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Changes in growth parameters of conditionally pathogenic 
microorganisms under the influence of nisin
Panteleev D. S., Shuliatnikova O. A., Godovalov A. P., Rogozhnikov G. I., Yakovlev M. V.

E. A. Vagner Perm State Medical University, Russian Federation

Изучено влияние низина на ростовые параметры и сформированную биоплёнку штаммами  
Staphylococcus aureus АТСС 25923 и Escherichia coli М-17. Продемонстрирована слабая активность низина относи-
тельно штаммов E. coli. Низин нарушал целостность клеточных мембран бактерий, приводя к их гибели, и нарушал 
процесс образования биоплёнок. Низин представляет собой перспективный препарат для разработки антимикробных 
препаратов и профилактики биопленкообразования, в т. ч. на зубных протезах.
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The study investigated the effect of nisin on growth parameters and the biofilm formed by Staphylococcus aureus  
ATCC 25923 and Escherichia coli M-17 strains. The weak activity of nisin relative to E. coli strains has been demonstrated. 
Nizin disrupted the integrity of bacterial cell membranes, leading to their death, and disrupts the formation of biofilms. Nizin is 
a promising drug for the development of antimicrobial drugs and the prevention of biofilm formation, including on dentures.
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МПБ	–	мясо-пептонный бульон УПМ	–	условно патогенные микроорганизмы

Условно патогенные микроорганизмы играют 
значительную роль в развитии воспалитель-
ных заболеваний и дисбиотических измене-

ний в различных биотопах [1]. Дисбиоз полости 
рта изучен относительно меньше и отличается на-
личием стоматологических конструкций, которые 

могут оказывать влияние на оральную микрофло-
ру [2–6].

Актуален поиск препаратов, избирательно пода-
вляющих УПМ, но не нарушающих общий микробный 
баланс [7]. Традиционные антисептики лишены такой 
избирательности [8, 9]. Перспективной альтернати-
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вой являются бактериоцины, в частности низин – при-
родный антимикробный пептид. Низин эффективен 
против ключевых грамположительных УПМ, таких как 
Streptococcus mutans и Staphylococcus aureus, уча-
ствующих в развитии кариеса и воспаления пародонта 
[10, 11]. Низин связывается с липидом II и инициирует 
образование пор в мембране, что приводит к гибели 
клетки. Важное преимущество низина  – локальное 
действие с минимальным риском системных эффек-
тов или дисбиоза других биотопов. Пептид обладает 
низкой токсичностью, и к нему медленно развивается 
резистентность у бактерий, что делает его актуальным 
для длительного применения [11, 12]. Перспективы 
связаны с разработкой ополаскивателей и гелей на 
основе низина, в том числе в комбинации с другими 
агентами для синергического эффекта. Требуется 
подбор оптимальных концентраций препарата с учё-
том всей совокупной микрофлоры рта.

В целом низин благодаря своим свойствам пред-
ставляет собой перспективное средство для коррек-
ции дисбиоза и противовоспалительной терапии.

Цель работы – изучить влияние низина на ростовые 
параметры и сформированную бактериальную плёнку 
штаммами Staphylococcus aureus и Escherichia coli.

Материал и методы. В исследовании исполь-
зовали штаммы Staphylococcus aureus АТСС 25923 и 
Escherichia coli М-17, являющиеся типичными предста-
вителями грамположительных и грамотрицательных 
условно патогенных бактерий. Для изучения кинетики 
роста штаммов их культивировали в мясо-пептонном 
бульоне (МПБ). Низин добавляли в питательную среду 
в концентрациях 1,25 и 2,5 мг/мл [13]. В контрольные 
пробы вносили аналогичный объем МПБ. В отдельной 
серии экспериментов изучали восстановление кле-
точной популяции штаммов после обработки предва-
рительно выращенной их биоплёнки низином в тече-
нии 20 минут при 37 оС. Оценивали длительность фазы 
адаптации микроорганизмов, скорость их роста. Для 
определения численности жизнеспособных клеток вы-
числяли площадь под кривой роста штаммов. Параме-
тры роста определяли путём ежечасного измерения 
оптической плотности культуральной жидкости в тече-
ние 24 ч при длине волны 600 нм на спектрофотометре 
PowerWave X (Bio-Tek instruments, США). В планшетах 
формировали биоплёнки, культивирование которых 
осуществляли при 37 oC в течение 24 ч с последующей 
окраской по методике O’Toole. Все исследования про-
водили в трех повторах.

Статистический анализ проводился с использова-
нием программы StatTech v. 4.8.7 (Статтех, Россия). 
Нормальность распределения проверяли критерием 
Шапиро – Уилка. Данные с нормальным распределе-
нием представлены как M±SD и 95 % ДИ, отличающи-
еся от нормального – как Me (Q1–Q3). Сравнение трёх 
и более групп проводили с помощью дисперсионного 
анализа (критерий Тьюки) или критерия Краскела  – 
Уоллиса (критерий Данна с поправкой Холма). Уро-
вень значимости p<0,05.

Результаты и обсуждение. В исследование были 
включены штаммы-маркеры орального дисбиоза, тре-
бующие селективной элиминации с помощью анти-
микробных препаратов.

В ходе исследования показано, что низин во всех 
концентрациях статистически значимо увеличива-
ет длительность лаг-фазы штаммов стафилококков. 
Установлено, что фаза адаптации S. aureus в пробах в 
отсутствии низина составила 1,5±0,5 ч, а при концен-
трации низина 1,25 мг/мл эта фаза статистически зна-
чимо увеличивалась до 21,9±0,2 ч (р=0,001 к образ-
цам без низина). Однако при дальнейшем повышении 

концентрации низина до 2,5 мг/мл длительность фазы 
адаптации существенно не изменилась (22,6±0,1 ч; 
р=0,11 к пробам с концентрацией низина 1,25 мг/мл). 
Вместе с тем была выявлена дозозависимая корреля-
ционная взаимосвязь между концентрацией низина 
и продолжительностью лаг-фазы штаммов S. aureus 
(r=0,88). При анализе скорости роста стафилококков 
выявлено, что низин во всех концентрациях оказывает 
выраженный подавляющий эффект. Так, при концен-
трации 1,25 мг/мл скорость роста штаммов S. aureus 
изменилась с 0,031±0,005 до 0 усл. ед/час (р=0,046). 
Между концентрацией низина и скоростью роста ста-
филококков установлена обратная корреляционная 
связь (r=–0,86). Для оценки числа жизнеспособных 
клеток использовали интегральный показатель – пло-
щадь под кривой роста штаммов. В ходе исследования 
отмечено, что низин значимо снижает биомассу жиз-
неспособность клеток S. aureus – площадь под кривой 
изменяется с 737,015±14,55 усл. ед. при росте штам-
мов в МПБ до 176,33±4,25 усл. ед. при концентрации 
низина 1,25 мг/мл (р=0,01). Однако при повышении 
содержания препарата в пробах до 2,5 мг/мл показа-
тель оказался выше – 194,67±4,19 усл. ед. (р=0,001 к 
образцам с концентрацией низина 1,25 мг/мл). При 
этом выявлена обратная корреляционная связь кон-
центрации препарата и жизнеспособности клеток 
(r=–0,85).

Лаг-фаза роста штаммов E. coli в пробах без ни-
зины составила 0,225±0,025 ч. Длительность началь-
ной стадии роста кишечной палочки при добавлении 
низина в концентрации 1,25 мг/мл увеличилась до 
0,28±0,03 ч (р=0,003 к контрольным образцам без ни-
зина). С повышением концентрации низина до 2,5 мг/
мл длительность фазы адаптации E. coli составила 
0,32±0,02 ч (р=0,02 к образцам без низина). В ре-
зультате анализа влияния низина на штаммы E. coli 
было установлено, что низин не ингибирует скорость 
роста кишечной палочки. В пробах с концентрацией 
низина 1,25 мг/мл скорость роста E. coli составила 
0,046±0,003 усл. ед/час (р=0,16 к образцам с отсут-
ствием низина), в образцах с концентрацией низина 
2,5 мг/мл – 0,043±0,003 усл. ед/час (p=0,1 к пробам 
без низина). При концентрации низина 1,25 мг/мл в 
пробах с E. coli площадь под кривой роста составила 
944,68±0,32 усл. ед. (р=0,003 к пробам без низина). 
С повышением низина до 2,5 мг/мл жизнеспособность 
клеток кишечной палочки статистически значимо не 
изменилась (948,3±0,05 усл. ед.; p=0,06 к образцам с 
концентрацией низина 1,25 мг/мл).

Результаты настоящего исследования показали, 
что низин обладает способностью разрушать зрелые 
биоплёнки УПМ, однако наблюдается неполное раз-
рушение с последующим восстановлением биоплёнки 
(рис.). Нами была выявлена обратная корреляционная 
взаимосвязь между дозой низина и толщиной био-
плёнки штаммов (r=–0,85).

В настоящем исследовании была оценена выжи-
ваемость штаммов S. aureus и E. coli, находящихся в 
биоплёнке, после обработки её низином. Результаты 
исследования показали, что бактерии в биоплёнках, 
обработанных низином, быстро адаптируются к новым 
условиям. Так, в пробах без низина фаза адаптации 
стафилококков составила 0,205±0,015 ч (р=0,022 к об-
разцам с концентрацией низина 1,25 мг/мл). При уве-
личения концентрация низина до 2,5 мг/мл длитель-
ность лаг-периода S. aureus составила 0,345±0,015 ч 
(р=0,042 к образцам с концентрацией низина 1,25 мг/
мл). При этом наблюдается прямая дозозависимая 
корреляционная связь между дозой низина и фазой 
адаптации штаммов стафилококков (r=0,99). Ско-
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рость роста штаммов S. aureus из биоплёнки, не об-
работанных низином, составляла 0,038±0,003 усл. 
ед/час (p=0,19 к пробам, обработанным низином в 
концентрации 1,25 мг/мл), при обработке низином 
в концентрации 2,5 мг/мл не отличалась от таковой 
культур, обработанных препаратом в концентрации  
1,25  мг/мл (0,045±0,002 усл. ед/час; p=0,26 к об-
разцам, обработанным препаратом в концентрации 
1,25  мг/мл). При этом численность микроорганиз-
мов восстанавливалась до уровня, сопоставимого 
в образцах без низина. При культивировании штам-
мов стафилококков из биоплёнки, обработанной 
низином в концентрации 1,25 мг/мл, площадь под 
кривой составила 914,58±7,44 усл. ед. (р=0,24 к про-
бам, не обработанным низином), при 2,5 мг/мл  –  
916,4±16,7 усл. ед. (р=0,44 к образцам с концентра-
цией низина 1,25  мг/мл), а в пробах без низина  – 
853,74±65,9 усл. ед. (р=0,45 к образцам с концентра-
цией пептида 2,5 мг/мл).

Механизм действия низина на грамположитель-
ные кокки изучен относительно подробно. Однако 
его влияние на грамотрицательные микроорганизмы 
требует более детального изучения. В настоящем ис-
следовании показано, что низин не оказывает стати-
стически значимого влияния на фазу адаптации E. coli. 
Длительность фазы адаптации имеет прямую дозо-
зависимую корреляцию с дозой низина. На скорость 
роста кишечной палочки низин не оказал влияния, 
что может свидетельствовать о его ограниченной ак-
тивности. Показано, что при концентрации низина 
1,25 мг/мл рост E. coli составил 0,043±0,004 усл. ед/ч 
(р=0,57 к образцам без низина), при повышении 
концентрации до 2,5  мг/мл  – 0,045±0,007 усл.  ед/ч  
(р=0,8 к пробам с концентрацией низина 1,25 мг/мл). 
Между дозой низина и скоростью роста E.  coli выяв-

лена прямая корреляция (r=0,99). 
В ходе проведения исследования 
отмечено, что низин при обработ-
ке зрелых биоплёнок штаммов  
E. coli не оказывает ингибирую-
щего влияния на жизнеспособ-
ность клеток. Показано, что при 
концентрации низина 2,5 мг/мл 
жизнеспособность штаммов со-
ставила 1025,6±131,1 усл. ед. 
(р=0,66 к образцам, не обрабо-
танным низином), при концентра-
ции 1,25  мг/мл  – 962,64 усл. ед.  
(р=0,92 к пробам, не обработан-
ным низином). При этом выяв-
лена прямая корреляция между  
дозой низина и жизнеспо- 
собностью штаммов кишечной 
палочки (r=0,93).

Воспаление и дисбиоз поло-
сти рта играют ключевую роль в 
патогенезе заболеваний паро-
донта [13], а нарушение баланса 
микрофлоры приводит к хрони-
ческому воспалению и деструк-
ции тканей [14]. Традиционные 

антимикробные средства неселективны и способ-
ствуют развитию резистентности, что требует новых 
подходов к коррекции состава микрофлоры этого 
биотопа [15].

Низин – бактериоцин, продуцируемый Lactococcus 
lactis, обладает избирательной активностью против 
ключевых патогенов полости рта, сохраняя аутох-
тонную микрофлору. Его механизм действия осно-
ван на связывании с липидом II и образовании пор в 
клеточной мембране грамположительных бактерий, 
что приводит к лизису клетки [16, 17]. Однако против 
грамотрицательных бактерий низин неэффективен 
из-за наличия наружной ЛПС-мембраны, периплаз-
матического пространства и недоступности мишени 
[16–18].

Большинство бактерий в природе существуют в 
форме биоплёнки, обеспечивающей устойчивость к 
антимикробным средствам [19, 20]. Низин способен 
разрушать биоплёнки, проникая в матрикс, нарушая 
его целостность, ингибируя синтез экзополисахари-
дов, подавляя адгезию и quorum sensing [10, 21, 22]. 
В исследовании продемонстрирована высокая актив-
ность низина против S. aureus: увеличение лаг-фазы, 
подавление скорости роста и снижение биомассы 
клеток. Против E. coli активность была ограниченной. 
Низин эффективно снижал толщину биоплёнки обо-
их штаммов, но не предотвращал её восстановление.

Таким образом, низин высокоэффективен против 
грамположительных бактерий и биоплёнок, но огра-
ниченно активен против грамотрицательных УПМ. 
Перспективно его комбинирование с другими анти-
микробными агентами для преодоления резистент-
ности.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов. 
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