали их на чашки Петри с ага-
ризованной средой RCM. Чашки инкубировали в
течение 48 ч при 33°C, после чего подсчитывали
число колоний и количество КОЕ в биопленке на
фильтре.

Оценка агрегации клеток. Агрегацию клеток в
биопленках оценивали микроскопическим мето-
дом, как описано ранее (Ovcharova et al., 2021;
Kiseleva et al., 2022). Суспензию фильтров с био-
массой, полученную в опытах с КОЕ, наносили
на предметное стекло, фиксировали и окрашивали
КФ. Анализ агрегации клеток проводили с помо-
щью светового микроскопа Jena (“Zeiss”, Германия)
при увеличении объектива 90×. Анализировали
размер агрегатов в клетках и соотношение одиноч-
ных клеток и агрегатов. Таким образом, предпола-
гали, сколько КОЕ потенциально произрастало
из одиночных клеток или из клеточных агрегатов.
Для каждого образца проводили визуальный кон-
троль максимально возможного числа полей зре-
ния, после чего делали не менее 5 фотографий
наиболее репрезентативных участков препарата,
на которых вели подсчеты.

Изучение свойств клеточной поверхности K. schro-
eteri и S. aureus. Для изучения потенциальных из-
менений в свойствах клеточной поверхности в
присутствии НУП-А был использован метод мик-

робной адгезии к растворителям (microbial adhe-
sion to solvents, MATS; Bellon-Fontaine et al., 1996).
Планктонные культуры выращивали в 25 мл жид-
кой среды RCM с добавлением или без добавле-
ния НУП-А в 250-миллилитровых конических
колбах, в которые вносили по 417 мкл инокулята с
ОП540 = 0.5 на колбу. Моновидовые бактериальные
культуры инкубировали при 33°C и 150 об./мин в
течение 24 ч. Затем суспензии дважды отмывали
физраствором и разбавляли до ОП400 0.8. В экспе-
риментах 2.6 мл суспензии переносили в химиче-
ски чистые стеклянные пробирки с резиновыми
пробками. Для определения преобладающих кис-
лотно-основных взаимодействий неполярные
растворители с одинаковыми ван-дер-ваальсовы-
ми свойствами поверхности использовали в паре
с полярными (хлороформ‒гексадекан и этилаце-
тат‒декан). В пробирки вносили по 0.4 мл поляр-
ного акцептора электронов по Льюису (хлоро-
форм) или донора электронов (этилацетат). В
другие пробирки, соответственно, вносили гексаде-
кан и декан. Использовали растворители производ-
ства “Merck” (Германия). Пробирки закрывали и
аккуратно встряхивали на шейкере в течение 1 мин.
Затем, после разделения фаз, измеряли ОП400 вод-
ной фазы. Сродство к растворителю определяли,
используя формулу (1 ‒ A/A0) × 100, где A – ОП400
водной фазы после встряхивания, A0 – ОП400 сус-
пензии перед встряхиванием. Эксперименты
проводили не менее чем в трех повторностях.

Конфокальная микроскопия и флуоресцентная
гибридизация in situ (FISH). Метод FISH исполь-
зовали для детекции S. aureus 209P в бинарном со-
обществе. Перед экспериментами определяли ве-
роятность ложноположительной гибридизации.
Для S. aureus использовали зонд 5'-GAA-GCA-
AGC-TTC-TCG-TCC-G-3' (“Синтол”, Россия),
меченный родамином R6G (Lawson et al., 2011).

Моновидовые и бинарные биопленки выра-
щивали в 24-луночных планшетах со стеклянным
дном, как описано ранее (Данилова и соавт., 2021).
В лунки планшетов вносили по 1 мл среды с добав-
лением гормона или без, после чего вносили сус-
пензию и культивировали при 33°C и 150 об./мин в
течение 24 или 72 ч. Выросшие биопленки фик-
сировали 1 мл 96% этанола в течение 20 мин. За-
тем этанол удаляли, биопленки, содержащие ста-
филококк, гибридизовали зондом по методике,
описанной ранее (Ovcharova et al., 2021), с изме-
нениями в составе гибридизационного буфера,
необходимыми для использованного зонда (Law-
son et al., 2011). После конечного отмывания все
образцы дополнительно красили универсальным
красителем SYTO9 Green (“Thermo”, США) в те-
чение 15 мин, как описано ранее (Kiseleva et al.,
2022). Отмытые от красителя образцы высушива-
ли и покрывали фиксирующей смолой Рrolong
Gold antifade mountant (“Thermo Fisher”, США)
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для защиты от быстрой потери свечения. План-
шеты оборачивали алюминиевой фольгой и хра-
нили в темноте при 4°C.

Визуализацию образцов проводили с помощью
конфокального микроскопа OLYMPUS FV3000
(Япония) с масляной иммерсией при увеличе-
нии объектива 60× (объектив UPLXAPO60XO
60.0X/1.518 Oil, N/A 1,42, U-DIC60). Для визуали-
зации использовали диодные лазеры 488 и 561 нм
для окрашенных SYTO9 и R6G образцов соответ-
ственно. Мощность лазеров составляла 10% от
максимальной. Анализ образцов слепым методом
и получение трехмерных изображений проводили
по принципу, описанному ранее (Kiseleva et al.,
2022) с интервалом по оси Z 0.36 мкм. Анализ
файлов с разрешением .oib осуществляли в про-
грамме ImageJ (NIH, США) с использованием
плагинов Bio-formats и Comstat2 (Университет
Копенгагена, Дания). Сначала файлы .oib кон-
вертировали в формат OME-TIFF без сжатия и
сохраняли в одном файле. Затем рассчитывали
параметр “занятая поверхность в слоях” для каж-
дого z-стека в каждом файле в Comstat2 с индиви-
дуальным порогом 1 и без фильтрации объема.
Для каждого образца проводили максимально
возможный визуальный анализ, после чего соби-
рали трехмерные изображения не менее чем пяти
наиболее репрезентативных полей зрения.

Статистическая обработка. Все эксперименты
проводили не менее чем в трех независимых по-
вторностях. Визуализацию данных проводили с
помощью пакета Microsoft EXCEL 2010. Стати-
стическую проверку проводили с помощью непа-
раметрического критерия Манна‒Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Рост моновидовых биопленок на тефлоновых ку-

биках. Вначале для определения общего действия
НУП-А на микроорганизмы проанализировали
диапазон концентраций НУП-А и их влияние на
моновидовые планктонные культуры и биопленки
K. schroeteri и S. aureus. Использовали физиологи-
ческую концентрацию 6.5 × 10−12 M в качестве ис-
ходной, а также три десятикратно увеличенные
концентрации для моделирования различных пато-
логических состояний организма человека. Было
показано, что после 72 ч инкубирования НУП-А не
оказывал значительного эффекта на рост планктон-
ной культуры и биопленок, как в случае с K. schroet-
eri, так и S. aureus (рис. 1). В случае К. schroeteri,
НУП-А оказывал слабый ингибирующий эффект
на планктонную культуру, проявлявшийся при
повышении концентрации гормона: при концен-
трации НУП-А 6.5 × 10−9 M ОП540 составляла 84.3 ±
± 6.8% от контроля (рис. 1а).

В случае S. aureus, физиологическая концентра-
ция усиливала рост биопленок до 122.6 ± 21.2% от

контроля, но эффект не был статистически зна-
чимым (рис. 1б). При повышении концентрации
выше физиологической стимуляция не наблюда-
лась. Также не было обнаружено эффекта на
планктонных культурах.

Тем не менее, ранее было показано, что
НУП-А оказывает различное действие на
биопленки в разных моделях (Ovcharova et al.,
2021; Mart’yanov et al., 2021; Gannesen et al., 2021).
Так, НУП-А в концентрации 6.5 × 10–10 M оказы-
вал значительный эффект на сообщество S. epi-
dermidis и C. acnes (Ovcharova et al., 2021). Таким
образом, несмотря на первичное отсутствие на-
блюдаемого эффекта, было решено использовать
концентрацию НУП-А 6.5 × 10–10 M для более глу-
бокого изучения вопроса о том, оказывает ли гор-
мон действие на сообщество S. aureus и K. schroet-
eri в других системах.

Рост биопленок на стекловолоконных фильтрах.
Биопленки выращивали на фильтрах в различных
системах, чтобы выявить, влияет ли НУП-А в
концентрации 6.5 × 10–10 M (100Ф) на биопленки
S. aureus и K. schroetri, и имеются ли различия в
формировании биопленок при наличии и в отсут-
ствии первичной адгезии соответственно (рис. 2).
Сначала в системе с редуцированной начальной
адрезией на чашках в контрольных образцах на-
блюдали увеличение числа КОЕ в контрольных
образцах с 8.1 × 108 ± 2.0 × 108 (24 ч) до 1.4 × 109 ±
± 8.3 × 108 КОЕ на фильтр (72 ч, рис. 2а). НУП-А
оказывал значительный стимулирующий эффект
на количество КОЕ после 24 ч инкубации (2.6 ×
× 109 ± 1.3 × 109 КОЕ на фильтр), однако после 72 ч
эффект становился незначительным. Метаболиче-
ская активность клеток в моновидовых биопленках
K. schroeteri не изменялась в зрелых биопленках
(72 ч) в присутствии НУП-А. После 24 ч инкуба-
ции, при этом, обнаружили значительное увели-
чение ОП экстрактов формазана в присутствии
гормона (от 3.5 ± 0.18 до 5.4 ± 0.9; рис. 2б).

Присутствие гормона в среде не оказывало
влияния на количество КОЕ в моновидовых
биопленках S. aureus ни после 24, ни после 72 ч
инкубации (рис. 2в). В целом, число КОЕ увели-
чивалось в зрелых биопленках (в контрольных
образцах с 1.3 × 109 до 5.2 × 109 КОЕ на фильтр). В
присутствии НУП-А после 24 ч инкубации на-
блюдали некоторое снижение числа КОЕ до 6 ×
× 107 ± 1.5 × 107 КОЕ на фильтр. Метаболическая
активность в присутствии НУП-А также не меня-
лась значительно ни после 24, ни после 72 ч инку-
бации по сравнению с контролем (рис. 2г). При
этом в целом ОП540 экстрактов формазана была
ниже, чем в образцах K. schroeteri (рис. 2г).

В бинарных биопленках при подсчете КОЕ
выявляли только колонии S. aureus, что свиде-
тельствовало, во-первых, об их конкурентном
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преимуществе перед K. schroeteri. После 24 ч ин-
кубации количество КОЕ под влиянием гормона
увеличилось до 1.3 × 109 ± 3.8 × 108 КОЕ на
фильтр, при контрольном значении 3.6 × 109 ± 1.2 ×
× 109 КОЕ на фильтр. После 72 ч эти значения со-
ставляли 5.1 × 109 ± 2.2 × 109 и 4 × 109 ± 1.2 × 109

соответственно (рис. 2д). НУП-А не оказывал
значительного эффекта на метаболическую ак-
тивность бинарных биопленок, однако ОП540 бы-
ла ближе к ее знасению у моновидовых биопле-
нок K. schroeteri (рис. 2е).

Следовательно, несмотря на видимое отсут-
ствие КОЕ китококков в бинарных биопленках,
изменения в значении ОП540 свидетельствует о том,
что потенциально китококки не были полностью
подавлены, однако их количество было суще-
ственно ниже, что не позволило эффективно вы-
явить их КОЕ.

Во второй модельной системе рост биопленки
шел из формирующейся параллельно планктон-
ной культуры и, соответственно, стадия первич-
ной адгезии клеток не редуцировалась. Это сказа-
лось на результатах. Показано, что число КОЕ в

Рис. 1. Действие различных концентраций атриального натрийуретического пептида (НУП-А) на моновидовые
планктонные культуры и биопленки K. schroeteri и S. aureus на тефлоновых кубиках: а – K. schroeteri 72 ч; б – S. aureus
72 ч. 1 – контроль; 2 – НУП-А 6.5 × 10–12 (Ф); 3 – НУП-А 6.5 × 10–11 (10Ф); 4 – НУП-А 6.5 × 10–10 (100Ф); 5 – НУП-А
6.5 × 10–9 (1000Ф).
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моновидовых биопленках K. schroeteri значитель-
но увеличивалось после 72 ч инкубации по срав-
нению с 24 ч в контроле (с 5.2 × 107 ± 2 × 107 до
1.2 × 108 ± 3.3 × 107 КОЕ на фильтр) (рис. 3а). В
присутствии НУП-А после 24 ч инкубации число
КОЕ увеличивалось до 1.2 × 108 ± 6.4 × 107, а после
72 ч – до 3.0 × 108 ± 1.7 × 108 КОЕ на фильтр. Меж-
ду тем метаболическая активность моновидовых
биопленок K. schroeteri значительно не менялась,
хотя в зрелых биопленках она была более чем вдвое
выше, чем в формирующихся. Kytococcus растет
медленнее, чем Staphylococcus, следовательно, при-
сутствие стадии первичной адгезии потенциально

могло увеличить время формирования биопленки,
что привело к различию в значениях ОП в биоплен-
ках после 24 и 72 ч. Эти различия не наблюдались на
чашках Петри (рис. 3б).

В моновидовых биопленках S. aureus число
КОЕ снижалось после 72 ч инкубации по сравне-
нию с формирующимися биопленками, а в кон-
трольных образцах составляло 1.6 × 108 ± 3.8 × 107

и 6.5 × 107 ± 2.2 × 106 КОЕ на фильтр после 24 и 72 ч
соответственно, что отличалось от данных для си-
стемы с редуцированной стадией адгезии. НУП-А
оказывал подавляющий эффект на количество
КОЕ в формирующихся биопленках и снижал это

Рис. 2. Действие НУП-А на моновидовые и бинарные биопленки K. schroeteri и S. aureus, выращенные на агаризован-
ной среде RCM: а – число КОЕ моновидовых биопленок K. schroeteri; б – метаболическая активность моновидовых
биопленок K. schroeteri; в – число КОЕ моновидовых биопленок S. aureus; г – метаболическая активность моновидо-
вых биопленок S. aureus; д – число КОЕ бинарных биопленок K. schroeteri и S. aureus; е – метаболическая активность
бинарных биопленок K. schroeteri и S. aureus. I – инкубация 24 ч; II – инкубация 72 ч. 1 – контроль; 2 – НУП-А
6.5 × 10–10 (100Ф). * p < 0.05.
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значение после 24 ч до 9.5 × 107 ± 2.2 × 107 КОЕ на
фильтр (рис. 3в). Метаболическая активность
биопленок S. aureus значительно не менялась, но
в целом она была ниже, чем в первой системе вслед-
ствие меньшего количества биомассы (рис. 3г).
Следовательно, можно предположить, что в фор-
мирующихся 24 ч биопленках клетки менее актив-
ны метаболически, или что каждая КОЕ содержит
меньшее число клеток, что требует подтверждения.

В бинарных биопленках K. schroeteri и S. aureus
с нередуцированной стадией первичной адгезии
также наблюдали преимущество в росте S. aureus.
Количество КОЕ S. aureus было на том же уровне,
что и в моновидовых биопленках, однако в при-

сутствии K. schroeteri ингибирующее действие
НУП-А после 24 ч пропадало (рис. 3д). Метаболи-
ческая активность клеток в бинарной биопленке
была несколько выше, чем в моновидовых биоплен-
ках S. aureus. Таким образом, можно предполагать,
что и в данной системе китококки не были пол-
ностью вытеснены (рис. 3е).

Число КОЕ в исследованиях биопленок может
быть не совсем точным параметром. Даже после
разрушения биопленки значительное число кле-
ток может оставаться в виде клеточных агрегатов,
что может искажать результат подсчета КОЕ.
Следовательно, метод подсчета КОЕ следует ком-
бинировать с анализом агрегации. Поэтому для

Рис. 3. Действие НУП-А на моновидовые и бинарные биопленки K. schroeteri и S. aureus выращенные на жидкой среде:
а – число КОЕ моновидовых биопленок K. schroeteri; б – метаболическая активность моновидовых биопленок K. schro-
etri; в – число КОЕ моновидовых биопленок S. aureus; г – метаболическая активность моновидовых биопленок
S. areus; д – число КОЕ в бинарных биопленках; е – метаболическая активность бинарных биопленок. I – инкубация
24 ч; II – инкубация 72 ч. 1 – контроль; 2 – НУП-А 6.5 × 10–10 (100Ф). * p < 0.05.
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уточнения результатов подсчета КОЕ использо-
вали анализ агрегации клеток с использованием
световой микроскопии. Для этого исследовали
агрегацию клеток в моновидовых и бинарных
биопленках, подсчитывали число агрегатов
отдельных клеток и количество клеток в агрегатах.
Вначале проанализировали биопленки на агари-
зованной среде RCM. K. schroeteri продемонстри-
ровал высокую степень агрегации в биопленках
(70% и больше), после 24 ч инкубации средний
размер агрегата в контрольных образцах был
6.8 ± 0.8 клеток, а после 72 ч он увеличился до
22.6 ± 8.4 клеток в контроле (рис. 4а, 4б, рис. S1,
S2). Таким образом, большая часть КОЕ в
биопленках китококков была представлена клеточ-
ными агрегатами, и можно говорить о том, что дли-
тельное культивирование K. schroeteri увеличивает
число трудноразрушаемых клеточных агрегатов.
НУП-А при этом не оказывал значительного влия-
ния на агрегацию. Следовательно, в системе с реду-
цированной начальной адгезией на чашках Петри
НУП-А стимулировал рост K. schroeteri в форми-
рующихся 24-часовых биопленках. Это следует из
одновременного отсутствия изменений в агрега-
ции и увеличения числа КОЕ. На зрелые
биопленки НУП-А не оказывал значимого эффек-
та, так как параметры были близки к значениям
контрольных образцов. Таким образом, вероятно,
присутствие гормона увеличивает рост биопленки
в начале культивирования и, потенциально, дис-
персию биопленки в стационарной фазе.

В случае S. aureus наблюдали практически рав-
ный вклад отдельных клеток и клеточных агрега-
тов в подсчет КОЕ. Уровень отдельных клеток в
контроле после 24 ч инкубации составлял 43.5% и
после 72 ч – 44.8% (pис. 4б). Размер агрегатов был
меньше, чем размер агрегатов, образованных
K. schroeteri (4.9 ± 1.4 после 24 ч и 4.3 ± 1 после 72 ч в
контроле; рис. 4г; рис. S1, S2). НУП-А незначи-
тельно влиял на уровень агрегации и размер агре-
гатов у стафилококков (pис. 4в, 4г; рис. S1, S2).
Таким образом, в системе с редуцированной адге-
зией действия гормона на S. aureus не наблюдали.

В бинарных биопленках K. schroeteri и S. aureus
соотношение между отдельными клетками и аг-
регатами в контроле после 24 ч инкубации было
близко к равновесному, в то время как после 72 ч
равновесие сместилось в сторону агрегатов (68%;
pис. 4д). Размер агрегатов также значительно уве-
личился в контрольных образцах в течение вре-
мени созревания биопленки (с 3.3 ± 0.3 до
5 ± 1.5 клеток; pис. 4е). НУП-А увеличивал долю
агрегатов в биопленке после 24 ч с 54.2 ± 6.7 до
68.8 ± 5.5% и средний размер с 3.2 ± 0.3 до
7.1 ± 1.8 клеток. Таким образом, увеличение агре-
гации в суточном микробном сообществе в систе-
ме с редуцированной стадией адгезии на чашках
Петри может быть причиной уменьшения числа
КОЕ. Кроме того, размер агрегатов в бинарных

биопленках был схож с таковым в биопленках ста-
филококков. В зрелых биопленках эффекта гор-
мона в данной системе не наблюдали. Также, уве-
личение агрегации в суточных бинарных
биопленках позволяет предполагать, что потен-
циально НУП-А усиливал рост и деление клеток.

При изучении агрегации клеток в биопленках
на жидкой среде RCM с полным циклом стадий
адгезии были получены следующие результаты. В
контрольных образцах биопленок возрастом 24 и
72 ч доля агрегатов и отдельных клеток была прак-
тически одинаковой ‒ примерно 50% (pис. 5а). До-
бавление НУП-А слегка сдвигало баланс в сторону
агрегатов в биопленках возрастом 24 ч, а в зрелых
биопленках эффекта не наблюдали. Размер агре-
гатов в моновидовых биопленках K. schroeteri по-
сле 24 ч увеличивался в присутствии гормона до
5.5 ± 0.7 клеток (в контроле 3.9 ± 0.4; рис. 5б), в то
время как в зрелых биопленках возрастом 72 ч он
не менялся в присутствии НУП-А (4‒4.5 клетки
на агрегат). Эти результаты являлись статистиче-
ски значимыми.

В моновидовых биопленках S. aureus после 24 ч
доли клеток и клеточных агрегатов были практи-
чески равными, а гормон не оказывал влияния на
этот баланс (pис. 5г), однако в зрелых биопленках
присутствовали по большей части только отдель-
ные клетки как потенциальные КОЕ (62.4 ± 6.6%).
Добавление НУП-А увеличивало эту долю до 76.7 ±
± 2.8%. Гормон также несколько стимулировал
агрегацию в биопленках S. aureus после 72 ч инкуба-
ции (2.4 ± 0.3 – контроль; 3.0 ± 0.3 – в присутствии
НУП-А). Таким образом, изменения в числе КОЕ
(pис. 3в) в зрелых биопленках стафилококков не
были связаны с несколько большими размерами
клеточных агрегатов или большим количеством
клеток. Следовательно, несмотря на отсутствие
визуально наблюдаемых изменений в подсчете
КОЕ, в реальности, судя по всему, имели место
глубокие изменения в агрегации клеток в зрелых
биопленках S. aureus.

В бинарных биопленках S. aureus также оказы-
вал большее влияние на микробное сообщество.
Наблюдалось преобладание отдельных клеток над
агрегатами в течение времени инкубирования (63.4
и 67.5% в контроле), несмотря на тот факт, что до-
ля агрегации в моновидовых биопленках была
выше. Таким образом, агрегация клеток двух ви-
дов в системе с нередуцированной стадией пер-
вичной адгезии была слабой. Количество клеток
под воздействием НУП-А увеличилось до 77 ± 6%
после 24 ч и не менялось поле 72 ч. Размер агрега-
тов не менялся и был близок к таковому в моно-
видовых биопленках S. aureus.

В модели, где начальная стадия адгезии не ре-
дуцирована, НУП-А в суточных бинарных сооб-
ществах ведет себя как ингибитор агрегации. В то
же время, если начальный этап агрегации отсут-
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ствует, в целом агрегация стимулируется. Следова-
тельно, можно утверждать, что основной точкой
действия НУП-А является процесс коагрегации
клеток и потенциальные изменения свойств по-
верхности и деления клеток. Также НУП-А дей-
ствует в качестве ингибитора роста S. aureus в моно-
видовых биопленках в системе с нередуцированной
первичной адгезией. Таким образом, полученные
данные также говорят о важности агдезии клеток
к поверхностям и потенциальном действии на
этот процесс НУП-А.

Изучение свойств клеточной поверхности K. schro-
eteri и S. aureus. Физико-химические характери-
стики клеточной поверхности микроорганизмов
оказывают значительное влияние на их адгезию к
субстратам и поверхностям. Результаты, получен-
ные по методике MATS показали, что в контроль-
ных образцах клетки K. schroeteri имеют невысокое
сродство к декану и высокое к хлороформу: 28.6 ±
± 6.9 и 62.7 ± 7.5% соответственно (pис. 6а). Вы-
сокое сродство к хлороформу предполагает, что
клеточная поверхность преимущественно элек-

Рис. 4. Анализ агрегации клеток в моновидовых и бинарных биопленках K. schroeteri и S. aureus, выращенных на плот-
ной среде RCM: а – соотношение клеток и агрегатов в моновидовых биопленках K. schroeteri, %; б – размер клеточных
агрегатов в моновидовых биопленках K. schroeteri; в – соотношение клеток и агрегатов в моновидовых биопленках
S. aureus, %; г – размер клеточных агрегатов в моновидовых биопленках S. aureus; д – соотношение клеток и агрегатов
в бинарных биопленках, %; е – размер клеточных агрегатов в бинарных биопленках. I – инкубация 24 ч; II – инкуба-
ция 72 ч. А – агрегаты клеток; Б – одиночные клетки. 1 – контроль; 2 – НУП-А 6.5 × 10–10 (100Ф). * p < 0.05.
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троотрицательная. Также клетки K. schroeteri об-
ладали средними гидрофобными свойствами, что
было видно по измерению афинности к гидрофоб-
ным растворителям. Сродство клеток K. schroeteri
к гексадекану было наименьшим. Добавление
НУП-А не оказывало значимого эффекта на срод-
ство клеток китококков ко всем растворителям,
кроме гексадекана, в случае которого наблюдали
понижение и без того низкого сродства (с 12 ± 2.6
до 7.2 ± 2.5%).

Клетки S. aureus также обладали высоким
сродством к хлороформу (69.2 ± 5.4%) и средним ‒

к декану (46.5 ± 1.8%) и гексадекану (47.1 ± 7.4%),
что говорит об электроотрицательности клеточной
поверхности стафилококка (по классификации
кислот и оснований Льюиса) и средней гибро-
фобности (рис. 6б). Сродство клеток к этилацета-
ту при этом было довольно низким. Добавление
НУП-А к среде не оказывало значительного эффек-
та в случае хлороформа и этилацетата, но понижало
сродство к декану и гексадекану до 43.4 ± 4.7 и
28.2 ± 6.1% соответственно. Это свидетельствует
о снижении гидрофобности клеток S. aureus в
присутствии НУП-А и, как следствие, о потенци-

Рис. 5. Анализ агрегации клеток в моновидовых и бинарных биопленках K. schroeteri и S. aureus, выращенных на жид-
кой среде: а – соотношение клеток и агрегатов в моновидовых биопленках K. schroeteri, %; б – размер клеточных агре-
гатов в моновидовых биопленках K. schroeteri; в – соотношение клеток и агрегатов в моновидовых биопленках S. au-
reus, %; г – размер клеточных агрегатов в моновидовых биопленках S. aureus; д – соотношение клеток и агрегатов в
бинарных биопленках, %; е – размер клеточных агрегатов в бинарных биопленках. I – инкубация 24 ч; II – инкубация
72 ч. А – агрегаты клеток; Б – одиночные клетки. 1 – контроль; 2 – НУП-А 6.5 × 10–10 (100Ф). * p < 0.05.
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ально сниженной способности к адгезии к гидро-
фобным поверхностям, а также клеток друг к другу.
Более того, изменения происходили в паре рас-
творителей хлороформ‒гексадекан, что позволяет
предположить изменение в структурах, обладаю-
щих определенным значением сил Ван-дер-Вааль-
са. Тем не менее, возникает вопрос о том, почему
в присутствии гормона влияния на рост биопле-
нок не отмечено в системе с тефлоновыми куби-
ками. Вероятное объяснение этого – наличие не-
ких структур, которые дополнительно отвечают
за адгезию к носителям вроде тефлона. Эта гипо-
теза спекулятивна и должна быть проверена в
дальнейшем.

Таким образом, поскольку по результатам ра-
боты S. aureus являлся доминирующим компо-
нентом сообщества, снижение степени сродства к
гексадекану в присутствии НУП-А именно у кле-
ток стафилококка могло являться одной из ос-

новных причин изменений в росте бинарных
биопленок.

Конфокальная микроскопия бинарных биопле-
нок. Ввиду специфичности использованного в
данной работе конфокального микроскопа Olym-
pus и расширения получающихся файлов, было
проанализировано общее число пикселей в каждом
файле формата OME-TIFF, полученном из образ-
цов. В данной системе биопленки были образованы
планктонными клетками на плоской и гладкой
стеклянной поверхности 24-луночных культураль-
ных планшетов. В моновидовых биопленках не бы-
ло обнаружено значимого эффекта НУП-А на их
рост ни после 24 ч, ни после 72 ч инкубации. В об-
разцах S. aureus была обнаружена незначительная
тенденция к стимуляции после 24 ч и к ингибиро-
ванию после 72 ч, что позволяет предположить
ускорение роста биопленки в присутствии НУП-А
(рис. 7в), однако этот эффект был статистически
незначимым. Визуализация биопленок приведе-
на в приложении (рис. S3 и рис. S4). Несмотря на

Рис. 6. Изменения сродства к полярным и неполярным растворителям: а – K. schroeteri; б – S. aureus. 1 – контроль; 2 –
НУП-А 6.5 × 10–10 (100Ф). CH – хлорофом; EA – этилацетат; DE – декан; HD – гексадекан. * p < 0.05.
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отсутствие значимых эффектов НУП-А на моно-
видовые биопленки, интересные данные для этой
модельной системы были получены в бинарном
сообществе (pис. 7д, 7е). Из анализа изображений
видно, что S. aureus действительно являлся доми-
нирующим компонентом сообщества, составляя
не менее 60% биомассы. Это выглядит логичным
ввиду более высокой скорости роста стафилокок-
ка, а также учитывая тот факт, что при проведе-
нии FISH зачастую детектируются не все клетки.
В то время как в формирующихся биопленках воз-
растом 24 ч (рис. 7д) эффект гормона отсутствовал,
в зрелых биопленках возрастом 72 ч (рис. 7е) под
действием НУП-А значительно снижалось число
пикселей в обоих каналах (в зеленом ‒ с
12148054.7 ± 698390.7 до 8906087.8 ± 710370.1; в
красном ‒ с 8070882.8 ± 522088 до 6312657.2 ±
± 767297.9). Это можно объяснить, во-первых,
особенностями модельной системы, а во-вторых,
сниженной способностью S. aureus к агрегации
после 72 ч (рис. 5в). Поскольку S. aureus, по-видимо-
му, является доминирующим видом в сообществе,

его способность к агрегации могла быть ключевой
для стабильности всего сообщества. Таким образом,
результаты КЛСМ, при сопоставлении их с другими
данными, позволяют установить, что свойства кле-
точной поверхности и адгезия могут быть основ-
ными точками действия НУП-А на эти виды мик-
роорганизмов.

В настоящее время известно, что натрийурети-
ческие пептиды являются аффекторами микроб-
ных сообществ. В предыдущих работах отмечено,
что НУП способны выступать в качестве регуля-
торов различных процессов в клетках микроорга-
низмов, а также в качестве улучшителей роста для
отдельных компонентов микробного сообщества
(Rosay et al., 2015; Ганнесен и соавт., 2018;
Ovcharova et al., 2021). Было показано, что НУП-А
оказывает эффект на P. aeruginosa, действуя в ка-
честве разрушающего биопленки агента и усиливая
действие антибиотиков (Louis et al., 2022). Установ-
лено, что в исследованных на сегодняшний день
бинарных сообществах микроорганизмов НУП-А

Рис. 7. Пиксельный объем биопленок, измеренный с помощью КЛСМ: а – моновидовые биопленки K. schroeteri 24 ч;
б – моновидовые биопленки K. schroeteri 72 ч; в – моновидовые биопленки S. aureus 24 ч; г – моновидовые биопленки
S. aureus 72 ч; д – бинарные биопленки 24 ч; е – бинарные биопленки 72 ч. 1 – контроль; 2 – НУП-А 6.5 × 10–10 (100Ф).
S – окраска бинарных биопленок SYTO9; R – окраска бинарных биопленок R6G. * p < 0.05; ** p < 0.01.
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ускоряет рост более “безопасных” бактерий в
противовес более “вредным”. Это касается улуч-
шения роста C. acnes или S. epidermidis относи-
тельно золотистого стафилококка (Gannesen et al.,
2018a, Ганнесен и соавт., 2018б). В случае C. acnes,
рост данных бактерий в присутствии НУП-А также
улучшался в сообществе с S. epidermidis (Ovcharo-
va et al., 2021).

Во впервые исследованном сообществе K. schro-
eteri H01 и S. aureus 209P не наблюдали столь вы-
раженного эффекта от гормона, какой наблюдался,
например, для сообщества S. epidermidis и C. acnes
(Ovcharova et al., 2021). По результатам предыдущих
исследований, тем не менее, можно было предполо-
жить, что концентрация НУП-А 6.5 × 10–10 M может
быть эффективной и в отношении других модель-
ных сообществ микроорганизмов кожи. В данной
работе было показано, что НУП-А не оказывает
сильного действия на рост биопленок или планк-
тонных культур в определенных модельных си-
стемах (например, на тефлоновых кубиках), но
способен изменять свойства клеточной поверх-
ности и процессы агрегации биопленок, что мож-
но выявить лишь проведением более глубоких ис-
следований с использованием других моделей.
Снижение сродства к гексадекану в присутствии
НУП-А привело к частичному снижению гидро-
фобности клеток обоих микроорганизмов и, как
следствие, к потенциальному снижению сродства
клеток данных штаммов к носителю и друг к другу в
случае S. aureus. Это было показано в системах,
где биопленки формировались из планктонных
культур, и стадия первичной адгезии не была ре-
дуцирована. При этом добавление НУП-А стиму-
лировало рост K. schroeteri, и способность к коад-
гезии у китококков не снижалась даже из-за более
низкого сродства к гексадекану. Будучи микроор-
ганизмом с изначально более низкой скоростью
роста, K. schroeteri не мог оказать значимого вкла-
да в общую биомассу биопленок. Тем не менее,
присутствие китококков меняло эффект НУП-А
на бинарные биопленки. Например, в системах с
нередуцированной стадией первичной адгезии
K. schroeteri снижал ингибирующий эффект НУП-А
на S. aureus (потенциально из-за свойств его кле-
точной поверхности). Кроме того, в присутствии
Kytococcus размер агрегатов в бинарных сообще-
ствах был выше, чем в моновидовых биопленках
S. aureus. Однако в самой биопленке имел место
антагонизм между двумя бактериями. НУП-А ин-
гибировал рост стафилококков в присутствии кито-
кокков в сообществе, что было показано в модели
со стекловолоконными фильтрами, в которой ста-
дия первичной адгезии была редуцирована, а так-
же с помощью конфокальной микроскопии.

Таким образом, в исследованном бинарном со-
обществе наблюдали амбивалентную роль K. schro-
eteri. С одной стороны, китококки положительно
влияют на адгезию S. aureus, а с другой стороны,
“переключают” действие НУП-А на сообщество
со стимулирующего на ингибирующее. Таким об-
разом, Kytococcus может рассматриваться в каче-
стве потенциального пробиотика для кожи, уси-
ливающего антибактериальные свойства разных
соединений против оппортунистических патогенов,
таких как S. aureus. Что касается НУП-А, несомнен-

но, изменение свойств клеточной поверхности мо-
жет быть одним из результатов комплексного моле-
кулярного механизма действия НУП-А на клетки.
Если у бактерий имеются рецепторы к НУП-А (что
было недавно показано в работе Louis et al., 2022),
то его действие на бактерии может быть построе-
но на индуцировании целого каскада внутрикле-
точных реакций. В случае P. aeruginosa НУП-А яв-
ляется стимулятором дисперсии зрелых биопленок.
В нашем случае можно предположить наличие тако-
го же воздействия как минимум на S. aureus, в случае
которого, в определенных ситуациях, меньшее
количество биомассы и меньшее число клеточ-
ных агрегатов обнаруживалось в биопленках че-
рез 72 ч. Однако данные гипотезы требуют под-
тверждения более глубокими исследованиями в
будущем.

Говоря о поверхностных свойствах клеток и их
изменениях, вызванных добавлением гормона, не-
обходимо отметить, что эти изменения, возможно,
касаются только определенных поверхностных
структур, поскольку в опытах с тефлоновыми куби-
ками изменений в окраске КФ, а, следовательно, в
общем объеме биомассы, не наблюдали. Это мо-
жет быть также объяснено гипотетическим изме-
нением количества матрикса в биопленках, что,
однако, требует подтверждения в будущем. Тем
не менее, по результатам работы уместно поставить
вопрос об эффективности окрашивания кристал-
лическим фиолетовым в качестве универсального
метода скрининга первичных активных соеди-
нений.

Резюмируя, необходимо отметить, что в дан-
ной работе было впервые продемонстрировано
действие НУП-А на сообщества S. ureus и K. schro-
eteri. Механизм действия НУП-А, по-видимому,
связан преимущественно с изменениями адгезив-
ных свойств клеток. Также необходимо подчерк-
нуть дуалистическую роль K. schroeteri. Можно
предположить, что эти бактерии могут использо-
ваться в качестве потенциального кожного про-
биотика, усиливающего ингибирующее действие
НУП-А на S. aureus. Эти свойства делают в будущем
НУП-А и K. schroeteri перспективными агентами для
лечения кожи и поддержания ее гомеостаза. Однако,
в связи с относительно большим количеством отме-
ченных случаев воспалений имплантов, вызванных
K. schroeteri, необходимо учитывать все свойства ки-
тококков для работы с ними в качестве пробиоти-
ков в будущем.
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Abstract—Investigation of the interactions between Staphylococcus aureus 209P and Kytococcus schroeteri H01
in binary biofilms revealed the sensitivity of these bacteria to the atrial natriuretic peptide (ANP) in a con-
centration of 6.5 × 10–10 M. In the presence of ANP, affinity of both bacteria to hexadecane decreased sig-
nificantly, as was determined by MATS (microbial adhesion to solvents) experiments. Their ability to aggre-
gate with each other and on the surface also altered in the presence of the hormone, affecting mainly the ini-
tial adhesion stage in biofilm formation. Plating of the binary communities revealed that they consisted
mostly of staphylococci, while K. schroeteri constituted the minor part of the cell biomass. They, however, af-
fected cell aggregation and the ANP effect on the community. K. schroeteri played a dualistic role, both facil-
itating S. aureus adhesion and acting as its antagonist in the biofilm. Moreover, in binary communities
K. schroeteri was responsible for the shift of ANP action on S. aureus from neutral/stimulatory to inhibitory.

Keywords: Staphylococcus aureus, Kytococcus schroeteri, binary biofilms, microbial communities, skin micro-
biota, atrial natriuretic peptide, human hormones, MATS
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