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Изучена антимикробная активность нового нерибосомального пептида эмерициллипсина А в отно-
шении биопленкообразующих патогенных грамположительных и грамотрицательных клинических
бактерий. Впервые показана для пептидов из группы пептаиболов способность к ингибированию
патогенных бактерий, образующих биопленки. Наиболее выраженный эффект был продемонстри-
рован в отношении грамположительных форм, что определяет специфичность антибактериального
действия данного пептида.
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Во всем мире серьезную угрозу здоровью насе-
ления представляют инфекционные заболевания,
микроорганизмы-возбудители которых способны
к образованию биопленок, являющихся одновре-
менно фактором патогенности и резистентности
бактерий. Необходимо отметить, что такие бакте-
рии составляют ~80% всех патогенных видов [1].
Инфекции, при которых образуются биопленки, с
трудом поддаются лечению, поскольку обладают
высокой устойчивостью ко многим антибиотикам
и антимикробным препаратам, применяемым в
клинической медицине, а также способностью
преодолевать защитные механизмы макроорганиз-
мов [1, 2]. Установлено, что резистентность возбу-
дителей в составе биопленки возрастает во много
раз по сравнению с планктонными микроорга-
низмами, поскольку за счет ее матрикса фактиче-
ски создается так называемый защитный барьер,
препятствующий эффективному контакту дей-
ствующего вещества с клетками-мишенями [3]. В
последнее время активно разрабатываются новые
подходы к выявлению и изучению биопленок,

меняется тактика антибиотикотерапии, а также
ведется поиск новых антибиотиков, ингибиторов
межклеточной сигнализации, ферментов и дру-
гих методов разрушения уже сформировавшихся
биопленок. В число наиболее опасных инфекци-
онных биопленкообразующих бактерий – возбу-
дителей инфекционных заболеваний включены
грамположительные бактерии Staphylococcus au-
reus и Enterococcus spp. с множественной лекар-
ственной устойчивостью. Среди грамотрицатель-
ных бактерий – возбудителей госпитальных ин-
фекций наибольшую опасность представляют
Acinetobacter baumannii и Klebsiella pneumoniae.

Эти патогенные микроорганизмы преимуще-
ственно обнаруживаются в больничной среде и де-
монстрируют режим выживания с множественной
лекарственной устойчивостью, который усложня-
ет антимикробную терапию с использованием
конвенциальных антибиотиков [4, 5].

Антимикробные пептиды (АМП) в последнее
десятилетие вызывают наибольший интерес и яв-
ляются основными кандидатами в области поис-
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ка и разработки, альтернативных традиционным,
лекарственных средств для борьбы с микроорга-
низмами – возбудителями инфекционных забо-
леваний, в том числе вызываемых штаммами бак-
терий, образующими биопленки. На сегодняш-
ний день все зарегистрированные природные и
синтетические АМП собраны в различных базах
данных, например, в хранилище данных анти-
микробных пептидов (DRAMP), которое содер-
жит более 4500 последовательностей [6]. АМП,
выделенные из различных источников, активно
изучаются, в том числе, как соединения, дей-
ствующие на биопленки патогенных бактерий. В
течение последнего десятилетия ряд АМП, вы-
деленных из животных, показал антибиопленоч-
ную активность по отношению к патогенным
видам бактерий, приводящую либо к ингибиро-
ванию формирования, либо к разрушению уже
образовавшейся биопленки. Одним из первых
пептидов, обладающих антибиопленочной ак-
тивностью, был кателицидин человека LL-37 [7].
Этот линейный пептид является одним из наи-
более изученных, в субингибирующих концен-
трациях проявляющих антибиопленочную ак-
тивность по отношению к планктонному виду
Pseudomonas aeruginosa [8]. Примечательно, что
данный пептид практически не обладает инги-
бирующей активностью в отношении планктон-
ных бактерий, но проявляет специфическое анти-
биопленочное действие. Был проведен ряд исследо-
ваний, показавших, что обработка стафилококков
антимикробными тромбоцитарными пептидами
способствует изменению их физико-химических
свойств (гидрофилизация поверхности и повы-
шение электрокинетического потенциала) и
снижению биопленкообразования [9]. Так, врож-
денный защитный регуляторный пептид IDR-
1018, выделенный из сыворотки крови крупного
рогатого скота, показал широкий спектр действия в
отношении грамположительных и грамотрицатель-
ных патогенов, образующих биопленки [10].

Следует отметить, что АМП природного про-
исхождения, выделенные из грибов, являются од-
ними из важнейших, активно изучаемых источ-
ников новых эффективных антибиотиков. Им
свойственны широкий спектр действия в отно-
шении условно-патогенных и патогенных бакте-
рий, дрожжей и мицелиальных грибов, как пра-
вило, низкая токсичность, к ним не формируется
резистентность. При этом они обладают способ-
ностью ингибировать рост микроорганизмов, во
многих случаях посредством механизмов, отлич-
ных от большинства традиционных антибиотиков
[6]. Однако до настоящего времени в литературе
нет сведений о влиянии АМП грибного происхож-
дения на бактерии, образующие биопленки. Выде-
ление и описание нового алкалофильного таксона
грибов Emericellopsis alkalina Bilanenko & Georgieva
из засоленных почв [11] показало широкие пер-

спективы для поиска новых пептидных антибиоти-
ков. Проведенный скрининг различных изолятов
данного вида на способность к синтезу антибиоти-
ческих веществ, позволил выявить перспективный
с биотехнологической точки зрения штамм ВКПМ
F-1428, характеризующийся уникальным комплек-
сом пептидов с антимикробной активностью в от-
ношении грибов и бактерий. Приоритетным ре-
зультатом проведенной работы стало выделение и
структурно-функциональная характеристика но-
вого, ранее не описанного, секретируемого анти-
микробного пептида – эмерициллипсина А, яв-
ляющегося продуктом нерибосомального синтеза
и относящегося к группе пептаиболов [2, 12].
Эмерициллипсин А обладает противогрибковой
активностью in vitro в отношении клинических
изолятов патогенных видов дрожжей и грибов –
возбудителей аспергиллеза и кандидоза у боль-
ных туберкулезом и СПИД, при этом, согласно
проведенным экспериментам, обладает относи-
тельно низкой цитотоксичностью по отношению
к культуре соматических эукариотических клеток
млекопитающих [13, 14].

Цель работы – оценка потенциальной анти-
бактериальной активности эмерициллипсина А в
отношении клинических биопленкообразующих
бактерий – основных возбудителей госпитальных
инфекций, в том числе влияние данного пептида
на формирование и разрушение биопленок.

МЕТОДИКА

Культивирование штамма – продуцента. Штамм
Emericellopsis alkalinа ВКПМ F-1428 (Hypocreales,
Ascomycota) депонирован в ВКПМ, коллекции
“Грибы экстремальных местообитаний” кафедры
микологии и альгологии биологического факуль-
тета МГУ им. М.В. Ломоносова и коллекции про-
дуцентов Научно-исследовательского института по
изысканию новых антибиотиков имени Г.Ф. Гаузе,
как продуцент комплекса антимикробных пепти-
дов. Штамм E. alkalinа синтезирует комплекс ли-
пофильных соединений пептидной природы,
преобладающим среди которых является липо-
пептаибол эмерициллипсин А, обладающий ан-
тимикробным действием в отношении широко-
го спектра дрожжевых и мицелиальных грибов, а
также грамположительных бактерий [15].

Культивирование штамма для накопления
эмерициллипсина А осуществляли в стационар-
ных условиях в течении 14 сут в колбах Эрленмей-
ера на специализированной жидкой щелочной
среде, подобранной ранее [2]. В качестве посев-
ного материала использовали 5-суточную культу-
ру гриба, выращенную на агаризованной щелоч-
ной среде [2]. Мицелий и споры отделяли от куль-
туральной жидкости центрифугированием.
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САДЫКОВА и др.

Выделение эмерициллипсина А. Эмерициллип-
син А выделяли из культуральной жидкости по
ранее разработанной схеме выделения, описан-
ной в работах [2, 12]. Разделение активных фрак-
ций, выделение и очистку пептида проводили по-
следовательно методами экстракции, прямо-фаз-
ной и гидрофобной хроматографии, как описано
ранее. Для выделения индивидуального компо-
нента использовали аналитическую обращено-
фазовую ВЭЖХ. Обогащенный концентрат, по-
лученный после растворения упаренного этилаце-
татного концентрата культуральной жидкости, на-
носили на колонку XBridge BEH 4.6 × 250 мм
(“Waters”, Ирландия) с неподвижной фазой С18 и
осуществляли фракционирование в градиенте
повышения концентрации ацетонитрила в воде с
добавлением 0.1% трифторуксусной кислоты: 16–
28% – за 12 мин; 28–55% – за 27 мин; 55–75% – за
20 мин и 75–85% – за 10 мин, с последующим
изократическим элюированием в течение 25 мин.
Детектирование поглощения разделяемых ве-
ществ осуществляли при трех длинах волн (214,
247 и 280 нм). Эмерициллипсин А детектировали
по поглощению при длине волны 214 нм и време-
ни удержания согласно протоколу, описанному в
работе [12].

Тест-микроорганизмы. Клинические изоляты
бактерий Staphylococcus aureus (4 изолята), Entero-
coccus faecalis (4 изолята), E. faecium (1 изолят),
Acinetobacter baumannii (2 изолята), Klebsiela pneumo-
niae (1 изолят), выделенные из клинического мате-
риала различных пациентов, были взяты из коллек-
ции культур лаборатории инфекций, связанных с
оказанием медицинской помощи, ЦНИИ эпиде-
миологии (Москва, Россия). Стафилококки харак-
теризовались чувствительностью к аминогликози-
дам, фторхинолонам, гликопептидам и β-лактамам,
за исключением пенициллинов; энтерококки – к
ампициллину, ванкомицину, линезолиду, нит-
рофурантоину (за исключением резистентности
E. faecium к ампициллину); K. pneumoniae – к це-
фалоспоринам, карбапенемам, аминогликози-
дам, фторхинолонам. Изоляты A. baumannii с
множественной лекарственной устойчивостью
сохраняли чувствительность только к колистину.
Тест-культуры клинических изолятов Bacillus ce-
reus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Liste-
ria monocytogenes и Candida albicans, выделенные из
биологических жидкостей особей крупного рога-
того скота, были взяты из коллекции кафедры
микробиологии и заразных болезней Оренбург-
ского государственного аграрного университета.

Формирование in vitro биопленок. Тестируемые
бактерии выращивали на плотной питательной
среде 18 ч при температуре 37°С. Из выросших куль-
тур готовили бактериальную суспензию плотно-
стью 0.5 мкФ в бульоне Мюллер-Хинтона, которую
затем разбавляли до концентрации 105 КОЕ/мл.
Приготовленный инокулят тестируемых бакте-

рий добавляли по 150 мкл в лунки 96-луночного
планшета, в которые помещали стерильные те-
флоновые кубики размером 4 × 4 мм для форми-
рования на их поверхности биопленок. Инкуби-
ровали в течение 20 ч на орбитальном шейкере
при скорости вращения 110 об./мин и температу-
ре 35°С [15, 16].

Антимикробная активность, ассоциированная с
разрушением сформированных биопленок (анти-
биопленочная активность). Кубики, содержащие
биопленки, переносили в лунки 96-луночного мик-
ротитровального планшета с 200 мкл серийных дву-
кратных разведений АМП и инкубировали в тече-
ние 18 ч при 37°С. Для определения минимальной
биоцидной концентрации пептида (МБК) в отно-
шении дисперсных клеток биопленки оценивали
самую низкую его концентрацию, которая обеспе-
чивала выживаемость субкультуры <0.1%. С этой
целью отбирали аликвоты по 10 мкл из лунок без
видимого роста, проводили посев на плотные пита-
тельные среды и инкубировали в течение 20 ч при
37°C. Тефлоновые кубики промывали для удале-
ния неприкрепленных бактериальных клеток, а
затем механически разрушали биопленки на по-
верхности кубиков. Для определения минималь-
ной биоцидной концентрации АМП, уничтожаю-
щей биопленку (МБКб), разрушенные биопленки
рекультивировали в бульоне Мюллера-Хинтона и
определяли возобновление роста бактерий [16].

Антимикробная активность in vitro, ассоцииро-
ванная с подавлением формирования биопленок.
Изоляты бактерий инкубировали при 37°C, 24 ч в
присутствии различных концентраций эмери-
циллипсина A в 96-луночных планшетах, в лунки
которого помещали тефлоновые кубики. Каждая
лунка планшета с кубиком содержала 200 мкл
инокулята плотностью 105 КОЕ/мл. После инку-
бации отработанную среду аспирировали, а куби-
ки промывали раствором для удаления непри-
крепленных бактерий и высушивали на воздухе.
Образование связанной с поверхностью кубиков
биопленки анализировали путем их окрашивания
0.1% водным раствором кристаллического фио-
летового в течение 5 мин и дальнейшим экстраги-
рованием кристаллического фиолетового этано-
лом. Затем измеряли оптическую плотность по-
лученных растворов при 595 нм (ОП595). При
обработке результатов оптическая плотность, по-
лученная в результате окрашивания кубиков без
биопленки, не учитывалась [16, 17].

Статистический анализ. Результаты анализа
ингибирования образования биопленки пред-
ставлены в виде средних значений ± стандартные
отклонения. Для сравнения различий между кон-
трольными и обработанными антимикробными
биопленками использовался однофакторный дис-
персионный анализ с помощью множественного
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сравнительного теста Бонферрони. Значение p <
< 0.005 считалось статистически значимым [18].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Антибактериальная активность эмерициллипси-
на А. Как было отмечено ранее [12] эмерициллип-
син А представляет собой пептидный антибио-
тик, обладающий разнонаправленным спектром
антимикробного действия. Фунгицидная актив-
ность выражается в неспецифическом действии
на эукариотические патогенные дрожжевые и
мицелиальные виды грибов, обладающие высо-
ким уровнем резистентности к традиционным
противогрибковым препаратам группы азолов и
макроциклов с клеточной мембраной. Антибак-
териальный эффект антибиотика менее выражен,
чем антифунгальный, и имеет явно выраженную
специфичность. Стоит отметить, что ингибирую-
щее действие данного вещества направлено пре-
имущественно на грамположительные бактерии:
так, активность по отношению к S. aureus и B. ce-
reus (4 и 16 мкг/мл соответственно) сопоставима с
эффектом, достигаемым при применении ванко-
мицина (3 и 12 мкг/мл, соответственно) [12], тогда
как клинические изоляты E. fecalis подавлялись на
уровне МБК лишь при 40 мкг/мл. Характерно, что
антимикробная активность эмерициллипсина А
против грамотрицательных форм была гораздо ме-
нее выражена и МБК превышала 300 мкг/мл. По
отношению к таким бактериям характер действия
изучаемого пептидного токсина можно класси-
фицировать как бактериостатический, не ассоци-
ированный непосредственно с взаимодействием
с клеточной оболочкой.

Влияние эмерициллипсина А на разрушение биоп-
ленок, сформированных бактериями. С целью иссле-
дования возможного механизма антибактериально-
го действия эмерициллипсина А была проверена
его активность в отношении планктонных и при-
крепленных клеток у культур грамположительных и
грамотрицательных микроорганизмов и образо-
ванных ими биопленок (табл. 1).

Планктонные клетки тестируемых клиниче-
ских бактерий показали различную чувствитель-
ность к пептиду, значения составили МБК от 12.5
до 50.0 мкг/мл, что в отдельных случаях не превы-
шало концентрации клинически эффективных
антибиотиков, за пределами которых определяет-
ся устойчивость бактерий, и рекомендованных
EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing): амикацина (R > 16 мкг/мл),
фосфомицина (R > 32 мкг/мл) в отношении ста-
филококков; нитрофурантоина (R > 64 мкг/мл) в
отношении E. faecalis.

Антибиопленочная активность пептида нахо-
дилась в диапазоне от 50 до 200 мкг/мл для грам-
положительных бактерий (S. aureus, E. faecium,

E. faecalis) и превышала 200 мкг/мл – для грамот-
рицательных (A. baumannii, K. pneumoniae), что
свидетельствовало о слабом действии эмерицил-
липсина A на предварительно сформированные
биопленки клинических грамотрицательных бак-
терий. Наблюдаемое повышение устойчивости
бактериальных биопленок к эмерициллипсину A,
по сравнению с планктонными культурами, со-
гласуется со многими данными по резистентно-
сти биопленок к любым антимикробным агентам
[15, 16]. Исследуемый антибиотик не обладал
способностью к активному взаимодействию с эк-
зополисахаридным матриксом, составляющим
основу бактериальных биопленок, что, по-види-
мому, определяется, в первую очередь, отсутстви-
ем функциональных групп на его поверхности.

Влияние эмерициллипсина А на формирование
биопленок клиническими изолятами бактерий.
Установлено, что эмерициллипсин A ингибиро-
вал образование биопленок клиническими изо-
лятами S. aureus (рис. 1). Максимальный эффект
наблюдался при концентрациях пептида, соот-
ветствующих 1/2 МБК и составил от 73.2 до
97.8%, в зависимости от изолята. При концентра-
ции 1.5 мкг/мл образование биопленки достовер-
но уменьшилось на 53.0, 56.0, 53.1% соответ-
ственно S. aureus 1, 2, 3. В отношении E. faecalis 6,
7, 8, 9 ингибирующий эффект наблюдался при
1/2 МБК и составил 87.6, 94.8, 69.3, 98.2% соот-
ветственно (рис. 2). Концентрации пептида в
8 раз ниже МБК способствовали уменьшению
образования биопленки E. faecalis 6, 7, 8, 9 на 56.8,
68.0, 30.0, 51.4% соответственно. Для клиниче-

Таблица 1. Значение МБК (для планктонных (МБКп)
и прикрепленных (МБКпр) клеток) и МБКб эмери-
циллипсина A в отношении клинических изолятов
бактерий

Изоляты бактерий
МБКп МКБпр МБКб

мкг/мл

S. aureus 1 12.5 25 100.0
S. aureus 2 12.5 25 50.0
S. aureus 3 25.0 100 100.0
S. aureus 4 12.5 25 100.0
E. faecium 5 25.0 100 200.0
E. faecalis 6 50.0 100 200.0
E. faecalis 7 50.0 100 200.0
E. faecalis 8 25.0 100 200.0
E. faecalis 9 25.0 100 200.0
A. baumannii 10 50.0 >200 >200.0
A. baumannii 11 25.0 200 >200.0
K. pneumoniae 12 25.0 200 >200.0
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ского изолята E. faecium и грамотрицательных
бактерий A. baumannii 11, K. pneumoniae 12 досто-
верное ингибирование образования биопленок
наблюдалось только при 1/2 МБК и составило
39.0, 53.2, 57.1% соответственно.

Таким образом, субингибирующие концен-
трации эмерициллипсина А предотвращали обра-
зование бактериальных биопленок in vitro в отно-
шении грамположительных бактерий наиболее
эффективно, чем в отношении грамотрицатель-
ных, при этом наблюдалось достоверное разли-
чие как между клиническими изолятами одного
вида бактерий, так и между изолятами различной
видовой принадлежности.

В работе впервые показано влияние анти-
микробных метаболитов грибов из группы пеп-
таиболов на способность к ингибированию па-
тогенных форм бактерий через воздействие на
образование биопленок, что является одним из
ключевых факторов антибиотикорезистентно-
сти. При этом, как было отмечено ранее, наибо-
лее выраженный эффект был продемонстриро-
ван в отношении грамположительных форм, что
определяет специфичность антибактериального
действия данного пептида. Полученные резуль-
таты расширяют понимание механизмов анти-
микробной активности секретируемых мицели-
альными грибами метаболитов и их селективное

Рис. 1. Анализ образования биопленки (ОП595) штаммами S. aureus при различных концентрациях эмерициллипсина А
(мкг/мл): а – S. aureus 1; б – S. aureus 2; в – S. aureus 3; г – S. aureus 4. ** Концентрации пептида, при которых наблюдались
статистически значимые различия между контрольными биопленками и биопленками, образующимися в присутствии
пептида (p < 0.005).
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воздействие на сопутствующую микробиоту при
конкурентных взаимоотношениях в сообществах.
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The antimicrobial activity of the new nonribosomal peptide emericellipsin A against biofilm-forming patho-
genic gram-positive and gram-negative clinical bacteria was studied. For the first time, the effect of peptides
from the group of peptaibols on the ability to inhibit pathogenic forms of bacteria through the effect on bio-
film formation is shown. The most pronounced effect was demonstrated in relation to gram-positive bacteria.
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