
ВЛИЯНИЕ АМИНОКИСЛОТ И СОЛЕЙ ЦИНКА  
НА КИНЕТИКУ РОСТА БАКТЕРИЙ РОДА ЕSCHERICHIA И STAPHYLOCOCCUS

Аннотация. В ходе исследования установлено, что биологически актив-
ные вещества (БАВ) – триптофан, цинка аспартат, аргинин, татипацин, 
таурин – оказывают дозозависимое влияние на метаболическую актив-
ность бактерий в планктонной форме. Суточная инкубация бактерий  
в присутствии высокой концентрации БАВ (1200–20 000 мкг/мл) приводила 
к снижению их количества, в концентрации 600–300 мкг/мл ингибирующий 
эффект не проявлялся, 150 мкг/мл – способствовала росту штаммов 
E. coli. Такая же тенденция наблюдалась в отношении бактерий в составе 
биопленок: цинка аспартат в концентрации 2500 мкг/мл оказывал бакте-
рицидное влияние на S. aureus и E. Coli. Это позволяет рассматривать БАВ 
в качестве вспомогательных веществ для повышения эффективности 
антибактериальных препаратов и указывает на необходимость дальней-
шего изучения более широкого круга низкомолекулярных соединений. 
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В  последние годы изучение 
микробиома быстро про-
грессировало –  от поиска 

взаимосвязей между ним и его 
хозяином до понимания его 
роли в развитии заболева-
ний. С одной стороны, инва-
зия микроорганизмов сопро-
вождается выбросом в ткани 
медиаторов и продуктов рас-
пада бактерий, которые сти-
мулируют иммунную систему 
с выделением провоспалитель-
ных цитокинов. С другой –  
микроорганизмы и клетки 
человека используют одина-
ковые питательные субстраты, 
метаболизируя их до схожих 
продуктов. Бактерии синтези-
руют или расщепляют доступ-
ные в среде хозяина белки 
до аминокислот, в то же время 
хозяин использует их для под-
держания гомеостаза [1].

Аминокислоты –  струк-
турные компоненты клеточ-
ной стенки бактерий, регули-
рующие ее ремоделирование 
в стационарной фазе [2]. В их 
присутствии наиболее эффек-
тивно осуществляется регу-
ляция псевдопротеазами про-
растания спор [3]. Недавние 
исследования показали боль-
шую роль систем межклеточ-
ной коммуникации в разви-
тии инфекционных процес-
сов [4]. Известно, что пептиды, 
входящие в состав межклеточ-
ной микробной системы ком-
муникации –  quorum sensing 
(QS), состоят из различных ами-
нокислот, таких как трипто-
фан, серин, тирозин, изолей-
цин, лейцин, цистеин, треонин, 
глутаминовая кислота, глицин, 
фенилаланин, пролин и валин. 
Пептиды- аутоиндукторы 
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грамположительных бактерий 
играют ключевую роль в кон-
троле различных микробных 
свой ств, таких как образование 
биопленки, устойчивость к про-
тивомикробным препаратам 
и др. [5]. Помимо этого D-ами-
нокислоты вызывают дисперги-
рование биопленки в стареющих 
бактериальных сообществах [6]. 
Таким образом, микроорга-
низмы используют аминокис-
лоты в качестве источника 
питательных веществ и энер-
гии для своего выживания.

Интересный биологиче-
ский парадокс состоит в том, 
что именно аминокислоты рас-
сматриваются в качестве сое-
динений с большим потенци-
алом в процессе разработки 
антибактериальных препара-
тов [7]. В частности, D-амино-
кислоты, как сообщается, про-
являют прямую антимикроб-
ную активность широкого спек-
тра действия. Мишенью для 
них, как и для многих анти-
биотиков, служит пептидог-
ликан клеточной стенки [8]. 
Также было показано, что раз-
личия во включении бактери-
ями D-аминокислот в пептидо-
гликан могут зависеть от усло-
вий роста и влиять на скорость 
синтеза клеточной стенки [2]. 
Стратегии по снижению устой-
чивости к противомикробным 
препаратам направлены на раз-
работку соединений, препят-
ствующих восприятию пепти-
дов QS, последующее ингиби-
рование путей биосинтеза ком-
понентов систем межклеточных 
коммуникаций и снижение био-
пленочной активности [9, 10].

Настоящее исследование 
направлено на определение 
и сравнительный анализ эффек-
тов биологически активных сое-
динений (триптофана, цинка, 
аргинина, татипацина, таурина) 

в диапазоне концентраций 150–
20 000 мкг/мл на рост S. aureus 
и E. сoli; анализ их влияния 
на метаболическую активность 
планктонных форм микроорга-
низмов в динамике и эффектов 
данных соединений на микро-
организмы в составе биопленок.

Материалы и методы

Объектом исследования 
являлись грамположитель-
ные и грамотрицательные изо-
ляты: 4 штамма Escherichia coli 
и 4 –  Staphylococcus aureus, выде-
ленные у пациентов хирурги-
ческого профиля. Идентифи-
кация и типирование микро-
организмов производились 
на микробиологическом анали-
заторе Vitek 2 Compact фирмы 
BioMérieux. Эффекты данных 
соединений изучали на план-
ктонных формах микроорга-
низмов и на микроорганизмах 
в составе моно- и микстбио-
пленок в присутствии трипто-
фана, цинка аспартата (массо-
вая доля цинка не менее 27,5%), 
цинка хлорида (массовая доля 
цинка не менее 48%), арги-
нина, татипацина (компози-
ция аминокислот), таурина про-
изводства Института физико- 
органической химии НАН 
Беларуси. Рабочие растворы 
готовили с использованием 
жидкой питательной среды 
Мюллера- Хинтона. Концен-
трацию рассчитывали исходя 
из необходимой максимальной 
в ряду двой ных разведений.

Эффекты исследуемых сое-
динений в диапазоне 150–
20 000 мкг/мл по отношению 
к микроорганизмам в план-
ктонной форме определяли 
методом серийных разведений 
в бульоне с помощью «time-kill» 
анализа с подсчетом колоние-
образующих единиц (КОЕ) [11]. 

Из рабочих растворов гото-
вили ряд двой ных разведений:

20 000–150 мкг/мл для каж-
дого соединения с постановкой 
контролей бактерий, бульона 
и веществ. Для инокуляции 
использовали суточную куль-
туру микроорганизмов, выра-
щенную на скошенном мясо-
пептонном агаре в концентра-
ции 1,5×108 КОЕ/мл или 0,5 ед. 
по Мак- Фарланду (ед. МкФ), 
разведенную в 100 раз. Конеч-
ная концентрация бактерий 
в каждой пробирке, учитывая 
фактор разбавления питатель-
ной средой, составила прибли-
зительно 7,5×105 КОЕ/мл. Про-
бирки инкубировали в обыч-
ной атмосфере при темпера-
туре 35±1 °С в течение 24 ч. 
Для определения роста микро-
организмов измеряли опти-
ческую плотность растворов 
на детекторе мутности суспен-
зий DЕN-1 Biоsаn до и после 
инкубации. Результаты бакте-
риального роста выражали как 
разность между вторым и пер-
вым замером в ед. МкФ. Также 
проводили посев из проби-
рок на мясопептонный агар 
в чашки Петри для регистра-
ции КОЕ и исключения воз-
можной нежелательной мутно-
сти исследуемых соединений. 
Экспозиция 24 ч при 35±1 °С.

Эффекты соединений (2500–
300 мкг/мл) по отношению 
к микроорганизмам в составе 
биопленки определяли микро-
методом разведения веществ 
с применением индикатора (ала-
маровый синий 0,1%), также 
проводили визуализацию био-
пленок с помощью трансмис-
сионной электронной микро-
скопии (ТЭМ) (JЕОL, Япо-
ния) при ускоряющем напря-
жении 80 KV [12]. Биопленки 
выращивали в системе имму-
нологических планшетов 
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в статических условиях 5 сут. 
при 35±1 °С по адаптирован-
ной методике [13]. В первые 
сутки в каждую лунку вно-
сили 200 мкл питательного 
бульона Мюллера- Хинтона, 20 
мкл взвеси микроорганизмов 
(0,5 ед. МкФ) и медные сеточки, 
в последующем используемые 
для электронной микроско-
пии. Сеточки диаметром 3,5 мм 
предварительно покрывали 
формваровой пленкой. На чет-
вертые сутки культивирова-
ния добавляли исследуемые 
соединения (2500–600 мкг/мл) 
и продолжали инкубировать. 
На пятые извлекали медные 
сеточки и добавляли индикатор 
во все лунки по 20 мкл. Реги-
стрировали изменение окраски 
опытных образцов в сравнении 
с контрольными в динамике 
времени через 2, 4, 8, 16 и 24 ч.

Анализ и визуализацию дан-
ных проводили с помощью 
программного пакета Statistica 
Version 13.5.0.17. Сравнение 
результатов между группами 
исследуемых веществ осущест-
вляли с помощью дисперсион-
ного анализа Краскела- Уоллиса 
с постобработкой критерием 
Данна. Зависимость бактери-
ального роста от концентра-
ций исследуемых веществ про-
веряли анализом ANOVA.

Результаты  
и обсуждение

Эффекты присутствия 
в среде БАВ по отношению 
к планктонным формам 
микроорганизмов

Микроорганизмы, в отно-
шении которых тестировали 
эффекты БАВ, имеют раз-
личную структуру клеточ-
ной стенки [14]. Однако сред-
ние значения роста между грам-
положительными штаммами 

S. aureus и грамотрицательными 
штаммами E. coli в присутствии 
исследуемых соединений ста-
тистически значимо не разли-
чались (t=0,54; df=34; p=0,85).

Достоверные изменения 
наблюдали для всех групп сое-
динений по сравнению с кон-
трольной (рис. 1). Попарным 
сравнением средних рангов 
(критерий Данна) выявлены 

Рис. 1. Диаграммы размаха средних величин суточного роста E. coli и S. aureus в 
зависимости от концентрации воздействующих веществ с результатами анализа 
Краскела-Уоллиса: 1 – H=22,17, df=5, p =0,0005; 2 – H=21,33, df=5, p =0,0007; 3 – 
H=15,10, df=5, p =0,0010; 4 – H=9,98, df=5, p =0,0758

* – данные достоверны по отношению к контролю (p≤0,05)

Рис. 2. График, отражающий суточный рост культур E. coli в присутствии БАВ 
в концентрации 150–20 000 мкг/мл (p≤0,05)
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статистически значимо раз-
личающиеся показатели роста 
микроорганизмов для сле-
дующих пар групп во всех 
исследуемых концентрациях: 
P(Zn- K)=0,0000; Р(Tat- K)=0,0005; 
P(Arg- Zn)=0,0000; P(Trp- Zn) 
=0,0002; P(Taur- Zn) =0,0000; 
P(Taur- Tat) =0,0038.

На основании результа-
тов, представленных на рис. 2 
и в табл. 1, рассчитан про-
цент увеличения или умень-
шения роста микроорганиз-
мов от контрольного значения 
роста E. coli через сутки инку-
бирования в присутствии цинка 
аспартата, аргинина, татипа-
цина, триптофана, таурина.

Присутствие в среде:
- 20 мг/мл цинка аспартата 

снижало показатели суточ-
ного роста E. coli на 98,6%; 
5 мг/мл –  уменьшило КОЕ 
на 97,3%; 0,6 мг/мл –  ингибиро-
вало рост бактерий на 31,5%;

0,15 мг/мл –  способство-
вало небольшому увеличе-
нию роста E. coli, до 5,5% 
от контрольного значения;

- 20 мг/мл аргинина сни-
жало показатели суточ-
ного роста E. coli на 10,9%; 
5 мг/мл –  уменьшило КОЕ 
на 5,5%; 0,6 мг/мл –  ингиби-
ровало рост бактерий на 2,8%; 
0,15 мг/мл –  способствовало уве-
личению роста E. coli до 4,1%;

- 20 мг/мл композиции ами-
нокислот –  татипацина сни-
жало показатели суточного 
роста E. coli на 60,3%; 5 мг/мл –  
привело к уменьшению КОЕ 
на 27,4%; 0,6 мг/мл –  ингиби-
ровало рост бактерий на 9,6%; 
0,15 мг/мл татипацина также 
сдерживало рост E. coli до 10,7%;

- 20 мг/мл триптофана 
снижало показатели суточ-
ного роста E. coli на 34,3%; 
5 мг/мл –  уменьшало КОЕ 
на 20,6%; 0,6 мг/мл –  ингиби-

Вещество/
Группа

С мкг/мл
Стартовое 

количество 
КОЕ/мл

12 ч 24 ч 48 ч №

Контроль – 75×106 975±15×106 1095±45×106 1305±15×106 4

Zn asp

20000*# 75×106 0# 15±15×106# 15±15×106# 4

5000*# 75×106 15±15×106# 30±15×106# 45±15×106# 4

600*# 75×106 720±90×106# 750±180×106# 675±45×106# 4

150*#ψ 75×106 720±15×106# 1155±180×106ψ 1095±105×106# 4

Arg

20000*# 75×106 795±15×106# 975±75×106# 1170±60×106# 4

5000*# 75×106 885±15×106# 1035±75×106# 1230±0×106# 4

600*# 75×106 870±0×106# 1065±15×106# 1215±45×106# 4

150*ψ 75×106 1035±75×106ψ 1140±0×106ψ 1380±60×106ψ 4

Tat

20000*# 75×106 360±60×106# 435±75×106# 735±75×106# 4

5000*# 75×106 690±30×106# 795±45×106# 900±30×106# 4

600*# 75×106 960±90×106# 990±120×106# 1125±135×106# 4

150*# 75×106 810±30×106# 975±15×106# 1050±0×106# 4

Trp

20000*# 75×106 630±60×106# 720±60×106# 690±30×106# 4

5000*# 75×106 750±30×106# 870±60×106# 945±15×106# 4

600*# 75×106 900±30×106# 1020±60×106# 1110±30×106# 4

150*#ψ 75×106 1035±15×106ψ 1110±60×106ψ 1170±90×106# 4

Taur

20000*# 75×106 825±15×106# 945±75×106# 960±60×106# 4

5000*# 75×106 855±15×106# 1005±15×106# 1110±90×106# 4

600*#ψ 75×106 990±60×106# 1155±75×106ψ 1230±0×106# 4

150*#ψ 75×106 1005±45×106ψ 1170±60×106ψ 1200±60×106# 4

Таблица 1. Средние значения  КОЕ штаммов E. coli в присутствии БАВ в динамике 
времени (p≤0,05)
Примечание: большой размах стандартного отклонения комментируется различными штаммами кишечной палочки; значимые 
различия относительно контрольной группы * – p<0,05;  # – ингибирующий эффект препарата относительно контрольной группы, 
ψ – стимулирующий эффект препарата относительно контрольной группы

Рис. 3. График, отражающий суточный рост культур S. aureus в присутствии БАВ  
в концентрации 150–10 000 мкг/мл (p≤0,05)
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ровало рост бактерий на 6,9%; 
0,15 мг/мл –  способствовало уве-
личению роста E. coli до 1,6%;

- 20 мг/мл таурина снижало 
показатели суточного роста 
E. coli на 13,7%; присутствие 
5 мг/мл –  привело к падению 
КОЕ на 8,2%; 0,6 мг/мл –  увели-
чивало рост бактерий на 5,5%; 
0,15 мг/мл –  способствовало уве-
личению роста E. coli до 6,9%.

Таким образом, цинка аспар-
тат, аргинин, татипацин, трипто-
фан и таурин в концентрации 
от 20 мг/мл до 5 мг/мл задер-
живают рост E. coli, а в концен-
трации 0,6 мг/мл и 0,15 мг/мл –  
напротив, способствуют росту 
кишечной палочки.

«Time-kill» анализ пока-
зал, что выявленные эффекты 
БАВ на рост микроорга-
низмов наблюдались после 
4 ч присутствия соедине-
ний в среде и продолжались 
до 48 ч. Наиболее выражено 
они наблюдались в промежутке 
16–24 ч. инкубации в сравне-
нии с контролем (p<0,001).

На основании результа-
тов, представленных на рис. 3 
и в табл. 2, рассчитан про-
цент увеличения или умень-
шения роста микроорганиз-
мов от контрольного значе-
ния S. aureus через сутки инку-
бирования в присутствии 
исследуемых соединений.

Присутствие в среде:
- 10 мг/мл цинка аспар-

тата уменьшало показатели 
суточного роста S. aureus 
на 100%; 2,5 мг/мл –  сокра-
щало КОЕ на 100%; 0,6 мг/мл –  
ингибировало рост бакте-
рий на 100%; 0,15 мг/мл –  сни-
зило рост S. aureus до 26,0% 
от контрольного значения;

- 10 мг/мл аргинина умень-
шило показатели суточ-
ного роста S. aureus на 21,7%; 
2,5 мг/мл –  сократило КОЕ 

на 12,8%; 0,6 мг/мл –  инги-
бировало рост бактерий 
на 21,7%; 0,15 мг/мл также 
способствовало уменьше-
нию роста S. aureus до 18,6% 
от контрольного значения;

- 10 мг/мл татипацина 
снижало показатели суточ-
ного роста S. aureus на 96,5%; 
2,5 мг/мл –  сократило КОЕ 
на 19,8%; 0,6 мг/мл –  инги-
бировало рост бактерий 
на 21,7%; 0,15 мг/мл –  сни-
зило рост S. aureus до 18,6% 
от контрольного значения;

- 10 мг/мл триптофана 
уменьшало показатели суточ-
ного роста S. aureus на 23,3%; 
2,5 мг/мл –  сократило КОЕ 
на 17,3%; 0,6 мг/мл –  инги-
бировало рост бактерий 
на 24,4%; 0,15 мг/мл –  сни-
зило рост S. aureus до 18,6% 
от контрольного значения;

- 10 мг/мл таурина умень-
шало показатели суточ-
ного роста S. aureus на 23,3%; 
2,5 мг/мл –  сократило КОЕ 
на 14,0%; 0,6 мг/мл –  инги-
бировало рост бактерий 

Вещество/
Группа

С мкг/мл
Стартовое 

количество 
КОЕ/мл

12 ч 24 ч 48 ч №

Контроль – 75×106 1170±15×106 1290±15×106 1425±30×106 4

Zn asp

10000*# 75×106 0# 0# 0# 4

2500*# 75×106 0# 0# 0# 4

600*# 75×106 0# 0±30×106# 0±60×106# 4

150*# 75×106 954±45×106# 1125±90×106# 1215±90×106# 4

Arg

10000*# 75×106 1010±170×106# 1285±130×106# 1160±30×106# 4

2500*# 75×106 1125±45×106# 1200±120×106# 1260±120×106# 4

600*# 75×106 1010±0×106# 1215±30×106# 1335±30×106# 4

150*# 75×106 1050±30×106# 1170±0×106# 1275±90×106# 4

Tat

10000*# 75×106 45±45×106# 105±90×106# 135±90×106# 4

2500*# 75×106 990±0×106# 1140±60×106# 1275±30×106# 4

600*# 75×106 975±45×106# 1065±30×106# 1140±30×106# 4

150*# 75×106 1080±30×106# 1155±90×106# 1290±60×106# 4

Trp

10000*# 75×106 930±90×106# 990±140×106# 1140±90×106# 4

2500*# 75×106 1020±120×106# 1215±90×106# 1290±60×106# 4

600*# 75×106 1065±45×106# 1170±60×106# 1260±120×106# 4

150*# 75×106 1050±60×106# 1185±90×106# 1320±120×106# 4

Taur

10000*# 75×106 960±0×106# 990±60×106# 1440±60×106# 4

2500*# 75×106 995±15×106# 1110±60×106# 1380±60×106# 4

600*# 75×106 1020±0×106# 1140±60×106# 1260±120×106# 4

150*# 75×106 1100±0×106# 1260±60×106# 1260±120×106# 4

Zn cl

10000*# 75×106 0# 0# 0# 4

2500*# 75×106 0# 0# 0# 4

600*# 75×106 0# 15±30×106# 45±30×106# 4

150*# 75×106 900±30×106# 1065±90×106# 1140±60×106# 4

Таблица 2. Средние значения КОЕ S. aureus в присутствии БАВ  
в динамике времени (p≤0,05)
Примечание: большой размах стандартного отклонения объясняется различными штаммами стафилококка; значимые различия 
относительно контрольной группы * – p<0,05;  # – ингибирующий эффект препарата относительно контрольной группы 
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на 11,6%; 0,15 мг/мл –  снизило 
рост S. aureus до 2,3% от кон-
трольного значения (p<0,05);

- 10 мг/мл цинка хлорида 
уменьшало показатели суточ-
ного роста S. aureus на 100%; 
2,5 мг/мл –  сократило КОЕ 
на 100%; 0,6 мг/мл –  ингибиро-
вало рост бактерий на 98,8%; 
0,15 мг/мл –  снизило рост 
S. aureus до 30,2% от кон-
трольного значения (p<0,05).

Таким образом присутствие 
в среде цинка (C8H12N2O8Zn, 
ZnCl2), аргинина, татипацина, 
триптофана и таурина в концен-
трации от 10 мг/мл до 5 мг/мл 
задерживает рост штаммов 
S. aureus, а в концентрации 
0,6 мг/мл и 0,15 мг/мл в меньшей 
степени снижают количество 
стафилококков, но в отличие 
от эффектов на E. coli не оказы-
вают стимулирующего воздей-
ствия на метаболизм S. aureus.

Выявленные эффекты БАВ 
на рост микроорганизмов, 

согласно «time-kill» анализу, 
наблюдались после 4 ч при-
сутствия соединений в среде 
и продолжались до 48 ч. Наибо-
лее выражены они были в про-
межутке 16–24 ч инкубации 
(p<0,001). После 36 ч воздей-
ствия показатели бактериаль-
ного роста для всех исследу-
емых веществ приближались 
к контрольной группе. Дан-
ные, полученные при прове-
дении анализа «time-kill», под-
твердили результаты метода 
макроразведений в бульоне 
о том, что высокие концен-
трации БАВ сдерживают рост 
S. aureus и E. coli, а низкие –  
напротив, способствуют повы-
шению метаболизма, что уста-
новлено для E. coli. Эти сведе-
ния соответствуют исследова-
нию о способности кишечной 
палочки утилизировать 7 из 20 
аминокислот в равномоляр-
ной смеси без других источни-
ков углерода или азота [15].

Эффекты БАВ  
на микробные биопленки

В результате бактериоста-
тического действия исследу-
емых веществ на биопленку 
микроорганизмы не прояв-
ляют жизнедеятельности, при 
этом цвет резазурина не изме-
няется (синий). При устойчи-
вости микроорганизма к пре-
парату индикатор становится 
розовым, так как в живых клет-
ках митохондрии способны 
уменьшать количество рас-
творенного субстрата с фор-
мированием водораствори-
мого ярко-розового красителя. 
Таким образом, скорость изме-
нения окраски опытных образ-
цов в сравнении с контроль-
ными пропорциональна коли-
честву метаболически актив-
ных клеток [16] (табл. 3).

По результатам индикатор-
ного анализа (табл. 3) видно, 
что в первые 8 ч инкубирования 
цинка аспартат обладает инги-
бирующим действием по отно-
шению к моно- и микстбиоплен-
кам в концентрации 600–2500 
мкг/мл; триптофан ингиби-
рует рост моно- и микстбио-
пленки в концентрации 1200–
2500 мкг/мл; аргинин дей-
ствует таким же образом в кон-
центрации 2500 мкг/мл. Через 
16 ч антимикробная актив-
ность соединений снижается: 
цинка аспартат ингибирует рост 
моно- и микстбиопленки в кон-
центрации 1200–2500 мкг/мл; 
триптофан –  в концентрации

2500 мкг/мл; аргинин инги-
бирует рост монобиопленки 
только S. aureus в концен-
трации 2500 мкг/мл. Допол-
нительное ожидание в тече-
ние 24 ч при 35±1⁰С требуется 
для определения минималь-
ной ингибирующей концен-
трации (МИК) веществ. Спу-
стя сутки среди всех БАВ только 

Состав 
биопленки

Контроль
(без веществ)

1. Цинка 
аспартат 

2500/1200/600 
мкг/мл

 2. Триптофан 
2500/1200/600 

мкг/мл

3. Аргинин 
2500/1200/600 

мкг/мл

N 3 3 3 3

 8 ч инкубирования

S. aureus Р С*/С*/С* С*/С*/Р# С*/ Р#/Р#

E. coli Р С*/С*/С* С*/С*/Р# С*/ Р#/Р#

S. aureus + E. coli P С*/С*/С* С*/С*/Р# С*/ Р#/Р#

 16 ч инкубирования

S. aureus Р С*/С*/Р# С*/Р#/Р# С*/Р#/Р#

E. coli Р С*/С*/Р# С*/Р#/Р# Р#/Р#/Р#

S. aureus + E. coli P С*/С*/Р# С*/Р#/Р# Р#/Р#/Р#

 24 часов инкубирования

S. aureus Р С*/Р#/Р# Р#/Р#/Р# Р#/Р#/Р#

E. coli Р С*/Р#/Р# Р#/Р#/Р# Р#/Р#/Р#

S. aureus + E. coli P Р/Р/Р Р/Р/Р Р/Р/Р 

Таблица 3. Результаты индикаторного анализа на основе резазурина по отношению 
к биопленкам S. aureus и E. coli  
Примечание: Р – розовый цвет; С – синий цвет; достоверные изменения в сравнении с контролем (*); достоверные изменения 
между группами 1, 2, 3 мкг/мл (#)
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цинка аспартат в концентра-
ции 2500 мкг/мл сохранял инги-
бирующий эффект на S. aureus 
и E. coli (табл. 3). Бактерии 
в составе микстбиопленок были 
устойчивы ко всем исследуе-
мым соединениям. Эти данные 
также подтверждаются и дру-
гими исследованиями [17].

Электронно- 
микроскопическое изучение 
микроорганизмов S. aureus 
и E. coli продемонстриро-
вало их способность к обра-
зованию биопленок (рис. 4).

При микроскопии наблю-
дали образование электрон-
ноплотных структур с боль-
шим количеством бактерий, 
адгезированных к поверх-
ности формваровой пленки 
и друг к другу (рис. 4).

Клетки в биопленке объеди-
нены рыхлым внеклеточным 
веществом (экзополисахарид-
ным матриксом). Его наличие 
и адгезия указывают на необра-
тимую стадию образования 
микробной биопленки и явля-
ются морфологическим при-
знаком истинной биопленки 
в отличие от колоний микроор-
ганизмов на агаре [18]. В то же 
время на образцах, которые 
культивировали в присут-
ствии 2500 мкг/мл цинка аспар-
тата (рис. 4–3), видны при-
знаки обширного разрушения 
биопленки и отсутствие экзо-
полисахаридного матрикса 
по сравнению с контрольными 
образцами (рис. 4–1), а также 
образцами, подвергшимися 
воздействию цинка аспартата 
в меньших концентрациях

(рис. 4–2). При микроскопии 
пятидневных образцов моно- 
и микстбиопленок, культивиру-
емых в присутствии триптофана 
2500–600 мкг/мл и аргинина 
2500–600 мкг/мл, существенных 
отличий по сравнению с кон-

трольными образцами выявлено 
не было. Полученные данные 
об эффектах БАВ на биопленки 
S. aureus и E. coli с использо-
ванием ТЭМ коррелируют 
с результатами индикаторного 
метода после 24-часового инку-
бирования (рис. 4, табл. 3).

При сравнительном анализе 
ингибирующих концентраций 
БАВ для планктонных форм 
и биопленок видно, что для 
них соответствующий эффект 
цинка аспартата наблюдается 
в концентрации 600 мкг/мл 
(табл. 1, 2), для биопленок инги-
бирование наступает в присут-
ствии 2500 мкг/мл (табл. 3). При 
сравнении ингибирующих кон-
центраций цинка аспартата для 
микроорганизмов в планктон-
ной форме и в составе биопле-
нок видно, что МИК для био-
пленки возрастает приблизи-
тельно в 4 раза относительно 
МИК для планктонных форм 
(табл. 1–3). Одним из клиниче-
ски значимых свой ств бактерий 
в составе биопленок является 
более высокая устойчивость 
к антибиотикам в сравнении 
с их свободно живущими ана-
логами. В связи с гетерогенно-
стью консорциума механизмы, 
отвечающие за резистентность, 
функционируют в биопленке 
одновременно, обеспечивая 
высокие уровни антибиотикоре-

зистентности. Они в корне отли-
чаются от механизмов устой-
чивости, используемых планк-
тонными клетками [17]. Уни-
версальный подход, с помощью 
которого аминокислоты пре-
пятствуют образованию/разру-
шают биопленки, маловероятен. 
Ингибирующие эффекты БАВ 
могут реализовываться через 
блокирование синтеза клеточ-
ных элементов, нарушение син-
теза или разрушение полимер-
ного матрикса, дезорганизацию 
межклеточного обмена гене-
тической информацией, могут 
быть направлены на механизмы 
первоначальной адгезии бакте-
рий к абиотической поверхно-
сти, а также сочетаться с соб-
ственно бактерицидными аген-
тами (антибиотиками) [19].

Необходимо проведение 
дальнейших исследований для 
выявления механизмов дей-
ствия БАВ и изучения их ком-
бинаций с антибактериальными 
препаратами с целью поиска 
синергии. Интерес могут пред-
ставлять как высокие концен-
трации веществ, обладающие 
ингибирующими свой ствами, 
так и те, что стимулируют 
рост бактерий (табл. 1). Так 
как до воздействия антибио-
тика клетки- персисторы нахо-
дятся в состоянии замедленного 
метаболизма, это позволяет им 

Рис. 4. Образцы 5-дневных монобиопленок; 1 – E. coli; 2 – E. coli + цинка аспартат 
1200 мкг/мл; 3 – E. coli + цинка аспартат 2500 мкг/мл; мерный отрезок равен 10 мкм
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�� Summary. Biologically active substances (BAS) (tryptophan, zinc aspartate, arginine, tatipacin, 
taurine) have modulating effects on the metabolism of microorganisms in vitro. The study found that 
biologically active substances have dose-dependent effects on the metabolic activity of bacteria in 
planktonic form. Daily incubation of bacteria in the presence of a high concentration of biologically active 
substances (1200–20 000 μg/ml) led to a decrease in the number of planktonic forms. BAS concentrations 
in the range of 600–150 μg/ml did not have an inhibitory effect on microorganisms. All test substances at 
a concentration of 150 μg/ml promoted the growth of E. coli strains. 
Dose-dependent effects of biologically active substances were also observed in relation to bacteria in 
biofilms. Zinc aspartate at a concentration of 2500 µg/ml has a bactericidal effect on S. aureus and E. coli 
in monobiofilms. 
The identity of metabolic flows leads to competition between body cells and microorganisms for nutrient 
substrates, which is important in the development of the infectious process, and also indicates the need to 
study the effects of biologically active substances in animal models.

�� Keywords: biologically active substances, antibacterial effect, S. aureus, E. coli, planktonic forms, 
microbial biofilms.

�� https://doi.org/10.29235/1818-9857-2022-12-73-80
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в некоторых случаях предотвра-
тить повреждение клеточной 
мишени антибиотиком. Предва-
рительное инкубирование бак-
терий с БАВ в концентрации 150 
мкг/мл и ниже способно акти-
визировать метаболизм клеток, 
проявляющих свой ства пер-
систенции [20]. С одной сто-
роны БАВ необходимы для 
роста и метаболизма микро-
организмов, а с другой –  тща-
тельная оптимизация состава 
и концентрации может ока-
зывать и антибактериальный, 
и антибиопленочный эффект.

Выводы

Присутствие в среде трипто-
фана, цинка, аргинина, тати-
пацина, таурина в концентра-
ции 1200–20 000 мкг/мл при-
водит к снижению количества 
планктонных форм бактерий 
и деградации биопленок. Низ-
кие концентрации БАВ (150– 
600 мкг/мл) оказывают моду-
лирующие эффекты на метабо-
лизм микроорганизмов в раз-
личных формах существования. 
Изменения в доступности пита-
тельных веществ (БАВ) вли-
яют на качественный и коли-
чественный состав микро-
биома, а также на экспрессию 
факторов вирулентности, сте-
пень патогенности бактерий, 
их способность к генетической 
трансформации и образованию 
клеток- персисторов. Модули-
рующие эффекты БАВ позво-
ляют рассматривать их в каче-
стве адъювантов/вспомогатель-
ных веществ для повышения 
эффективности антибактери-
альных препаратов, что может 
привести к улучшению кли-
нических результатов и сни-
жению распространения 
антибиотикоустойчивости.
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