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Резюме. Цель – изучить чувствительность энтеробактерий разной видовой принадлежности к бак-
терицидному действию синтетического пептида активного центра ГМ-КСФ – ZP2 после его длитель-
ного хранения. 

Опыты in vitro проведены на музейных тест-штаммах Escherichia coli К12 (ГИСК 240367) и E. coli 
(АТСС 25922), а также 104 клинических изолятах E. сoli (n = 22) и Klebsiella pneumoniae (n = 82), вы-
деленных от больных с хирургической патологией. Бактерицидное действие пептида ZP2 (конеч-
ная концентрация 10 мкг/мл) на микроорганизмы оценивали по разнице оптической плотности 
(OD) опытной и контрольной бульонных культур после 20-минутного контакта взвесей бактерий 
(5 × 108 КОЕ/ мл) с пептидом ZP2 (в контроле – с дистиллированной водой), добавления мясопептон-
ного бульона и инкубации при 37 °С в течение 4 часов. Действие пептида ZP2 выражали Индексом 
бактерицидной активности (ИБА, %).

Экспериментально установлено, что музейные тест-штаммы E. coli и большинство изученных кли-
нических штаммов E. сoli и K. pneumoniae (95,5 и 97,6% соответственно) проявляли чувствительность 
к бактерицидному действию синтетического пептида ZP2 (в конечной концентрации 10 мкг/мл) со 
средними значениями ИБА 77,6±3,5 и 82,8±1,6% и относительно широкими диапазонами варьиро-
вания этого признака 45,8 ... 98,9 и 42,1 ... 99,8% соответственно. 

Синтетический пептид ZP2 после 5-летнего хранения при 8 °С оказывал бактерицидное действие 
на антибиотикорезистентные штаммы энтеробактерий. Полученные данные могут быть использо-
ваны для разработки на основе пептида ZP2 лекарственных препаратов, направленных на борьбу с 
гнойно-воспалительными процессами, вызванными антибиотикорезистентными штаммами E. сoli и 
K. pneumoniae. 

Ключевые слова: синтетический пептид ГМ-КСФ – ZP2, бактерицидная активность, Escherichia coli, Klebsiella 
pneumoniae
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Abstract. Objective: to study sensitivity of various enterobacterial species to the bactericidal action of the 
ZP2 synthetic GM-CSF active center peptide after long-term storage.

In vitro experiments were carried out with archival archival test strains Escherichia coli K12 (GISK 240367) 
and E. coli (ATCC 25922), as well as 104 clinical isolates of E. coli (n = 22) and Klebsiella pneumoniae (n = 82) 
obtained from patients with surgical pathology. The bactericidal effect of the ZP2 peptide (final concentration 
10 μg/ml) on microorganisms was assessed by measuring optical density (OD) difference between experimental 
and control broth cultures after 20 min exposure of bacterial suspensions (5 × 108 CFU/ml) with the ZP2 
peptide (in control – with distilled water), added with meat-peptone broth and incubated at 37 °C for 4 hours. 
The ZP2 peptide effect was presented as Bactericidal Activity Index (BAI, %).

It was experimentally found that the archival E. coli test strains as well as most of examined clinical strains 
of E. coli and K. pneumoniae (95.5 and 97.6%, respectively) showed sensitivity to the bactericidal effect of the 
synthetic ZP2 peptide (at a final concentration of 10 μg/ml ) with BAI averaging 77.6±3.5 and 82.8±1.6% and 
its relatively wide variation range 45.8 ... 98.9 and 42.1 ... 99.8%, respectively.

The 5-year storage of synthetic ZP2 peptide at 8 °C exerted bactericidal effect on antibiotic-resistant 
enterobacterial strains. The data obtained can be used to develop ZP2 peptide-based drugs aimed at combating 
pyo-inflammatory processes caused by antibiotic-resistant E. coli and K. pneumoniae strains.

Keywords: synthetic GM-CSF – ZP2 peptide, bactericidal activity, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae
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Введение
Известно, что энтеробактерии, в частности 

эшерихии и клебсиеллы, являются причиной 
многих инфекционно-воспалительных заболе-
ваний и нозокомиальных инфекционных ослож-
нений у больных с хирургической патологией, 
плохо подающихся лечению [3, 12, 22]. В то же 
время полирезистентность этих микроорганиз-
мов к применяемым на практике антибиоти-
кам затрудняет подбор адекватной этиотропной 
терапии. Это связано как с естественной, так 
и приобретенной резистентностью к антибио-
тикам, которая не только затрудняет выбор эти-
отропных препаратов для эмпирической (стар-
товой) антибактериальной терапии указанных 

гнойно-воспалительных процессов, но и делает 
ее мало эффективной [2, 15, 18, 21]. Escherichia 
сoli и Klebsiella pneumoniae включены в опубли-
кованный 27.02.2017 г. Всемирной Организацией 
Здравоохранения (ВОЗ) «Лист «приоритетных 
возбудителей инфекций, представляющих наи-
большую угрозу для здоровья человека» относит 
эти микроорганизмы в качестве «критических» 
патогенов, которые чаще всего проявляют поли-
резистентность к антибиотикам (даже к резерв-
ным карбапенемам) и против которых требуется 
срочная разработка новых действенных антими-
кробных препаратов» [25]. 

К одним из новых, но привлекающих все бо-
лее пристальное внимание препаратов относятся 
синтетические пептиды, полученные из активных 
молекул пептидной природы человека, обладаю-
щие выраженной антибактериальной активно-
стью, в том числе против антибиотикорезистент-
ных штаммов микроорганизмов [19, 20, 23, 24]. 
К таким препаратам относится и синтетический 
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пептид активного центра гранулоцитарно-ма-
крофагального колониестимулирующего факто-
ра (ГМ-КСФ) – ZP2, так как он, помимо имму-
ностимулирующих и репарационных эффектов, 
обладает антимикробным действием, в том числе 
на различные музейные и клинические штаммы 
различных видов стафилококков и энтеробакте-
рий. Было показано, что данный пептид снижает 
рост, размножение и биопленкообразовние этих 
бактерий. На его основе было создано новое кос-
метическое средство «Ацеграм», выпускаемое в 
виде спрея и геля [4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11]. Очень 
важным было выявить как влияет этот пептид на 
энтеробактерии, особенно полирезистентные к 
практически всем видам антибиотиков. Именно 
к таким видам исследований относится изуче-
ние бактерицидной активности синтетического 
пептида ZP2 в отношении клинических штаммов 
E. сoli и K. pneumoniae, которая ранее не прово-
дилось. 

Кроме того, для создания лекарственных 
препаратов очень важным является выяснение 
вопроса о сохранении свойств действующих ве-
ществ при разных условиях и сроках хранения. 

Цель исследования – изучить чувствительность 
энтеробактерий разной видовой принадлежно-
сти к бактерицидному действию синтетического 
пептида активного центра ГМ-КСФ – ZP2 после 
его длительного хранения. 

Материалы и методы
Опыты in vitro проведены на музейных тест-

штаммах Escherichia coli К12 (ГИСК 240367) и 
E. coli (АТСС 25922), а также 104 клинических 
изолятах E. сoli (n = 22) и Klebsiella pneumoniae 
(n = 82), выделенных из гнойных ран у больных 
с различной хирургической патологией и прояв-
ляющих выраженную резистентность ко многим 
антибиотикам, используемым в клинической 
практике. Выделение чистых культур бактерий 
осуществляли общепринятыми методами, а их 
видовую идентификацию проводили с использо-
ванием официнальных биохимических наборов 
компании ErbaLachemas.r.o. (Чехия) и на микро-
биологическом анализаторе VITEK 2 Compact 
(Biomerieux, Франция) [14, 16]. Чувствительность 
энтеробактерий к бактерицидному действию 
синтетического пептида активного центра ГМ-
КСФ (пептид ZP2) определяли по модифици-
рованной методике [1] в следующем порядке: на 
изотоническом растворе NaCl готовятся взвеси 
суточных агаровых культур исследуемых бакте-
рий (5 × 108 КОЕ/мл); по 25 мкл взвесей вносятся 
в ячейки пластикового 96-луночного стерильно-
го планшета; в опыте – к взвесям добавляется 
по 25 мкл раствора пептида ZP2 (концентрация 
20 мкг/ мл; то есть конечная/действующая кон-

центрация составляла 10 мкг/мл), в контроле – 
вместо раствора пептида ZP2 вносится 25 мкл 
дистиллированной воды; смеси инкубируются в 
течение 20 мин при 37 °С, а затем во все ячейки 
добавляется 200 мкл мясопептонного бульона; 
планшета инкубируется в течение 4 часов при 
37 °С, после чего с помощью микропланшетно-
го фотометра Multiscan Accent (Thermo Electron, 
Финляндия) на длине волны λ = 492 нм замеря-
ется оптическая плотность (OD) бактериальных 
культур в ячейках. Каждый вариант опыта и кон-
троля делался в трех повторностях с вычислением 
средних значений ОD. В экспериментах исполь-
зовался пептид ГМ-КСФ – ZP2, предварительно 
разведенный в дистиллированной воде (концен-
трация 20 мкг/мл), расфасованный в ампулы и 
хранившийся в течение 5 лет в холодильнике при 
8 °С.

Для определения действия на исследуемые 
бактерии пептида ZP2 высчитывали Индекс бак-
терицидной активности (ИБА, %) по формуле: 

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

трольной и опытной культур соответственно. 
Чувствительными считались штаммы при ИБА 
> 10%. 

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

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

трольной и опытной культур соответственно. 
Стимуляция роста учитывалась при ИСР > 10%. 

Если значения ИБА и ИСР не превышали 
10%, то штаммы бактерий относили к группе 
устойчивых культур, но индифферентно реагиру-
ющих на пептид ZP2. 

Полученные данные обрабатывали методами 
вариационной статистики. Вычисляли среднюю 
арифметическую и ее ошибку (M±m) с примене-
нием компьютерной программы Statistica v. 12.5 
(StatSoft, США); межгрупповые отличия считали 
достоверными при p < 0,05 [13, 17]. 

Результаты и обсуждение
Полученные экспериментальные данные сви-

детельствовали, что как музейные тест-штаммы 
E.coli, так и подавляющее большинство (95,5-
97,6%) изученных клинических изолятов энте-
робактерий разной видовой принадлежности 
(эшерихии и клебсиеллы) проявляли чувстви-
тельность к бактерицидному действию синте-
тического пептида ГМ-КСФ – ZP2 (в конечной 
концентрации 10 мкг/мл), несмотря на то, что 
его раствор хранился в течение 5 лет при 8 °С 
(табл. 1). 
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ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ МУЗЕЙНЫХ И КЛИНИЧЕСКИХ ШТАММОВ ЭНТЕРОБАКТЕРИЙ 
РАЗНОЙ ВИДОВОЙ ПРИНАДЛЕЖНОСТИ К БАКТЕРИЦИДНОЙ АКТИВНОСТИ СИНТЕТИЧЕСКОГО ПЕПТИДА ZP2 
(КОНЦЕНТРАЦИЯ – 10 мкг/мл) 
TABLE 1. SENSITIVITY INDICES OF MUSEUM AND CLINICAL STRAINS OF ENTEROBACTERIA OF DIFFERENT SPECIES 
TO THE BACTERICIDAL ACTIVITY OF SYNTHETIC PEPTIDE ZP2 (CONCENTRATION – 10 μg/ml)

Изученные 
штаммы 
бактерий

Studied
strains

bacteria

Штаммы, чувствительные к пептиду ZP2 
Strains sensitive to the ZP2 peptide

Штаммы, резистентные к пептиду ZP2 
Strains resistant to the ZP2 peptide

Доля 
штаммов, 
чувстви-

тельных 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 
(%)

Share
strains 

indifferent 
to the ZP2 
peptide (%)

Доля штам-
мов со сти-
муляцией 
роста (%)

Proportion of 
strains with 
stimulation
growth (%)

Среднее 
значение 
ИСР (%)

Average WRI 
(%)

Тест-штамм 
E. сoli К12 
Test strain
E. coli K12

64,9 … 85,4 77,3±4,6

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

63,4 … 69,7 65,7±2,0

Клинические 
штаммы 
E. сoli
Clinical strains
E. coli 
(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

При этом значения Индекса бактерицид-
ной активности (ИБА, %) пептида ZP2 в отно-
шении клинических штаммов E. сoli (n = 22) и 
K. pneumoniae (n = 82) варьировали в достаточно 
широких диапазонах (45,8 ... 98,9 и 42,1 ... 99,8% 
соответственно), а средние значения этого пока-
зателя составили 77,6±3,5 и 82,8±1,6% соответ-
ственно, то есть по чувствительности к данному 
пептиду клинические изоляты эшерихий досто-
верно не отличались от клебсиелл (p > 0,05). 

Следует отметить, что чувствительность к бак-
терицидной активности пептида ZP2 музейных 
тест-штаммов E. coli К12 (ГИСК 240367) и E. coli 
(АТСС 25922) была сопоставима с таковой кли-
нических изолятов эшерихий; значения ИБА 

для них равнялись 77,3±4,6 и 65,7±2,0% соответ-
ственно. 

Кроме того, необходимо подчеркнуть, что 
среди изученных клинических изолятов энтеро-
бактерий крайне редко (2,4-4,5%) встречались 
штаммы, проявляющие устойчивость к бакте-
рицидному действию пептида ZP2. При этом в 
анализируемой выборке штаммов K. pneumoniae 
(n = 82) выявлены всего 2 культуры, резистентные 
к данному пептиду, причем один изолят «индиф-
ферентно» реагировал на него, а у другого штам-
ма после контакта с пептидом ZP2 наблюдалась 
стимуляция роста на уровне 47,8±2,3% от кон-
троля; в группе клинических изолятов эшерихий 
(n = 22) был обнаружен лишь один устойчивый к 
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пептиду ZP2 штамм, рост которого на 55,1±2,9% 
усиливался после контакта с ним. 

Заключение
Антибиотикорезистентность возбудителей 

инфек ционно-воспалительных заболеваний, 
особенно этиологических агентов нозокомиаль-
ных инфекций, и поиск путей ее преодоления 
остаются актуальными проблемами современ-
ной медицины, в том числе гнойной хирургии. 
Бесконтрольное и не обоснованное применение 
антибиотиков при лечении/самолечении инфек-
ционных и гнойно-воспалительных заболеваний 
ведет к формированию штаммов и клональных 
линий бактерий, устойчивых к большинству ан-
тибиотиков, применяемых в клинике. При этом 
наблюдается изменение структуры патогенов, 
вызывающих септические осложнения, среди 
которых резко (особенно в последние десятиле-
тия) увеличивается доля возбудителей с природ-
ной и/или приобретенной полирезистентностью 
практически ко всем антибиотикам, используе-
мым в клинической практике. Тревожная ситуа-
ция складывается при терапии гнойно-воспали-
тельных бактериальных осложнений вирусных 
инфекций, где основными этиологическими 
факторами выступают неферментирующие гра-
мотрицательные бактерии и энтеробактерии 
видов E. сoli и K. pneumoniae, которые характе-
ризуются высокой резистентностью ко многим 
антимикробным препаратам с разными меха-
низмами действия. Именно по этой причине 
интересны результаты, полученные в настоящей 
экспериментальной работе по оценке бактери-

цидного действия синтетического пептида ак-
тивного центра ГМ-КСФ – ZP2 в отношении 
клинических штаммов энтеробактерий.

Как следует из представленных данных, в ус-
ловиях in vitro синтетический пептид ZP2 (в от-
носительной низкой концентрации 10 мкг/мл) 
проявлял выраженное бактерицидное действие 
на музейные и клинические штаммы E. сoli и 
K. pneumoniae. Это указывало на то, что данный 
пептид может не только ингибировать рост гра-
мотрицательных бактерий [4-6], но и оказывать 
на них бактерицидное действие. 

Важно отметить, что этим эффектом обладал 
пептид ZP2 после 5-летнего хранения при тем-
пературе 8 °С в растворенном состоянии, а его 
антибактериальная активность в отношении этих 
микроорганизмов была сопоставима с таковой 
при тестировании синтезированных субстанций 
со сроком хранения не более 1-2 месяцев [4, 5, 6, 
7, 8, 9, 10, 11]. Учитывая, что синтетический пеп-
тид ZP2 (как основное действующее вещество) 
входит в состав косметических средств «Ацеграм» 
(спрей/гель), можно допустить, что срок их хра-
нения (без потери препаратами антимикробных 
свойств) может достигать не менее 5 лет. 

Накопленные к настоящему времени экспе-
риментальные данные по антибактериальному 
действию синтетического пептида ZP2 [4, 5, 6, 7, 
8] уже сейчас позволяют рекомендовать космети-
ческое средство «Ацеграм» для местного лечения 
гнойных осложнений при раневых дефектах, вы-
званных наиболее распространенными патоге-
нами (стафилококки, энтеробактерии), а также 
для профилактики послеоперационных раневых 
инфекций в хирургии и гинекологии. 
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