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Аннотация. Глобальной мировой проблемой XXI века является борьба с бактериальными инфекциями, 

вызванными микроорганизмами со множественной лекарственной устойчивостью. Учеными постоянно ведутся 

поиски новых терапевтических средств, активных в отношении антибиотикорезистентных штаммов. Вторич-

ные метаболиты микробного происхождения исторически доказали свою значимость в качестве источника цен-

ных соединений с антимикробной активностью. Род Corynebacterium spp., который в последнее время привле-

кает внимание исследователей благодаря открытию отдельных видов с пробиотическим потенциалом, ранее 

не был изучен в данном аспекте. Цель исследования. Изучение антимикробной и антибиопленочной активно-

сти экстрактов трех вагинальных изолятов Corynebacterium amycolatum. Материалы и методы. Материалом 

для исследования послужили экстракты трех вагинальных изолятов C. amycolatum ICIS 5, ICIS 9 и ICIS 53. Ан-

тимикробную активность экстрактов изучали в условиях in vitro в отношении 4 тест-штаммов патогенных мик-

роорганизмов с помощью метода бумажных дисков. Исследование влияния экстрактов на предварительно 

сформированные биопленки тест-штаммов проводили в 96-луночных полистироловых планшетах. Морфоло-

гию биопленок тест-штаммов после предварительной обработки экстрактами C. amycolatum изучали с помо-

щью сканирующей электронной микроскопии. Экспериментальные данные были обработаны методами вариа-

ционной статистики с вычислением из трех измерений средней арифметической и ее ошибки (M ± m). Резуль-

таты исследования. Установлена антибактериальная и антибиопленочная активность всех тестируемых экс-

трактов C. amycolatum в отношении Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa АТСС 27853, 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 и Enterococcus faecium ATCC 19434. Выраженность антибактериальной ак-

тивности и степень разрушения сформированной биопленки зависела от вида тестируемого микроорганизма. 

Исследования, выполненные с помощью сканирующей электронной микроскопии, выявили плоскую, разбро-

санную и неструктурированную архитектуру биопленок тест-штаммов. Заключение. Полученные данные от-

крывают перспективу изучения метаболического профиля экстрактов C. amycolatum для понимания природы 

и механизма обнаруженного антибактериального и антибиопленочного действия. 
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Abstract. A serious global problem of the 21st century is the fight against bacterial infections caused by 

microorganisms with multiple drug resistance. Scientists are constantly searching for new therapeutic agents active 

against antibiotic-resistant strains. Secondary metabolites of microbial origin have historically proven their importance 

as a source of valuable compounds with antimicrobial activity. The genus Corynebacterium spp., which has recently 

attracted the attention of scientists due to the discovery of individual species with probiotic potential, has not been 

previously studied in this aspect. Purpose of the study: to study the antimicrobial and antibiofilm activity of extracts of 

vaginal isolates of Corynebacterium amycolatum. Material and methods. The material for the study were extracts of 

three vaginal isolates of C. amycolatum ICIS 5, ICIS 9 and ICIS 53. The antimicrobial activity of the extracts was 

studied in vitro against 4 test strains of pathogenic microorganisms using the paper disk method. The effect of the 

extracts on pre-formed biofilms of the test strains was studied in 96-well polystyrene plates. The morphology of the test 

strain biofilms after pre-treatment with C. amycolatum extracts was studied using scanning electron microscopy. The 

experimental data were processed using variation statistics methods with the calculation of the arithmetic mean and its 

error (M±m) from 3 measurements. Research results. The antibacterial and antibiofilm activity of all tested 

C. amycolatum extracts was established against Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Pseudomonas aeruginosa ATCC 

27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Enterococcus faecium ATCC 19434. The severity of antibacterial 

activity and the degree of destruction of the formed biofilm depended on the type of the tested microorganism. Scanning 

electron microscopy studies revealed a flat, scattered and unstructured architecture of the biofilms of the test strains. 

Conclusion. The data obtained open the prospect of studying the metabolic profile of C. amycolatum extracts to 

understand the nature and mechanism of the detected antibacterial and antibiofilm activity. 
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Введение. Глобальной мировой проблемой XXI века является борьба с бактериальными ин-

фекциями, вызванными микроорганизмами со множественной лекарственной устойчивостью [1, 2]. 

Старение, иммуносупрессия и инвазивные хирургические процедуры повышают риск заражения тя-

желыми инфекциями и способствуют быстрому распространению устойчивых к множеству лекар-

ственных препаратов патогенов [3]. Эта насущная проблема подчеркивает острую необходимость в 

инновационных стратегиях противомикробной терапии для борьбы с развивающимися механизмами 

устойчивости. Исследования по поиску и разработке терапевтических средств эффективного кон-

троля антибиотикорезистентных штаммов ведутся учеными во всем мире, однако на сегодняшний 

день четкого алгоритма решения этого вопроса не найдено, поскольку бактериальные патогены по-

стоянно приобретают устойчивость к новым антибактериальным агентам.  

Перспективным источником новых биологически активных соединений с антимикробной ак-

тивностью могут являться вторичные метаболиты микробного происхождения [4]. Лидерами в про-

дукции широкого спектра биологически активных соединений стали представители класса 

Actinomycetes [5]. Corynebacterium – род грамположительных бактерий, который классифицируется 

как Actinomycetes, в последнее время он привлекает внимание ученых благодаря открытию отдельных 

видов с антимикробным и пробиотическим потенциалом [6, 7]. Corynebacterium pseudodiphtheriticum – 

представитель нормальной носовой микробиоты, обладает бактерицидной активностью в отношении 

Staphylococcus aureus, включая устойчивый к метициллину S. aureus (MRSA) [8], а также ингибирует 

рост Moraxella catarrhalis [9]. Corynebacterium propinquum использует сидерофоры для ограничения 

доступности железа для коагулазоотрицательных стафилококков [10]. Corynebacterium CDC G1 ZMF 

3P13, выделенный с поверхности кожи человека, обладает антимикробной активностью в отношении 

S. aureus, Staphylococcus epidermidis, Corynebacterium diphtheriae и Propionibacterium spp. [11].  

Проведенные ранее исследования по антимикробной активности вагинальных изолятов 

Corynebacterium amycolatum показали многообещающие результаты. Было выявлено, что бесклеточ-

ные супернатанты этих штаммов подавляют прирост планктонной культуры и биопленкообразование 

Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa [12]. Анализ данных полногеномного секвенирования 

показал, что вагинальные изоляты C. amycolatum содержат кластеры генов, кодирующие нерибосо-

мальные пептиды, терпены и поликетиды, которые, согласно литературным данным, могут обладать 

выявленной антибактериальной активностью [13]. С учетом полученных результатов вагинальные 

изоляты C. amycolatum могут являться перспективным источником новых биологически-активных 

соединений с антимикробной активностью. 

Цель: изучить антимикробную и антибиопленочную активность экстрактов вагинальных изо-

лятов C. amycolatum. 
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Материалы и методы исследования. Материалом для исследования послужили 3 штамма 

Corynebacterium amycolatum ICIS 5, ICIS 9 и ICIS 53, ранее выделенные из вагинального содержимого 

здоровых женщин репродуктивного возраста и входящие в состав Сетевой коллекции симбионтных 

микроорганизмов и их консорциумов Института клеточного и внутриклеточного симбиоза Уральско-

го отделения Российской академии наук — обособленного структурного подразделения Федерально-

го государственного бюджетного учреждения науки Оренбургского федерального исследовательско-

го центра Уральского отделения Российской академии наук (ИКВС УрО РАН). Фенотипические и 

генотипические характеристики этих штаммов подробно описаны ранее [13, 14]. Штаммы депониро-

ваны во Всероссийской коллекции микроорганизмов (ВКМ, Пущино, Россия). Аннотированные по-

следовательности геномов депонированы в базе данных GenBank под номерами SSOR00000000, 

MTPT00000000 и MIFV00000000 для C. amycolatum ICIS 5, ICIS 9 и ICIS 53 соответственно.  

Культивирование штаммов проводили в сердечно-мозговом бульоне (BHI) (HiMedia 

Laboratories Pvt. Ltd., Мумбаи, Индия, Мэриленд, США) в течение 24 ч при 37 °C. Для оценки про-

дукции вторичных метаболитов штаммы C. amycolatum выращивали в колбах Эрленмейера объемом 

750 мл, которые содержали 100 мл BHI. Культуру выдерживали при орбитальном перемешивании 

при 220 об/мин, 37 °С в течение 48 ч. Объем посевного материала составлял 10 %.  

Получение экстрактов культуральной жидкости проводили согласно методике, описанной ра-

нее [15]. Изучение антимикробной активности экстрактов проводили в условиях in vitro с помощью 

метода бумажных дисков на тест-культурах штаммов Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, 

Pseudomonas aeruginosa АТСС 27853, Staphylococcus aureus ATCC 25923 и Enterococcus faecium 

ATCC 19434 [16]. Органические сырые экстракты, полученные от каждого изолята, растворяли в 30 

% водном растворе диметилсульфоксида (ДМСО) (Компонент «Реагент», Россия). Далее стерильные 

бумажные диски (бумага фильтровальная Ф ГОСТ 12026-76, Россия) пропитывали 10 мкл экстракта и 

сушили в стерильных условиях в течение одного часа при комнатной температуре. Затем каждый 

диск помещали на чашки с триптон-соевым агаром (ТСА) (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Мумбаи, 

Индия), предварительно засеянные суспензией тестируемых патогенных микроорганизмов  

(1,5 · 108 клеток/мл). В качестве положительного контроля использовали амоксициллин (20 мкг/мл) 

(«НИЦФ», Россия). Диаметры зон ингибирования измеряли через 24 часа инкубации при 37 °С.  

Изучение влияния экстрактов на предварительно сформированные биопленки тест-штаммов 

проводили в 96-луночных полистироловых планшетах согласно методике, описанной D. Dalili с соав-

торами с небольшими изменениями [17]. Аликвоты по 200 мкл суточных агаровых культур тест-

штаммов (5 · 108 КОЕ/мл), приготовленных на триптон-соевом бульоне (ТСБ), переносили в каждую 

лунку 96-луночного планшета и инкубировали в течение 24 ч при 37 °С. После инкубирования среду 

сливали, а планктонные клетки удаляли из каждой лунки путем двойной осторожной промывки сте-

рильным фосфатно-солевым буфером. После этого добавляли 200 мкл экстракта каждого штамма 

C. amycolatum и планшеты инкубировали при 37 °C в течение 24 часов. В контроле к клиническим 

изолятам добавляли ТСБ. После инкубирования биопленки фиксировали 200 мкл метанола в течение 

10 мин, окрашивали 200 мкл 0,1 % кристаллического фиолетового в течение 10 мин и аккуратно три-

жды промывали водой. Далее в каждую лунку добавляли 150 мкл 33 % уксусной кислоты и измеряли 

поглощение при 570 нм с использованием микропланшетного спектрофотометра (Molecular Devices, 

LLC, Сан-Хосе, Калифорния, США) как величину, отражающую выраженность биопленки. Разруше-

ние сформированной биопленки (%) рассчитывали согласно формуле: 

Степень разрушения сформированной биопленки (%) = (1-ОП опыт)/OП контроль · 100, 

где OП опыт — поглощение в опыте (с экстрактом); OП контроль — поглощение в контроле (с ТСБ). 

Морфологию биопленок патогенных микроорганизмов после предварительной обработки экс-

трактами C. amycolatum изучали с помощью сканирующей электронной микроскопии на микроскопе 

TESCAN MIRA 3 (Чехия) в Центре выявления и поддержки одаренных детей имени Ю. А. Гагарина 

(Оренбург, Россия). Подробная методика по подготовке образцов описана ранее [12]. Все экспери-

менты повторялись трижды. Экспериментальные данные обработаны методами вариационной стати-

стики с вычислением из трех измерений средней арифметической и ее ошибки (M ± m). 

Результаты исследования и их обсуждение. В результате проведения экстракции культураль-

ной жидкости вагинальных изолятов C. amycolatum получен конечный продукт – органический не-

очищенный экстракт. Продуктивность биомассы по органическому экстракту зависела от штамма 

и составила у C. amycolatum ICIS 5 – 53,68 мг на 1 г абсолютной сухой биомассы, у C. amycolatum 

ICIS 9 – 104,075 мг, у C. amycolatum ICIS 53–93 мг. Неочищенные экстракты тестировали на антибак-
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териальную активность. Заметную антибактериальную активность по отношению ко всем тест-

штаммам проявлял экстракт C. amycolatum ICIS 53. Зона ингибирования экстракта против K. 

pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus и E. faecium составила 12, 11, 14 и 10 мм соответственно. Экс-

тракт C. amycolatum ICIS 5 проявлял незначительную активность только в отношении E. faecium. Зо-

на ингибирования экстракта составила 6 мм. Экстракт C. amycolatum ICIS 9 проявлял незначитель-

ную активность в отношении K. pneumoniae, P. aeruginosa и E. faecium. Зона ингибирования экстрак-

та против всех тест-штаммов составила не более 6 мм (рис. 1). 

 

 

Рисунок 1. Антимикробная активность экстрактов вагинальных изолятов C. amycolatum  

при использовании метода дисковой диффузии против (а) Klebsiella pneumoniae ATCC 13883,  

(б) Pseudomonas aeruginosa АТСС 27853, (в) Staphylococcus aureus ATCC 25923, (г) Enterococcus faecium 

ATCC 19434; А – положительный контроль (амоксициллин), К – отрицательный контроль (ДМСО) 

Figure 1. Antimicrobial activity of extracts of vaginal isolates of C. amycolatum using the disk diffusion method 

against (a) Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, (b) Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, (c) Staphylococcus 

aureus ATCC 25923, (d) Enterococcus faecium ATCC 19434; A – positive control (amoxicillin),  

K – negative control (DMSO) 

 

Исследование антибиопленочной активности органических экстрактов показало, что все экс-

тракты были способны разрушать 24-часовые сформированные биопленки всех тест-штаммов. Ре-

зультаты представлены на рисунке 2. Степень разрушения зависела от выделенного экстракта и вида 

тестируемого микроорганизма. Высокая способность разрушать предварительно сформированные 

биопленки была обнаружена для всех органических экстрактов по отношению к P. aeruginosa 

и S. aureus, что составило от 76,24 до 82,98 % и от 78,25 до 86,37 % соответственно. Низкую актив-

ность экстракты проявили в отношении сформированной биопленки E. faecium. Процент разрушения 

составил от 22,19 до 39,54 %. В отношении K. рneumoniae степень разрушения биопленки варьирова-

ла от 38,47 до 56,22 %. 
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Рисунок 2. Влияние экстрактов вагинальных изолятов C. amycolatum  

на сформированные биопленки тест-штаммов 
Figure 2. Effect of extracts of vaginal isolates of C. amycolatum on formed biofilms of test strains 

 

Полученные результаты согласуются с более ранними исследованиями по антимикробной ак-

тивности и влиянию на биопленки патогенных микроорганизмов различными штаммами коринебак-

терий. M. A. Menberu с соавторами продемонстрировали, что бесклеточные супернатанты 

Corynebacterium accolens вызвали значительное снижение метаболической активности и биомассы 

биопленки S. aureus и MRSA [18]. D. Dalili с соавторами сообщили, что липопептидный биосурфак-

тант из Corynebacterium xerosis проявил ингибирующую и разрушающую активность в отношении 

сформированных биопленок S. aureus, S. mutans, E. coli и P. aeruginosa [17].  

Морфологию биопленок после обработки органическими экстрактами вагинальных изолятов 

C. amycolatum наблюдали с помощью сканирующей электронной микроскопии (СЭМ). Биопленки 

K. рneumoniae и S. aureus имели комковатую структуру с наличием волокон и спаек между клетками. 

Клетки были гладкими, мембрана не была повреждена (рис. 3а, 3в). Когда предварительно сформиро-

ванные биопленки обрабатывались органическими экстрактами, микроскопические наблюдения по-

казали плоскую, разбросанную и неструктурированную архитектуру биопленки. Клетки 

K. рneumoniae были плоскими и относительно неструктурированными. Вероятно, произошел отток 

внутриклеточного содержимого. Мембрана клеток S. aureus была повреждена (рис. 3б, г).  

Согласно литературным данным, катионные антимикробные пептиды имеют схожий механизм 

действия, взаимодействуя с отрицательно заряженной бактериальной мембраной, увеличивают про-

ницаемость мембраны, приводя к ее лизису и высвобождению клеточного содержимого [19]. В 

настоящее время существуют единичные исследования, описывающие продукцию антимикробных 

пептидов коринебактериями, однако их бактерицидный эффект не связан с образованием пор в бак-

териальной мембране [20–22]. Известно, что биосурфактанты могут влиять на проницаемость цито-

плазматической мембраны [23]. Например, софоролипиды представляют собой класс биосурфактан-

тов, которые действуют против биопленок, увеличивая проницаемость мембран [24, 25]. Согласно 

литературным данным, коринебактерии способны продуцировать биосурфактанты. R. Thavasi с соав-

торами продемонстрировали, что Corynebacterium kutscheri, выделенный из морской воды, проявляет 

эмульгирующую способность за счет продукции биосурфактанта [26]. S. Muthukamalam с соавторами 

сообщили, что Corynebacterium aurimucosum, высушенный из почвы, продуцировал биосурфактант 

гликолипидной природы [27]. P. S. Martins с соавторами продемонстрировали, что Corynebacterium 

aquaticum продуцировал новый липопептид, обладающий выраженной эмульгирующей активностью 

[28]. Основываясь на полученных данных, предполагаем, что выявленный результат связан с присут-

ствием в экстрактах биологически-активных соединений, схожих по механизму действия с бактерио-

цинами и/или биосурфактантами. 
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Рисунок 3. Снимки, полученные с помощью сканирующего электронного микроскопа,  

иллюстрирующие влияние экстракта C. amycolatum ICIS 53 на сформированные биопленки:  

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (а) контроль, (б) разрушение сформированной биопленки  

после воздействия экстракта; Staphylococcus aureus ATCC 25923 (в) контроль,  

(г) разрушение сформированной биопленки после воздействия экстракта.  

Масштабная линейка: а, в – 5 мкм; б, г – 10 мкм 

Figure 3. Scanning electron microscope images depicting the effect of extract of C. amycolatum ICIS 53 on 

formed biofilms: Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 (a) control, (b) destruction of formed biofilm after ex-

posure to the extract; Staphylococcus aureus ATCC 25923 (c) control, 

(d) destruction of formed biofilm after exposure to the extract. 

Scale bar: a, c – 5 µm; b, d – 10 µm 

 

Заключение. В результате исследования было установлено, что неочищенные органические 

экстракты вагинальных изолятов Corynebacterium аmycolatum обладают антибактериальной активно-

стью в отношении клинически-значимых патогенов, а также разрушают их сформированные био-

пленки. Полученные данные открывают перспективу изучения метаболического профиля экстрактов 

Corynebacterium amycolatum для понимания природы и механизма обнаруженного антибактериально-

го и антибиопленочного действия. 
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