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Показано, что низкомолекулярный катионный пептид варнерин обладает способностью подавлять формиро-
вание биопленок S.epidermidis 33, при этом его действующие концентрации совпадают с таковыми для бакте-
рий планктонной культуры. При более высоких концентрациях пептид способен разрушать и сформировав-
шиеся в течение 24 ч биопленки. 
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Одним из важных биологических свойств коа-
гулозонегативных стафилококков является их вы-
раженная способность к образованию на поверхно-
стях раздела фаз биопленок – фиксированных со-
обществ микроорганизмов, внедренных в синтези-
рованный ими сложноорганизованный внеклеточ-
ный матрикс [9, 19]. Формирование бактериальных 
пленок на различных медицинских устройствах 
привело к появлению новых нозологических форм 
заболеваний – так называемых катетерассоцииро-
ванных инфекций [4, 8, 14], борьба с которыми ос-
ложнена тем, что клеточные компоненты биопле-
нок обладают повышенной устойчивостью к дейст-
вию антибиотических соединений и факторов спе-
цифической и неспецифической противоинфекци-
онной защиты организма человека [10, 16, 18]. Бы-
строе развитие и диссиминация бактериальных 
пленок в оккупируемых госпитальных пространст-
вах определяют необходимость поиска эффектив-
ных способов подавления пленкообразующих 
свойств микроорганизмов и разрушения уже обра-
зовавшихся биопленок. 

Цель настоящей работы – изучение чувстви-
тельности биопленок бактерий S.epidermidis 33  к 
низкомолекулярному катионному пептиду варне-
рину [1], обладающему выраженным литическим 
действием на планктонные бактерии этого штамма, 
во многом благодаря активации аутолитических 
систем атакуемых клеток [2, 20]. 

 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
 

В качестве объекта исследования использовали 
штамм бактерий Staphylococcus epidermidis 33, по-
лученный из ГНИИСКМБП им. Тарасевича (Моск-
ва). 

Минимальную подавляющую концентрацию 
(МПК) варнерина для клеток планктонной культу-
ры S.epidermidis 33 определяли в 96-луночных 
планшетах для иммунологических реакций [3]. 
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В лунки планшета вносили по 100 мкл иссле-
дуемого стерильного препарата низкомолекулярно-
го пептида варнерина и готовили ряд последова-
тельных двукратных разведений, после чего в каж-
дую лунку добавляли по 10 мкл суспензии клеток 
S.epidermidis 33, содержащей в 1 мл 1.5-2.0х106 ко-
лониеобразующих единиц (КОЕ/мл). Планшеты 
инкубировали в течение 16-18 ч при 37оС. МПК 
варнерина определяли путем сравнения со значе-
нием МПК референс-образца с известным количе-
ством пептида. 

Для исследования влияния пептида варнерина 
на формирование биопленок в планшеты для ИФА 
вносили одновременно суспензию клеток индика-
торной культуры (107 КОЕ/мл) и варнерин в кон-
центрациях от 0.25 до 256 мкг/мл. После инкубиро-
вания при 37оС в течение 24 ч планктонные клетки 
из лунок удаляли осторожным пипетированием, 
планшеты трижды промывали 10 мМ фосфатным 
буфером (рН 7.2) и окрашивали тетразолием MTS 
[3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-5-(3-карбоксиметокси-
фенил)-2-(4-сульфофенил)-2Н-тетразолий, внутрен-
няя соль] для определения количества живых кле-
ток с использованием системы Cell Proliferation 
Assay (Promega, США) в соответствии с инструк-
цией фирмы. Детекцию интенсивности окраски 
проводили на микропланшетном спектрофотометре 
Benchmark Plus (Bio-Rad, США) при длине волны 
490 нм. 

Общую биомассу сформировавшихся биопленок 
определяли окрашиванием 0.1% раствором генци-
анвиолета в течение 20 мин, после однократной 
отмывки не связавшегося красителя 10 мМ фос-
фатным буфером планшеты высушивали. Экстрак-
цию связавшегося с биопленками красителя прово-
дили этанолом. Количественную оценку этаноль-
ных экстрактов осуществляли на микропланшет-
ном спектрофотометре при длине волны 570 нм. 

Для получения больших количеств биопленок 
применяли полистироловые вентилируемые чашки 
Петри (Meus, Piove di Sacco, Италия). Использова-
ли среду LB, содержащую 107 КОЕ/мл бактерий 
S.epidermidis 33  с логарифмической фазы роста в 
качестве инокулума. Чашки выдерживали в термо-
стате при 37оС в течение 24 ч. 
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Для изучения действия низкомолекулярного ка-
тионного пептида варнерина на сформированные в 
течение 24 ч биопленки в контрольные чашки вно-
сили 10 мМ Трис-HCl (рН 7.2), в опытные – препа-
рат варнерина в указанном выше буфере и инкуби-
ровали в течение 4 ч и 24 ч. После окончания инку-
бации среду удаляли и весь объем ее подвергали 
центрифугированию при 3000g в течение 15 мин. 
Супернатант использовали для анализа спектра 
аутолизинов в ренатурируемом ПААГе [17]. 

Оставшиеся после инкубации с варнерином и 
буфером (контроль) биопленки для оценки их био-
массы окрашивали генцианвиолетом, а для опреде-
ления количества живых клеток использовали Cell 
Proliferation Assay, как указано выше. 

Для сравнения действия низкомолекулярного 
пептида варнерина на биопленки и клетки планк-
тонной культуры S.epidermidis 33 последние выра-
щивали на среде LB при 37оС на шейкере Сertomat 
(Sartorius, Германия) до середины логарифмиче-
ской фазы роста. Бактерии осаждали (10000 g, 10 
мин) на центрифуге 3K30 (“Sigma”, Германия), 
дважды отмывали в том же режиме 0.01  М Трис-
HCl буфером (рН 7.2) и ресуспендировали в буфере 
до плотности OD600 = 0.5, используя для измерений 
кюветы с длиной оптического пути 1 см. Для акти-
вации неспецифических аутолитических процессов 
к препаратам бактерий добавляли низкомолекуляр-
ный пептид варнерин. Инкубацию проб проводили 
на шейкере Sertomat (“Sartorius”, Германия) при 
150 об/мин и 37°С в течение 4 ч с измерением оп-
тической плотности ежечасно на спектрофотометре 
PD-303 (APEL, Япония) при 600 нм. Для получения 
растворимой части бактериальных препаратов али-
квоты сред культивирования центрифугировали, 
как указано выше.  

Полученные супернатанты опытных и кон-
трольных проб планктонных клеток и биопленок 
концентрировали на центрифужном концентраторе 
(Eppendorf, США) в 20 раз для биопленок и в 5 раз 
для планктонной культуры. В концентратах опре-
деляли содержание белка [4] и анализировали со-
держание в них бактериолитических компонентов, 
используя ренатурируемый электрофорез в 9% 
ПААГе, содержащем убитые автоклавированием 
(0.5 атм, 30 мин) и отмытые дистиллированной во-
дой бактерии S.epidermidis 33 (1.6 мг сухого ве-
са/мл геля).  

После окончания процедуры разделения гели 
отмывали дистиллированной водой в течение 30 
мин, помещали в ренатурирующий буфер (50 мМ 
MES-NaOH, pH 6.0 и тритон Х-100 0.1%) и инку-
бировали в течение 16 ч при 37°С. После ренатура-
ции гели промывали водой, окрашивали 0.1% ме-
тиленовым синим в 0.01% КОН в течение 1 ч и от-
мывали от красителя водой до проявления про-
зрачных зон лизиса импрегнированных в гель бак-
териальных клеток на синем фоне связавших кра-
ситель не лизированных бактерий. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
 

В предварительных экспериментах было прове-
дено сравнение антибактериального действия низ-
комолекулярного катионного пептида варнерина на 
клетки планктонной культуры S.epidermidis 33 и 
образованную ими в течение 24 ч биопленку.  

Как видно из рис. 1, варнерин в концентрации 4 
мкг/мл проявляет выраженное бактериолитическое 
действие в отношении планктонных клеток инди-
каторной культуры уже через 2 ч и лишь через 24 ч 
снижает количество биомассы и живых клеток в 
биопленках при одновременном внесении пептида 
и инокулума на 38 и 36.5% соответственно (рис. 
2А,Б). 

 

Рис. 1. Лизис планктонной культуры S.epidermidis 33 низ-
комолекулярным пептидом варнерином (4 мкг/мл). 
 

Действия низкомолекулярного пептида варне-
рина при концентрации 4 мкг/мл на сформирован-
ную в течение 24 ч биопленку не обнаружено. Од-
нако при увеличении концентрации пептида от 16 
до 128 мкг/мл отмечается снижение уровня био-
массы и количества живых клеток в образованных 
в течение суток биопленках (рис. 3).  

Полученные нами результаты согласуются с 
многочисленными литературными данными о зна-
чительной резистентности клеток в биопленках к 
антибактериальным агентам по сравнению с планк-
тонными формами аналогичных бактерий.[5, 7, 11-
13, 15].  

В дальнейших экспериментах на биопленках 
низкомолекулярный пептид варнерин использовал-
ся в концентрации 128 мкг/мл. 

При сравнении лизирующего действия пептида 
на планктонные клетки и биопленку отмечено, что 
через 4 ч контакта с варнерином (4 мкг/мл) количе-
ство жизнеспособных клеток в планктонной куль-
туре падает практически до нуля (рис. 4А), тогда 
как в биопленке в три раза. Причем, число живых 
клеток в биопленке остается достаточно высоким 
даже при 24 ч воздействии варнерина (рис. 5Б). 

Сравнение энзимограмм после воздействия вар-
нерина на планктонные клетки и биопленки (рис. 
4Б и рис. 5В) позволяет обнаружить значительные 
различия. 
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Рис. 2. Действие варнерина на накопление биомассы (А) и жизнеспособность клеточных компонентов (Б) при формирова-
нии биопленок S.epidermidis 33 (1 – контроль, 2 – варнерин). 

 

 
 

Рис. 3. Действие варнерина на сформированную пленку S.epidermidis 33. А – накопление биомассы, Б – жизнеспособность 
клеточных компонентов (1 – контроль, 2 – варнерин). 

Рис. 4. Действие низкомолекулярного пептида варнерина (4 мкг/мл) на планктонную культуру S. epidermidis 33. А – 
КОЕ/мл, Б – энзимограмма аутолитических ферментов после 4 ч действия пептида варнерина 

 

Важно отметить, что сам варнерин не обладает 
какой-либо ферментативной активностью, и это 
позволяет предположить опосредованность его 
действия за счет проявления им детергентных 
свойств и активации аутолитических систем бакте-
риальных клеток [2].  

Действительно, как показал энзимографический 
анализ, супернатанты препаратов планктонных 
клеток и биопленок S.epidermidis 33, обработанных 
варнерином, характеризуются гетерогенными спек-
трами аутолизинов, в составе которых обнаружи-

ваются общие группы расщепляющих бактериаль-
ные стенки ферментов. 

Таким образом, результаты исследований сви-
детельствуют о том, что низкомолекулярный кати-
онный пептид варнерин обладает выраженным ак-
тивирующим действием на аутолитические систе-
мы как планктонных клеток, так и биопленок бак-
терий S.epidermidis 33. Это является подтверждени-
ем перспектив использования пептида для разра-
ботки новых антибактериальных препаратов про-
тив стафилококковых инфекций, в том числе, обу-
словленных образованием биопленок. 
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Рис. 5. Действие низкомолекулярного пептида варнерина (128 мкг/мл) на биопленки S.epidermidis 33, сформировавшиеся в 
течение 24 ч: А – биомасса, Б – жизнеспособные клетки, В – выход аутолизинов (1 – 10 мМ Трис-НС1, 2 – варнерин). 
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DESTRUCTION  OF  COAGULASE-NEGATIVE  STAPHYLOCOCCAL  BIOFILMS  
BY  CATIONIC  PEPTIDE  WARNERIN 
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It is demonstrated that low-molecular weight cationic peptide warnerin possesses the ability to suppress the S. epi-
dermidis 33 biofilm formation, while its concentrations applied are coincident with those for planktonic culture bacte-
ria. Using higher peptide concentrations it is possible to destruct already formed biofilms (within 24 h). 
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