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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ БАКТЕРИЦИДНЫХ СВОЙСТВ 
СИНТЕТИЧЕСКОГО ПЕПТИДА АКТИВНОГО ЦЕНТРА ГМ-
КСФ – ZP2 В ОТНОШЕНИИ ГРАМОТРИЦАТЕЛЬНЫХ 
БАКТЕРИЙ РАЗНОЙ ТАКСОНОМИЧЕСКОЙ 
ПРИНАДЛЕЖНОСТИ
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Резюме. Цель – провести сравнительный анализ бактерицидной активности синтетического пеп-
тида ZP2 (СП ZP2) в отношении музейных штаммов и клинических изолятов Escherichia coli, Klebsiella 
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa и Acinetobacter baumannii. 

В работе использованы музейные штаммы E. сoli (АТСС 25922) и P. aeruginosa АТСС 27853, а так-
же 104 клинических изолята энтеробактерий, включая E. сoli (n = 22) и K. pneumoniae (n = 82), и 98 
клинических изолятов неферментирующих грамотрицательных бактерий, в том числе P. aeruginosa 
(n = 43) и A. baumannii (n = 55), выделенных от больных с различной гинекологической и хирургиче-
ской патологией. Бактерицидную активность СП ZP2 (конечная концентрация 10 мкг/мл) на микро-
организмы оценивали по разнице оптической плотности (OD) опытной и контрольной бульонных 
культур после 20 мин контакта взвесей бактерий (5 × 108 КОЕ/мл) с пептидом ZP2 (в контроле – с 
дистиллированной водой), добавления мясопептонного бульона и инкубации при 37 °С в течение 4 
часов. Действие СП ZP2 выражали Индексом бактерицидной активности (ИБА, %).

В экспериментах in vitro установлено, что СП ZP2 оказывал выраженное бактерицидное действие 
как на эталонные штаммы E. сoli и P. aeruginosa, так и большинство (95,5-98,2%) изученных клиниче-
ских изолятов грамотрицательных бактерий вне зависимости от их видовой принадлежности. С уче-
том средних значений ИБА анализируемые виды бактерий можно ранжировать в порядке повышения 
их чувствительности к синтетическому пептиду ZP2 в следующий ряд: P. aeruginosa (74,0±2,3%) – 
E. сoli (77,6±3,5%) – K. pneumoniae (82,8±1,6%) – A. baumannii (84,3±1,7%). Кроме того, выявлена 
существенная внутривидовая вариабельность клинических штаммов грамотрицательных бактерий по 
их чувствительности к бактерицидному действию СП ZP2. 

Синтетический пептид ZP2 способен не только ингибировать рост грамотрицательных бактерий, 
но и оказывать на них бактерицидное действие, что делает его перспективным кандидатом для раз-
работки на его основе новых эффективных лекарственных препаратов с комбинированными им-
мунобиологическими свойствами для борьбы с инфекционно-воспалительными заболеваниями, 
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этиологическими агентами которых являются указанные микроорганизмы, нередко проявляющие 
резистентность широкому кругу антимикробных препаратов, используемых в клинической практике. 

Ключевые слова: синтетический пептид ГМ-КСФ – ZP2, бактерицидная активность, Escherichia coli, Klebsiella 
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii 

COMPARATIVE ANALYSIS OF BACTERICIDAL PROPERTIES OF 
SYNTHETIC PEPTIDES FROM THE ACTIVE CENTER OF GM-
CSF – ZP2 AGAINST DIFFERENT GRAM-NEGATIVE BACTERIA 
Gritsenko V.A.a, Tyapaeva Ya.V.a, Dobrynina M.A.b, Zurochka A.V.b
a Orenburg Federal Research Center, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Orenburg, Russian Federation  
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Abstract. Objective of this study was to carry out comparative analysis of bactericidal activity of synthetic 
peptide ZP2 (SP ZP2) against museum strains and clinical isolates of Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, 
Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii. Materials and methods. We used museum strains of 
E. сoli (ATCC 25922) and P. aeruginosa ATCC 27853, as well as 104 clinical isolates of Enterobacteriaceae, 
including E. сoli (n = 22) and K. pneumoniae (n = 82), and 98 clinical isolates of non-fermenting Gram-
negative bacteria, including P. aeruginosa (n = 43) and A. baumannii (n = 55), isolated from patients with 
various gynecological and surgical infections. Bactericidal activity of SP ZP2 (final concentration 10 μg/ml) 
against the microorganisms was assessed by difference in optical density (OD) for experimental and control 
broth cultures after 20 min of contact of bacterial suspensions (5  ×  108 CFU/ml) with SP ZP2 (in control – 
with distilled water), adding meat-peptone broth and 4-hour incubation at 37 °C. The effect of SP ZP2 was 
expressed by the Bactericidal Activity Index (BAI, %). Results. Using the in vitro assays, we have found that 
SP ZP2 had a pronounced bactericidal effect on both the reference strains of E. сoli and P. aeruginosa, and 
majority (95.5-98.2%) of the studied clinical isolates of Gram-negative bacteria, regardless of their species. 
With regard of the average BAI values, the tested bacterial species may be ranked by increasing their sensitivity 
to the synthetic ZP2 peptide as follows: P. aeruginosa (74.0±2.3%) – E. сoli (77.6±3.5%) – K. pneumoniae 
(82.8±1.6%) – A. baumannii (84.3±1.7%). In addition, significant intraspecific variability of clinical isolates 
of Gram-negative bacteria was revealed for their sensitivity to bactericidal effect of SP ZP2. Conclusion. The 
synthetic ZP2 peptide is able to inhibit growth of Gram-negative bacteria, as well as exerts a bactericidal 
effect, thus considering it as a promising candidate for development of new effective drugs with combined 
immunobiological properties for combatting infectious and inflammatory conditions caused by the indicated 
microorganisms which show common resistance to a wide range of antimicrobial drugs used in clinical practice.

Keywords: synthetic peptide, GM-CSF – ZP2, bactericidal activty, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas 
aeruginosa, Acinetobacter baumannii

Работа выполнена по теме из Плана НИР 
ИИФ УрО РАН, № гос. регистрации АААА- 
А18-118020690020-1, и теме из Плана НИР ОФИЦ 
УрО РАН, № гос. регистрации 116021510075.

Введение
Санация внутренних органов и тканей ма-

кроорганизма, инфицированных патогенными и 
потенциально патогенными бактериями, обеспе-
чивается различными механизмами и факторами 
антибактериального иммунитета. При инфекци-
онной патологии в элиминацию возбудителей из 
очага воспаления вовлекаются как естественные 
(физиологические) процессы (отток мочи, желчи 
и других биосекретов, слущивание и выведение 

эпителиальных клеток с адгезированными на них 
бактериями и др.), так и реакции макроорганиз-
ма, сопряженные с участием гуморальных и кле-
точных эффекторов врожденного и адаптивного 
иммунитета (система комплемента, лизоцим, 
иммуноглобулины, тромбо- и лейкодефенсины, 
полиморфноядерные лейкоциты, макрофаги и 
др.) [1, 3, 16]. Кроме того, при лечении инфекци-
онно-воспалительных заболеваний для эрадика-
ции патогенов используется обширный арсенал 
противомикробных средств – антибиотиков и 
химиотерапевтических препаратов с бактерицид-
ным и бактериостатическим действием. Однако 
применение последних не всегда гарантирует 
ожидаемую терапевтическую эффективность 
из-за нарастающей распространенности и цир-
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куляции (особенно активной – в стационарах) 
микроорганизмов, обладающих высокой устой-
чивостью к широкому спектру антимикробных 
средств – поли-антибиотикорезистентностью [2, 
10, 18, 21].

Эти обстоятельства заставляют вести интен-
сивный поиск новых высокоактивных анти-
бактериальных препаратов, одним из перспек-
тивных направлений которого служит синтез 
соединений – аналогов эндогенных пептидов 
макроорганизма, участвующих в его противоин-
фекционной защите [15, 22, 23, 25]. Относитель-
но самостоятельным и современным вектором 
таких исследований является разработка анти-
бактериальных препаратов на основе некото-
рых цитокинов, в частности интерлейкина-26 
(IL- 26), интерферона бета (IFNβ) и гранулоци-
тарно-макрофагального колониестимулирующе-
го фактора (ГМ-КСФ) [9, 17, 19]. 

Так, недавно международной группой ис-
следователей обнаружено, что интерлейкин-26 
(IL- 26), преимущественно продуцируемый осо-
бым типом Т-хелперных клонов лимфоцитов 
(Th17), представляющий собой катионный амфи-
патический белок, может вызывать гибель и по-
давлять рост Staphylococcus aureus (ATCC 6538), 
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), некоторых 
штаммов Escherichia coli (O1: K1: H7, O18: K1: H7, 
O111: B4, O111: K58: H2) и Klebsiella pneumoniae 
(O1: K2), но не Enterococcus faecalis и Candida 
albicans, причем эффективная его концентрация 
в отношении E. сoli была в 2,5 раза выше, чем в 
опытах с золотистым стафилококком [19]. В 2017 
г. еще одним коллективом исследователей пред-
ставлены убедительные доказательства наличия у 
IFNβ антимикробной (причем не только проти-
вовирусной, но и антибактериальной) активно-
сти [2017]. Авторами экспериментально показа-
но, что человеческий и мышиный IFNβ способен 
ингибировать рост и непосредственно убивать 
стафилококки (S. aureus и S. epidermidis), но не 
E. сoli. В ряде наших работ экспериментально 
показано, что синтетический пептид активного 
центра ГМ-КСФ – ZP2 проявляет антибактери-
альное действие, ингибируя рост стафилококков, 
энтеробактерий и псевдомонад [4, 5, 6, 7]. 

Вместе с тем остается открытым вопрос о бак-
терицидной активности синтетического пептида 
ZP2 (СП ZP2) в отношении микроорганизмов, в 
частности грамотрицательных бактерий разной 
видовой принадлежности. 

Острота этого вопроса, с одной стороны, свя-
зана с тем, что данные микроорганизмы, а имен-
но – энтеробактерии (клебсиеллы, эшерихии и 
др.), псевдомонады и ацинетобактеры, являются 
приоритетными возбудителями многих неспец-
ифических инфекционно-воспалительных забо-

леваний эндогенной природы, в том числе но-
зокомиальных инфекций и послеоперационных 
осложнений при хирургических вмешательствах 
у больных с гинекологической и гнойно-воспа-
лительной патологией [3], с другой стороны, об-
условлена высокой резистентностью (естествен-
ной или приобретенной) указанных патогенов к 
используемым в клинической практике антими-
кробным препаратам (даже к резервным карба-
пенемам) [2, 10, 18, 21], что заставило Всемирную 
организацию здравоохранения (ВОЗ) отнести их 
в разряд «критических» инфекционных агентов, 
против которых необходима срочная разработка 
новых эффективных лекарственных средств [23]. 

Цель исследования – провести сравнительный 
анализ бактерицидной активности синтетическо-
го пептида ZP2 в отношении музейных штаммов 
и клинических изолятов Escherichia coli, Klebsiella 
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa и Acinetobacter 
baumannii. 

Материалы и методы
В работе были использованы музейные штам-

мы E. сoli (АТСС 25922) и P. aeruginosa АТСС 
27853, а также 104 клинических изолята энтеро-
бактерий, включая E. сoli (n = 22) и K. pneumoniae 
(n = 82), и 98 клинических изолятов нефермен-
тирующих грамотрицательных бактерий, в том 
числе P. aeruginosa (n = 43) и A. baumannii (n = 55), 
выделенных от больных с различной гинекологи-
ческой и хирургической патологией. Выделение 
и видовую идентификацию бактерий проводи-
ли общепринятыми методами с использованием 
официнальных биохимических наборов компа-
нии «Erba Lachema s.r.o.» (ЕС, Чехия) и на микро-
биологическом анализаторе VITEK 2 Compact 
(Biomerieux, Франция) [12]. 

Бактерицидное действие синтетического 
пептида ZP2 (СП ZP2) в отношении изучаемых 
штаммов бактерий осуществляли по методике [1] 
в следующем порядке: на изотоническом раство-
ре NaCl готовили взвеси суточных агаровых куль-
тур бактерий (5х108 КОЕ/мл); по 25 мкл взвесей 
инокулировали в ячейки пластикового 96-луноч-
ного стерильного планшета; в опыте – к взвесям 
добавляли по 25 мкл раствора СП ZP2 на дис-
тиллированной воде (концентрация 20 мкг/ мл; 
т.е. его конечная/действующая концентрация 
составляла 10 мкг/мл), в контроле – вместо рас-
твора СП ZP2 вносили 25 мкл дистиллированной 
воды; смеси выдерживали в течение 20 мин при 
37 °С, а затем во все ячейки добавляли 200 мкл 
мясопептонного бульона; планшета помеща-
лась на 4 часа в термостат при 37 °С, после чего 
с помощью фотометра Multiscan Accent («Thermo 
Electron», Финляндия) на длине волны λ = 492 нм 
замерялась оптическая плотность (OD) бактери-
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ТАБЛИЦА 1. ПАРАМЕТРЫ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ МУЗЕЙНЫХ И КЛИНИЧЕСКИХ ШТАММОВ ГРАМОТРИЦАТЕЛЬНЫХ 
БАКТЕРИЙ РАЗНОЙ ВИДОВОЙ ПРИНАДЛЕЖНОСТИ К БАКТЕРИЦИДНОЙ ДЕЙСТВИЮ СИНТЕТИЧЕСКОГО ПЕПТИДА 
ZP2 (КОНЦЕНТРАЦИЯ – 10 мкг/мл) 

TABLE 1. SENSITIVITY PARAMETERS OF MUSEUM AND CLINICAL STRAINS OF GRAM-NEGATIVE BACTERIA OF DIFFERENT 
SPECIES TO THE BACTERICIDAL EFFECT OF SYNTHETIC PEPTIDE ZP2 (CONCENTRATION – 10 μg/ml)

Изученные 
штаммы 
бактерий

Studied strains of 
bacteria

Штаммы, чувствительные 
к синтетическому пептиду ZP2 

Strains sensitive to 
synthetic peptide ZP2

Штаммы, резистентные 
к синтетическому пептиду ZP2 

Strains resistant to 
synthetic peptide ZP2

Доля 
штаммов, 

чувствитель-
ных к 

пептиду ZP2 
(%)

Proportion of 
strains sensitive 

to the ZP2 
peptide (%)

Диапазон 
ИБА  

(min-max, %)
IBA range 

(min-max,%)

Среднее 
значение 

ИБА 
(%)

Average IBA
(%)

Доля 
штаммов, 
индиффе-
рентных к 

пептиду ZP2 
(%)

Proportion 
of strains 
indifferent 
to the ZP2 
peptide (%)

Доля 
штаммов 
со стиму-

ляцией (%)
Proportion 

of stimulated 
strains

(%)

Среднее 
значение ИС 

(%)
Average 

IS
(%)

Тест-штамм 
E. сoli (АТСС 25922)
Test strain 
E. сoli (АТСС 25922)

63,4-69,7 65,7±2,0

Тест-штамм 
P. aeruginosa 
(АТСС 27853)
Test strain 
P. aeruginosa 
(АТСС 27853)

53,8-61,0 56,4±2,3

Клинические 
штаммы 
E. сoli 
Clinical strains E. сoli 
(n = 22)

95,5±4,5 45,8-98,9 77,6±3,5 - 4,5±4,5 55,1±2,9

Клинические 
штаммы 
K. pneumoniae 
Clinical strains 
K. pneumoniae 
(n = 82)

97,6±1,7 42,1-99,8 82,8±1,6 1,2±1,2 1,2±1,2 47,8±2,3

Клинические 
штаммы 
P. aeruginosa 
Clinical strains 
P. aeruginosa 
(n = 43)

97,7±2,3 24,4-93,4 74,0±2,31,2 2,3±2,3 - -

Клинические 
штаммы 
A. baumannii
Clinical strains 
A. baumannii
(n = 55)

98,2±1,8 44,8-98,8 84,3±1,7 1,8±1,8 - -

Примечание. Достоверные отличия показателей (p < 0,05) в сравнении: 1 – с K. pneumoniae; 2 – с A. baumannii. 
Note. Significant differences in indicators (p < 0.05) in comparison: 1, with K. pneumoniae; 2, with A. baumannii. 
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альных культур в ячейках. Каждый вариант опыта 
и контроля делался в трех повторностях с вычис-
лением средних значений ОD. 

Для оценки действия СП ZP2 на исследуемые 
бактерии высчитывали Индекс бактерицидной 
активности (ИБА, %) по формуле: 

ИБА = (ODк – ODо)/ODк × 100%, 
где ODк и ODо – оптические плотности 

контрольной и опытной культур соответствен-
но. Чувствительными считались штаммы при 
ИБА > 10%. 

Если оптическая плотность опытной культуры 
превышала оптическую плотность контрольной 
культуры (ODо > ODк), то рассчитывался Ин-
декс стимуляции (ИС, %) по формуле: 

ИС = ODо/ODк × 100%, 
где ODк и ODо – оптические плотности кон-

трольной и опытной культур соответственно. 
Стимулирующий эффект СП ZP2 регистрирова-
ли при ИС > 10%. 

Если значения ИБА и ИС не превышали 10%, 
то штаммы бактерий относили к группе устойчи-
вых культур, но индифферентно реагирующих на 
пептид ZP2. 

Полученные данные обрабатывали методами 
вариационной статистики. Вычисляли среднюю 
арифметическую и ее ошибку (M±m) с приме-
нением пакета прикладных программ Microsoft 
Excel 2007 и Statistica for Windows 10.0; меж-
групповые отличия считали достоверными при 
p < 0,05 [11]. 

Результаты и обсуждение
В экспериментах in vitro установлено, что син-

тетический пептид ZP2 (СП ZP2) в конечной 
концентрации 10 мкг/мл проявляет выраженное 
бактерицидное действие в отношении грамотри-
цательных бактерий разной таксономической 
принадлежности (табл. 1). 

На это, в первую очередь, указывали показате-
ли чувствительности к СП ZP2 эталонных штам-
мов E. сoli (АТСС 25922) и P. aeruginosa (АТСС 
27853), средние значения ИБА которых состави-
ли 65,7±2,0 и 56,4±2,3% соответственно. Кроме 
того, СП ZP2 оказывал бактерицидное действие 
на значительную долю (95,5-98,2%) изученных 
клинических изолятов бактерий вне зависимости 
от их видовой принадлежности. 

Вместе с тем следует отметить, что клиниче-
ские штаммы микроорганизмов характеризо-
вались внутривидовым разнообразием по своей 
чувствительности к бактерицидному действию 
СП ZP2, о чем свидетельствовали широкие диа-
пазоны варьирования Индексов бактерицидной 
активности (ИБА, %) СП ZP2 во всех выборках 
изученных изолятов бактерий.

Так, значения ИБА клинических штаммов 
E. сoli и K. pneumoniae колебались в диапазонах 
45,8-98,9 и 42,1-99,8% соответственно, а кли-
нических изолятов P. aeruginosa и A. baumannii – 
24,4-93,4 и 44,8-98,8% соответственно. 

Вместе с тем, при проведении сравнитель-
ного анализа средних значений ИБА клини-
ческих штаммов грамотрицательных бактерий 
разной видовой принадлежности установлено, 
что более высокую чувствительность к бактери-
цидному действию СП ZP2 проявляли изоляты 
K. pneumoniae и A. baumannii (ИБА – 82,8±1,6 и 
84,3+1,7% соответственно), а менее высокую – 
штаммы E. сoli и P. aeruginosa (ИБА – 77,6±3,5 
и 74,0+2,3% соответственно), хотя достоверные 
межгрупповые отличия по этому показателю ре-
гистрировались только в выборке псевдомонад 
при их сравнении с клебсиеллами и ацинетобак-
терами.

Таким образом, по средним значениям ИБА 
СП ZP2 изученные грамотрицательные бактерии 
можно ранжировать в порядке повышения их 
чувствительности к данному пептиду в следую-
щий ряд: P. aeruginosa – E. сoli – K. pneumoniae – 
A. baumannii.

Помимо этого, следует подчеркнуть, что сре-
ди изученных клинических изолятов энтеробак-
терий, псевдомонад и ацинетобактеров имелась 
очень незначительная доля (1,8-4,5%) штаммов, 
отличающихся резистентностью к бактерицид-
ному действию СП ZP2, а стимуляция бактери-
ального роста после контакта с СП ZP2 наблю-
далась только у энтеробактерий – по 1 штамму 
среди клебсиелл и эшерихий, уровень которой 
составил 47,8±2,3 и 55,1±2,9% от контроля. Вы-
явленный феномен стимуляции роста бактерий 
при действии СП ZP2 требует специального из-
учения, хотя, вероятно, он встречается не часто. 

Заключение и выводы
Представленные экспериментальные данные 

по сравнительному анализу бактерицидного дей-
ствия синтетического пептида активного центра 
ГМ-КСФ – ZP2 на грамотрицательные микроор-
ганизмы разной видовой принадлежности инте-
ресны как в теоретическом, так и практическом 
отношении. 

Во-первых, они подтверждают тезис о на-
личии у цитокинов (возможно, не у всех) би-
валентной иммунобиологической активности, 
сочетающей в себе иммуномодулирующую (ре-
гуляторную) и антимикробную направленность. 
Вполне возможно, что в ближайшее время к ГМ-
КСФ, IL-26, IFNβ и некоторым хемокинам (ки-
ноцидинам) присоединятся и другие цитокины 
с функциональной бивалентностью и, в первую 
очередь, те из них, в молекулярной структуре ко-
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торых имеются α-спиральные пептидные участки 
с катионными и амфипатическими свойствами. 
Причем антимикробные эффекты таких цито-
кинов могут быть обусловлены не только (или не 
столько) цельной молекулой иммуномедиатора, 
но и отдельными ее пептидными компонентами, 
образующимися при ферментативной деграда-
ции цитокина, как, например, это происходит 
при расщеплении под действием сериновых про-
теаз кателицидина c выделением антимикроб-
ного пептида из 37 аминокислотных остатков 
(LL-37) [17]. По крайней мере, о таком сцена-
рии говорят данные по изучению антибактери-
ального активности IFNβ, которую связывают с 
отдельными частями его молекулярной структу-
ры (особенно пептидной спиралью 4), которые 
характеризовались катионными и амфипатиче-
скими свойствами, аналогичными α-спиральных 
известных катионных антимикробных пептидов, 
поскольку de novo синтезированный пептид ука-
занной спирали 4 обладал антибактериальным 
эффектом, тождественным действию такого ан-
тимикробного пептида, как LL-37 [17]. Авторы 
относят IFNβ (на наш взгляд, в значительной сте-
пени условно) к семейству α- и β-киноцидинов, 
многие из которых, действительно являясь хемо-
кинами (CXC- и СС-типов) с присущей им им-
мунотропной активностью, формируют большую 
группу тромбоцитарных белков, параллельно вы-
полняющих микробицидную функцию [14, 20, 
25].

Словом, некоторые (или многие) цитокины, 
кроме своей регуляторной (иммуномодулирую-
щей) функции, способны оказывать прямое ан-
тибактериальное действие на различные патоге-
ны в условиях in vitro и in vivo.

Во-вторых, эти результаты демонстрируют воз-
можность использования синтетического пеп тида 
ZP в качестве основы для создания новых высо-
коэффективных антимикробных лекарственных 
средств, в которых так нуждается клиническая 
медицина, ежедневно сталкивающаяся с пробле-
мой устойчивости возбудителей к применяемым 
препаратам. Важно отметить, что синтетический 
пептид ZP способен не только ингибировать рост 
грамотрицательных бактерий [5, 6], но и оказы-
вать на них прямое бактерицидное действие. 

Учитывая, что синтетический пептид актив-
ного центра гранулоцитарно-макрофагального 
колониестимулирующего фактора – ZP2, кроме 
антибактериальной активности, обладает имму-
номодулирующими и репарационными эффек-
тами, созданное на его основе косметическое 
средство «АЦЕГРАМ» [8] может быть рекомен-
довано для местного лечения гнойно-некроти-
ческих процессов (например при синдроме диа-
бетической стопы), а также для профилактики 
послеоперационных инфекционных осложне-
ний в хирургии и гинекологии, нередко иници-
ируемых энтеробактериями, псевдомонадами и 
ацинетобактерами. 
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