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Впервые показано повреждающее действие бактериоцина на интактные споры Bacillus anthracis с
применением метода трансмиссионной электронной микроскопии. Выделенный из штамма Bacillus
subtilis П19 новый бактериоцин ‒ субтилозин П19 эффективно разрушал интактные споры B. anthracis в
концентрациях 0.5‒35 мкг/мл за 60 мин совместной инкубации. Совокупность полученных дан-
ных, в сочетании с анализом известных механизмов действия бактериоцинов, позволяют предполо-
жить, что в основе механизма инактивации спор, по-видимому, лежит множественное нарушение
целостности внутренней и наружной мембран, окружающих кортекс покоящейся споры. Вероятно,
также, что конфигурация молекулы субтилозина П19 позволяет ему проникать через внешние по-
кровы и повреждать жизненно важные мембранные структуры кортекса спор. Субтилозин П19 может
служить перспективной основой новых антимикробных препаратов природного происхождения.
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Сибирская язва ‒ смертельная болезнь млеко-
питающих, была и остается постоянной глобальной
проблемой (Pilo, Frey, 2018; Онищенко и соавт.,
2018). Вспышки этой болезни продолжают проис-
ходить по всему миру, и, даже при наличии вак-
цины, сибирская язва по-прежнему представляет
собой серьезную опасность для людей и животных.
Основной инфекционной формой B. anthracis, вы-
зывающей сибирскую язву, являются споры.
Структура и состав бактериальных спор обуслов-
ливают их высокую устойчивость к различного
рода воздействиям (Nicholson et al., 2000). Тради-
ционно споры инактивируют методом автокла-
вирования, позволяющим за счет повышенного
давления пара достигать температуры в 120°C и
выше, а также их обработкой высоко агрессивными
химическими реагентами (Wood, Adrion, 2019). В
качестве безопасной и эффективной альтернати-
вы существующим технологиям обработки про-
тив бактериальных спор в течение последних не-
скольких десятилетий интенсивно исследовались
бактериоцины – антимикробные пептиды (Egan
et al., 2016; Romero-Rodríguez et al., 2023). Было

установлено, что два бактериоцина – низин и га-
лодурацин активны в отношении прорастающих
спор и не действуют на покоящиеся споры B. an-
thracis (Gut et al., 2011; Oman, van der Donk, 2009).

Ранее нами был выделен из растительного сы-
рья страстоцвета (Passiflora edulis) штамм Bacillus
subtilis П19 № В-8711, способный вырабатывать
экзометаболит с антимикробным действием (Па-
тент РФ, 2021; Похиленко и соавт., 2022). Анти-
микробным веществом оказался пептид с молеку-
лярной массой 3401 Да, близкий по молекулярной
массе к субтилозину А (3398.9 Да), впервые опи-
санному Babasaki и соавт. (Babasaki et al., 1985).
Подобраны условия биосинтеза при глубинном
культивировании и выбраны способы выделения
антимикробного пептида, далее именуемого как
субтилозин П19.

Цель данной работы – оценка и определение
повреждающего действия субтилозина П19 на
споры B. anthracis с помощью трансмиссионной
электронной микроскопии и цитологического
анализа.

КРАТКИЕ
СООБЩЕНИЯ
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В качестве продуцента бактериоцина субтилози-
на П19 использовали штамм B. subtilis П19 природ-
ного происхождения (депонирован в Государствен-
ной коллекции “ГКПМ-Оболенск”, № В-8711)
(Патент РФ, 2021).

Синтез, накопление и выделение бактериоци-
на осуществляли, как нами описано ранее (Па-
тент РФ, 2021; Похиленко и соавт., 2022).

Действие субтилозина П19 исследовали на
спорах вакцинного штамма B. anthracis СТИ-1
(Государственная коллекция “ГКПМ-Оболенск”).
Споры получали из вегетативных клеток путем
выращивания на “голодном” LВ-агаре в матрацах
при температуре 33 ± 1°C в течение 3‒7 сут (Ма-
ринин и соавт., 2009). С поверхности агара их
смывали стерильным физраствором. В суспензии
общее количество сибиреязвенных спор с помо-
щью стандарта мутности Л.И. Тарасевича дово-
дили до 1 × 107‒1 × 108 спор/мл.

При исследовании спороцидного действия
субтилозина П19 (5.54 мг/мл) к 270 мкл каждого
его разведения в дистиллированной воде вносили
по 30 мкл взвеси спор (107 и 108 спор/мл). После
экспозиции в течение 60 мин при комнатной тем-
пературе (22 ± 2°C) все опытные образцы объе-
мом по 100 мкл высевали на чашки с ГРМ агаром
(Арт. 16416, “ФБУН ГНЦ ПМБ”, Оболенск, Рос-
сия) состава (г/л): панкреатический гидролизат
рыбной муки – 12.0 г; пептон сухой ферментатив-
ный – 12.0 г; натрия хлорид – 6.0 г; агар микро-
биологический – 10.0 г. В другом варианте опре-
деления спороцидного действия субтилозина П19
к 150 мкл взвеси спор (108 спор/мл) в физрастворе
вносили по 150 мкл раствора бактериоцина в кон-
центрации 0.07 мг/мл, перемешивали в течение
5 мин при комнатной температуре и полученной
смесью объемом по 100 мкл засевали чашки с
ГРМ агаром. Во всех вариантах определения спо-
роцидного действия в качестве контроля исполь-
зовали пробы без бактериоцина. Чашки с посева-

ми инкубировали в течение 2 сут при 34°C. Нали-
чие роста на чашках с посевами анализировали
визуально с подсчетом КОЕ. Все эксперименты
проводили не менее чем в трех повторностях.

Для электронно-микроскопических исследова-
ний суспензию спор штамма СТИ-1 (108 спор/мл) в
контрольных и опытных пробирках осаждали
(13000 об./мин, 10 мин) на центрифуге MiniSpin
(“Eppendorf”, Германия). Супернатанты отбра-
сывали, в контрольную пробирку добавляли 500 мкл
физраствора, а в опытную ‒ 500 мкл раствора суб-
тилозина П19 с концентрацией около 6 мкг/мл.
Пробы перемешивали, оставляли при комнатной
температуре на 1 ч и осаждали в том же режиме.
Супернатанты снова отбрасывали, осадки одно-
кратно промывали стерильной дистиллирован-
ной водой, аликвоты которых отбирали для высе-
ва на ГРМ-агар. Затем в опытную и контрольную
пробирки в качестве фиксатора добавляли по 1 мл
8% глутарового альдегида (“Serva”, Германия) на
0.2 M Na-какодилатном буфере с рН 7.2 и остав-
ляли на 12 ч в холодильнике. Последующие про-
цедуры проводили, как описано ранее (Гераси-
мов и соавт., 2021, 2022). Срезы фиксированных
спор получали на ультрамикротоме Ultracut (“Re-
ichert Jung”, Австрия) с последующим контрасти-
рованием уранилацетатом и цитратом свинца.

Исследование ультратонких срезов осуществ-
ляли в трасмиссионном электронном микроскопе
Tecnai G2 Spirit BioTWIN (“FEI Company” Голлан-
дия, Чехия) при ускоряющем напряжении 120 кВ и
увеличении от 10000 до 100000 раз. Съемку произво-
дили с помощью ССD камер Orius SC 200 W 120 kV и
Orius SC 1000 W 200 кV (“Gatan”, США). Снимки
обрабатывали с помощью программы Digitalmi-
crograph (“Gantan”, США).

Статистическую обработку данных проводили
с использованием программы Excel 2016 c определе-
нием стандартного отклонения (Платонов, 2000).

Таблица 1. Определение спороцидной концентрации субтилозина П19 для штамма B. anthracis СТИ-1 после 60 мин
экспозиции

* Исходная концентрация субтилозина П19 – 5.54 мг/мл.

КОЕ 
исходное, 
спор/мл

Количество проросших спор (КОЕ/мл) при разведении субтилозина П19*

1 : 10 1 : 100 1 : 1000 1 : 10000 1 : 100000 1 : 1000000 1 : 10000000

106 0 0 0 0 2 ± 1 6 ± 1 14 ± 2

107 0 0 0 0 3 ± 1 20 ± 3 43 ± 3
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В табл. 1 приведены средние данные по КОЕ
после 60 мин экспозиции интактных спор штамма
B. anthracis СТИ-1 с различными концентрациями
субтилозина П19. Из данных таблицы следует, что
субтилозин П19 инактивирует сибиреязвенные
споры штамма СТИ-1, и минимальная ингибирую-
щая концентрация (МИК) субтилозина П19 при
этом составляет 0.55 мкг/мл. В другом варианте
опыта рост B. anthracis на ГРМ агаре прекращался,
начиная с 5 мин экспозиции спор СТИ-1 с субти-
лозином П19 в концентрации 35 мкг/мл (табл. 2).

В опытных образцах спор, обработанных суб-
тилозином П19 и предназначенных для электрон-
но-микроскопических исследований, также от-
сутствовал рост штамма СТИ-1 на ГРМ агаре. В
то же время контрольные пробы давали слитный
рост.

На электронных микрофотографиях контроль-
ных образцов у интактных спор B. anthracis четко
просматриваются все структуры – стенки кора,
кортекс и экзосориум, а в центральной части выяв-
ляются зародышевые цитоплазматические ком-
партменты с ядерным аппаратом, эписомами и ри-
босомами (рис. 1а). На рис. 1б наблюдается картина
полного лизиса спор от контакта с бактериоцином,
что приводит к вытеканию цитоплазмы и нуклео-
ида. От спор остаются лишь их тени в виде остат-
ков наружных покровов. По данным морфо-по-
пуляционного анализа более 99% спор получали
необратимые изменения, приводившие к их ги-
бели, что и подтвердили данные бактериологиче-
ского исследования опытных и контрольных
проб, приведенные выше.

Полученные результаты подтверждают имею-
щиеся сведения о том, что основным механизмом
инактивации бактериоцинами бактериальных спор,
также же, как и клеток, является нарушение це-
лостности мембран (Egan et al., 2016; Romero-Ro-
dríguez et al., 2023).

В литературе имеются данные об ингибирую-
щем действии низина и галодурацина на споры и

клетки B. anthracis. После инкубации в течение 5 ч
МИК составляла 0.42 и 0.68 мкг/мл соответствен-
но (Gut et al., 2008; Oman, van der Donk, 2009). Од-
нако оба этих бактериоцина проявляют свой ин-
гибирующий эффект только после инициации
прорастания спор, поскольку они первично свя-
зываются с липидом II, который отсутствует на
внешней оболочке покоящихся спор B. anthracis
(Oman, van der Donk, 2009; Gut et al., 2011).

Таким образом, впервые с применением мето-
дов электронной микроскопии изучены особен-
ности действия субтилозина П19 на покоящиеся
споры B. anthracis. Совокупность полученных дан-
ных, в сочетании с анализом известных механизмов
действия бактериоцинов, позволяют предполо-
жить, что в основе механизма инактивации спор,
по-видимому, лежит множественное нарушение
целостности внутренней и наружной мембран,
окружающих кортекс покоящейся споры. Вероят-
но, также, что конфигурация молекулы субтилози-
на П19 позволяют ему проникать через внешние
покровы и необратимо повреждать жизненно важ-
ные мембранные структуры спор возбудителя си-
бирской язвы с последующим вытеканием цито-
плазмы. Более детальный механизм повреждающе-
го действия субтилозина П19 на споры B. anthracis
требует дальнейшего изучения. Активность субти-
лозина П19 в отношении возбудителя сибирской яз-
вы делает его привлекательным в качестве основы
спороцидного биопрепарата, а также как источника
новых антимикробных препаратов природного
происхождения.
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Таблица 2. Определение начала спороцидного действия субтилозина П19 на B. anthracis СТИ-1

* Концентрация субтилозина П19 – 35 мкг/мл.

КОЕ 
спор/мл

Наличие роста бацилл (КОЕ/мл) после экспозиции с бактериоцином*, мин

0 5 10 15 20 40 60

107 Сплошной 143 ± 39 11 ± 3 1.3 ± 0.5 0 0 0
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Рис. 1. Типичные трансмиссионные электронные микрофотографии: интактные споры B. anthracis СТИ-1 (а) и после
контакта с бактериоцином П19 (3 мкг/мл) в течение 1 ч (б), ×30000. Э – экзоспориум; НП – наружные покровы спо-
ры; Ц – цитоплазма с нуклеоидом; К – кортекс. Масштабная метка – 1 мкм.
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Abstract—This is the first report on electron microscopic investigation of the effect of bacteriocin on Bacillus
anthracis dormant spores. The new bacteriocin, subtilosin P19, isolated from a natural Bacillus subtilis strain,
effectively killed dormant B. anthracis spores at concentrations of 0.5‒35 μg/mL after 60-min exposure. Our
data, combined with analysis of the known mechanisms of the action of bacteriocins, suggest that the mech-
anism of spore inactivation was apparently based on multiple disruptions of the integrity of the inner and out-
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er membranes surrounding the cortex of the resting spore. It is also likely that the molecular configuration of
subtilisin P19 allows it to penetrate through the outer integuments and to damage the vital membrane struc-
tures of the anthrax spores. Subtilosin P19 can serve as a promising basis for new antimicrobial preparations
of natural origin.

Keywords: Bacillus anthracis, spores, bacteriocin, subtilosin P19, transmission electron microscopy
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