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Введение
При определенных условиях многие 

бактерии способны образовывать биоло-
гические пленки (биопленки, БП) [1, 2], 
представляющие собой комплекс сооб-
щества бактерий и продуцируемых ими 
внеклеточных полимерных веществ, ор-
ганизованных в матрикс БП (МБП) [3–6]. 

Сформированный МБП эффективно 
защищает бактерии от антибиотиков, 
дезинфицирующих средств и компонен-
тов систем врожденного и адаптивного 
иммунитета. Образование БП, физи-
чески препятствующих воздействию 
биоцидных и бактериостатических ве-
ществ, относят к ключевым причинам 

неэффективности антибактериальных 
препаратов [7]. БП нередко сопровожда-
ют устойчивые к терапии хронические 
раны, ортопедические и постхирургиче-
ские инфекции, остеомиелит и инфекци-
онный эндокардит, внутрибольничные 
инфекции, в том числе распространяе-
мые на поверхности катетеров, другого 

Ферменты из группы карбогидраз разрушают 
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Резюме
Изучено воздействие ферментов класса карбогидраз на полисахариды 
экзополисахаридного матрикса биологических пленок грамположительных 
и грамотрицательных бактерий на абиотических поверхностях. Подтверждена 
способность полиферментных препаратов, содержащих смесь ферментов 
из группы карбогидраз подкласса гидролаз и лиаз, полностью разрушать 
матрикс биопленок, сформированных грамположительными и грамотрица-
тельными бактериями, вызывающими инфекции, связанные с оказанием ме-
дицинской помощи. Показано, что оптимальная смесь карбогидраз обладает 
высокой активностью в отношении биопленок при их использовании в отно-
сительно небольших концентрациях и при малой экспозиционной выдержке.
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медицинского инструментария [8–12]. 
Бороться с БП-ассоциированными 
инфекциями чрезвычайно трудно, по-
этому поиск средств, препятствующих 
образованию БП, предотвращающих их 
распространение по поверхности или 
разрушающих их структуру, относится 
к актуальным прикладным проблемам 
современной эпидемиологии, медицин-
ской микробиологии и фармакологии 
[13–15].

МБП, как правило, представляет 
собой анионный полимер, компози-
ционно представленный на 60–80 % 
гомо- и гетерополисахаридами, а так-
же молекулами внеклеточной ДНК 
и связанными с ними белками [16–19]. 
Экзополисахариды матрикса (ЭПМ) 
выполняют протективную функцию, 
защищая бактерии, композиционно вхо-
дящие в МБП. Структуру МБП, помимо 
перечисленных компонентов, состав-
ляют и молекулы липополисахаридов, 
лектинов, минералов, необходимых для 
формирования полноценной биопленки. 
Интересно, что некоторые компонен-
ты системы врожденного иммуните-
та, такие как интерлейкин-1β, также 
способствуют ее формированию [20].

Как анионный полимер, ЭПМ пре-
пятствует проникновению катионных 
антимикробных препаратов внутрь БП 
и определяет следующие механизмы 
устойчивости биопленки при воздей-
ствии антимикробных средств: 1) за-
медляет проникновение биоцидов; 2) 
некоторые микроорганизмы в биоплен-
ке снижают метаболическую актив-
ность в ответ на антимикробный стресс; 
3) матрикс в более глубокой области 
биопленки изменяется и уплотняется, 
чтобы противостоять уничтожению; 
4) появляются бактериальные клетки-
персистеры в высокой концентрации, 
которые фенотипически устойчивы 
к действию антибиотиков, поскольку 
активные молекулярные мишени по-
следних у персистеров не выражены [5].

ЭПМ препятствует выявлению 
бактерий на поверхностях, что при-
водит к неоднозначной трактовке 
результатов выполнения процедур 
бактериологических смывов. Отри-
цательные смывы зачастую являются 
ложноотрицательными, так как зре-
лый МБП препятствует механическо-
му переносу бактерий на питательные 
диагностические среды [21].

Одним из перспективных подхо-
дов к борьбе с БП-ассоциированной 
инфекцией является нарушение струк-
турной целостности и дезорганизация 
МБП с последующим высвобождением 
бактерий, доступных для антибакте-
риального воздействия (биоцидные 
препараты, антибиотики). С этой це-
лью применяют ферменты, способные 
разрушать полисахариды матрикса. 
Высвобождаемые от протективного 
барьера бактерии могут быть в после-
дующем уничтожены или идентифи-
цированы в целях диагностики [13, 15].

В последнее время в препаратах 
бытовой химии и дезинфицирующих 
средствах в качестве усиления очи-
щающей способности используются 
такие ферменты, как протеаза, липаза 
и амилаза. Смесь этих ферментов хо-
рошо растворяет белковые и жировые 
органические загрязнения, в том числе 
фиксированные, однако они неэффек-
тивны в отношении сложных полисаха-
ридов зрелого матрикса биопленки [22].

Ранее различными исследователя-
ми были продемонстрированы возмож-
ности группы ферментов карбогидраз 
(подкласс гликозидаз КФ 3.2.1), рас-
щепляющих О-гликозидные связи, раз-
рушать полисахариды ЭПМ биопленки. 
При этом различные гидралазы и ли-
азы имели разную активность в от-
ношении разных полисахаридов [15].

Ферментативные способы предот-
вращения образования и (или) умень-
шения биопленок были описаны и ра-
нее в PCT-заявках на патенты № WO 
06/031554, WO 01/98214, WO 98/26807, 
WO 04/041988, WO 99/14312 и WO 
01/53010. Однако потребность в созда-
нии наиболее эффективных препаратов 
и их композиций, способных контроли-

ровать рост биопленок в клинических 
условиях, предотвращая тем самым 
распространение угрожающих жизни 
инфекций, все еще остается [23].

В результате собственных пред-
варительных исследований и работ 
специалистов кафедры химической 
энзимологии МГУ мы пришли к выво-
ду, что для достижения максимальной 
эффективности разрушения ЭПМ био-
пленки следует использовать полифер-
ментные смеси, а также применять 
препараты, содержащие смеси фер-
ментов в сочетании с функциональны-
ми технологическими компонентами, 
увеличивающими специфическую ак-
тивность ферментов [24, 25].

Задачей	исследования явилось изуче-
ние способности композиций, содержа-
щих смеси ферментов из группы карбо-
гидраз (лиазы и гидролазы —  патенто-
ванные смеси ферментов), разрушать in 
vitro МБП, образованные патогенными 
и условно патогенными бактериями —  
возбудителями инфекций, связанных 
с оказанием медицинской помощи.

Материалы	и	методы
В работе использовали клинические 

изоляты грамположительных (S. aureus) 
и грамотрицательных (P. aeruginosa, 
A. baumanii, K. pneumoniae, E. coli, 
S.  typhimurium) микроорганиз-
мов. Штаммы, используемые в ис-
следовании: Staphylococcus aureus, 
штамм 15; Escherichia coli, штамм 717; 
Pseudomonas aeruginosa, штамм 32; 
Acinetobacter baumanii, штамм 503; 
Klebsiella pneumoniae, штамм 1553; 
Salmonella typhimurium, штамм С53.

В качестве препарата, воздействую-
щего на БП, в работе использована ком-
позиция, состоящая из смеси ферментов 
группы карбогидраз —  лиаз и гидролаз, 
предварительно обозначенная нами 
ENZYMIX. Активность композиции 
по отношению к биопленкам, сформи-
рованным бактериями разных видов, 
исследовалась, как описано ниже.

Формирование зрелых БП тести-
руемых бактерий осуществляли в те-
чение 24 часов при 37 °C в лунках 24- 
или 96-луночных планшет (по четыре 
повтора каждого варианта) по методи-
ке O’Tool [26], использованной нами 
в модифицированной форме, описан-
ной в предыдущих исследованиях [27].

Рисунок 1. Четыре модели взаимодействия 
полимеров в ЭПМ биопленки. Концептуаль-
ные модели сцепления матриц: (A) альгинат-
ная парадигма. Катионы кальция сшивают 
отрицательно заряженные альгинаты; (Б) 
адгезия отрицательно и положительно заря-
женных полимеров; (В) водородные связи или 
гидрофобное взаимодействие; (Г) частичная 
сшивка бактерий с компонентами МБП [5].
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После удаления планктонных кле-
ток в лунки к сформировавшимся био-
пленкам добавляли раствор полифер-
ментного комплекса ENZYMIX и вы-
держивали в течение 1 часа при 37 °C. 
Затем раствор удаляли, биопленки 
окрашивали раствором генцианвиолета 
(краситель кристаллический фиолето-
вый, окрашивает в основном бактерии 
и внеклеточную ДНК в составе МБП) 
или алциановым синим (окрашивает 
преимущественно полисахаридные 
компоненты МБП), а затем отмывали 
от несвязавшегося красителя. Связав-
шийся с компонентами БП краситель 
экстрагировали этанолом в течение 1 
часа, после чего оценивали интенсив-
ность окраски с помощью спектро-
фотометрии при длине волны 540 нм. 
В качестве контрольных использова-
ли лунки с нативной (первичной) БП, 
а также лунки с БП, обработанными 
водой и (или) физиологическим раство-
ром. Интенсивность окраски, выражен-
ной в единицах экстинкции, в лунках, 
обработанных тестируемыми раство-
рами, сравнивали с окраской исходной 
первичной БП. Результаты оценивали 
статистически с помощью непараме-
трического критерия Манна-Уитни.

Результаты	и	обсуждение
Активность полиферментной 

композиции ENZYMIX в отноше-
нии биопленок грамположительных 

и грамотрицательных бактерий про-
веряли на сформированных биоплен-
ках S. aureus (грамположительная) и P. 
aeruginosa, A. baumanii, K. pneumoniae, 
E. coli, S. typhimurium (грамотрица-
тельные) (рис. 1).

Как видно из рис. 1, во всех случаях 
(и для грамотрицательных, и для грампо-
ложительных бактерий) интенсивность 

окраски экстрагированного красителя 
из БП после воздействия композиции 
ENZYMIX была значимо ниже по срав-
нению с окраской нативной первичной 
БП (P < 0,05). При этом воздействие воды 
и физиологического раствора на слабо-
сформированные БП также иногда спо-
собствовало снижению интенсивности 
экстрагированной окраски, но в значи-
тельно меньшей степени (рис. 1).

Обнаруженное в данных опытах 
значительное снижение интенсивно-
сти окрашивания экстракта БП после 
воздействия на них ENZYMIX свиде-
тельствует о существенном наруше-
нии целостности структуры МБП в ре-
зультате разрушения полисахаридного 
остова МБП с последующим вымыва-
нием внеклеточной ДНК и бактерий.

В дальнейшем высокая эффек-
тивность воздействия композиции 
ENZYMIX на полисахаридный МБП 
была подтверждена и в опытах с БП 
разных видов бактерий в больших 
лунках 24-луночных планшет. Сфор-
мированные первичные (нативные) 
биопленки и биопленки, обработан-
ные раствором субстанции ENZYMIX, 
окрашивали двумя красителями —  
генцианвиолетом, специфичным в от-
ношении бактерий и внеклеточной 
ДНК, и специфически окрашивающим 
полисахариды БП алциановым синим.

На рис. 2 представлены результаты 
таких визуально оцениваемых экспери-
ментов. Лунки с нативной первичной 
БП разных видов бактерий, не под-
вергавшихся воздействию ENZYMIX, 
характеризуются ярким окрашиванием 
бактериальных биопленок независимо 
от использованного красителя.

Это свидетельствовало о том, что 
нативная биопленка содержит в себе 
бактериальные клетки и молекулы 
внеклеточной ДНК, окрашивающи-
еся раствором генцианвиолета, и по-
лисахаридный остов МБП, окраши-
вающийся раствором алцианового 
синего (ряды первый и третий соот-
ветственно).

Как видно из рис. 2, после обра-
ботки всех проб раствором субстан-
ции ENZYMIX окраска лунок почти 
исчезла (второй и четвертый ряды 
сверху). Это свидетельствует о том, что 
раствор полиферментной композиции 
ENZYMIX разрушил полисахаридный 
матрикс, и высвободившиеся из ма-

Рисунок 1. Влияние полиферментной композиции ENZYMIX на биопленки микроорганизмов 
различных видов (окраска генцианвиолетом).
Примечание: здесь и на рис. 3, 4, 5 цветовые обозначения приведены в правом углу ги-
стограммы. В качестве контроля действия ферментной композиции использовали воду 
и физиологический раствор. Обозначения: перв. б/п —  первичная биопленка; ф. р. —  
физиологический раствор; ферм. —  полиферментная композиция ENZYMIX. Использованы 
96-луночные планшеты.

Рисунок 2. Визуализация эффекта ENZYMIX. 
На БП бактерии разных видов.
Примечание: виды бактерий —  источников 
БП обозначены горизонтально на крышке 
платы. Первый и второй ряды сверху —  окра-
ска генцианвиолетом. Третий и четвертый 
ряды сверху —  окраска алциановым синим. 
Первый и третий ряды —  контроль (добавлен 
физиологический раствор). Второй и четвер-
тый ряды лунок —  обработка ENZYMIX.
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трикса бактериальные клетки и внекле-
точная ДНК вышли в раствор и были 
удалены в ходе промывочных процедур.

С целью дополнительного под-
тверждения эффекта полифермент-
ного препарата использовали флуорес-
центную микроскопию. С этой целью 
на поверхности небольших кусочков 
предметного стекла в одинаковых ус-
ловиях были сформированы БП бак-
терий S. aureus и P. aeruginosa. Затем 
предметные стеклышки разделили 
на две группы: 1) первичную нативную 
БП обоих микроорганизмов окраши-
вали растворами генцианвиолета или 
алцианового синего; 2) нативную БП 
обрабатывали раствором ENZYMIX, 
как и в предыдущих опытах, а затем 
также окрашивали. Результаты опыта 
представлены на рис. 3.

Как видно на рис. 3, при о-
краске генцианвиолетом биопленка 
P. aeruginosa выглядит значительно ин-
тенсивнее, чем биопленка S. aureus. При 
обработке БП раствором ENZYMIX 
происходит ее полное разрушение. По-
видимому, нарушение полисахаридного 
остова МБП в результате воздействия 
ферментного комплекса способствует 
высвобождению с последующим вы-
мыванием и бактерий, и внеклеточной 
ДНК, связанной в составе МБП с по-
верхностью бактерий и положительно 
заряженными компонентами МБП (воз-
можно, с катионами Са2+).

Аналогичные результаты получе-
ны и при окрашивании алциановым 
синим: на рис. 3 видно, что раствор 
ENZYMIX полностью разрушил по-
лисахаридный матрикс как грамполо-
жительных (S. aureus), так и грамот-
рицательных бактерий (P. aeruginosa).

Поскольку предполагаемым исполь-
зованием полиферментной композиции 
ENZYMIX является обработка различ-
ных поверхностей, на которых могут об-
разовываться БП, было важным оценить 
ее активность против БП в зависимости 
от разных температур инкубации (20 
и 37 °C). В ходе этих экспериментов 
было показано отсутствие принципиаль-
ной разницы в активности субстанции 
ENZYMIX при данных температурах 
инкубации (данные не представлены).

Целью дальнейших экспериментов 
было определение оптимальной дли-
тельности воздействия ферментной 
композиции на БП, достаточной для 

разрушения МБП при комнатной тем-
пературе. Для этого в лунки с БП раз-
ных видов бактерий вносили раствор 
ENZYMIX и выдерживали в течение 10, 
20, 30, 40, 50 и 60 минут. Затем смесь 
ферментов удаляли, обработанные био-
пленки стандартно окрашивали генци-
анвиолетом, лунки промывали и экс-
трагировали связавшийся краситель 
с помощью этанола. Интенсивность 
окрашивания обработанных компози-
цией ферментов биопленок сравнивали 
с окраской исходной первичной био-
пленки разных видов бактерий (рис. 4).

Как видно на рис. 4, раствор 
ENZYMIX практически полностью 
разрушал БП, образованные бактери-
ями всех шести видов уже после пер-
вых 10 минут инкубации. Дальнейшее 

увеличение времени инкубации лишь 
незначительно увеличивало интенсив-
ность разрушения обработанных фер-
ментами БП. Таким образом, обработ-
ка БП смесью ферментов ENZYMIX 
приводит к быстрому разрушению 
всей структурной целостности БП.

Представляло интерес выяснить, 
скажется ли на специфической актив-
ности смеси ферментов ENZYMIX до-
бавление различных технологических 
и функциональных компонентов (ин-
гибиторов коррозии, стабилизаторов 
ферментов, поверхностно-активных 
веществ). Были разработаны две ком-
позиции, содержащие указанные до-
полнительные компоненты в разных 
соотношениях, —  BFR № 1 (1,0 %) 
и BFR № 2 (0,5 %).

Первичная биопленка Первичная биопленка после 
обработки препаратом

S. aureus 
(окраска кристалл-виолетом)

S. aureus 
(окраска алциановым синим)

P. aeruginosa 
(окраска кристалл-виолетом)

P. aeruginosa 
(окраска алциановым синим)

Рисунок 3. Визуализация биопленок, образованных S. aureus и P. aeruginosa.
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Эффективность их воздействия 
проверяли на БП, образованных кли-
ническими изолятами —  грамполо-
жительными бактериями S. aureus 
(St15) и грамотрицательными микро-
организмами P. aeruginosa (Ps32), 
A. baumanii (Ac), K. pneumoniae (Kl), 
S. typhimurium (C 53), E. coli (E.c.) 
(рис. 5).

Как видно из рис. 5, лунки с кон-
трольными нативными БП бактерий 
(верхний ряд) ярко окрашены, что 
свидетельствует об интенсивном 
формирования биопленок. После 
обработки двух нижних рядов лунок 
тестируемыми растворами препаратов 
BFR № 1 (1,0 %) и BFR № 2 (0,5 %) 
окрашивание лунок почти полностью 
исчезло. Это свидетельствует о том, 

что тестируемые растворы полифер-
ментных препаратов с добавками 
по-прежнему способны эффективно 
разрушать полисахаридный остов 
МБП, что приводит к выходу клеток 
в раствор и их удалению в ходе про-
мывочных процедур. Поскольку эф-
фект полного разрушения БП этими 
растворами был визуально очевиден, 
количественного определения резуль-
татов с помощью спектрофотометрии 
не проводили.

В последующих опытах прове-
ли динамическое сравнение актив-
ности двух вариантов растворов 
полиферментных препаратов BFR 
№ 1 и BFR № 2 в отношении БП, об-
разованных S. aureus и P. aeruginosa, 
оцениваемое в течение 10–60 минут. 

На рис. 6 видно отсутствие разли-
чий по активности этих вариантов 
в отношении БП выбранных грампо-
ложительных и грамотрицательных 
бактерий: оба варианта полифермент-
ных препаратов практически полно-
стью разрушали биопленки S. aureus 
и P. aeruginosa уже в течение первых 
10 минут.

Учитывая высокий потенциал 
возможного практического исполь-
зования разрабатываемых полифер-
ментных препаратов с медицинской 
целью, представляло интерес выяс-
нить активность прототипа препарата 
BFR № 2, использованного в мини-
мальной концентрации (0,5 %-ный 
раствор), против давно сформирован-
ных, высушенных биопленок. Для 
этого в лунках 96-луночных планшет 
провели формирование биопленок 
S. aureus, P. aeruginosa, A. baumanii, 
K. pneumoniae, S. typhimurium и E. coli 
в течение суток по стандартной ме-
тодике. Затем из лунок отобрали 
планктонные клетки, и открытые 
планшеты оставили подсушиваться 
в стерильных условиях в термостате 
при 37 °C на 4 суток. На 5-е сутки 
часть лунок обработали раствором 
препарата BFR № 2 (0,5 %) с различ-
ным временем инкубации (от 10 до 60 
минут), затем покрасили контроль-
ные и обработанные лунки раство-
ром генцианвиолета и экстрагировали 
связавшийся краситель этанолом. Ре-
зультаты фотометрии интенсивности 
окраски представлены на рис. 7.

Рисунок 4. Влияние длительности воздействия композиции ферментов ENZYMIX на биопленки 
микроорганизмов различных видов.

Рисунок 6. Сравнительное динамическое изучение активности опытных растворов полифер-
ментных препаратов BFR № 1 и BFR № 2 на биопленки S. aureus и P. aeruginosa.

Рисунок 5. Воздействие ферментных компози-
ций с функциональными добавками BFR № 1 
и BFR № 2 на биопленки разных видов бактерий.
Примечание: верхний ряд —  исходные БП; 
второй и третий ряды —  те же БП, но об-
работанные растворами BFR № 1 и BFR № 2, 
содержащими добавки. На верхней части 
рисунка —  обозначения видов бактерий 
и препаратов. Окраска генцианвиолетом. 
Пояснения в тексте.
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Как видно на рис. 7, препарат BFR 
№ 2 в минимальной концентрации 
(0,5 %) может быть использован для 
эффективного и быстрого разрушения 
не только свежесформированных БП, 
но и для разрушения давно сформи-
рованных (более 5 суток), пересу-
шенных БП разных видов бактерий. 
Достаточность всего лишь 10-минут-
ного контакта композиции фермен-
тов с функциональными добавками 
с БП, сформированными разными 
бактериями, для полного разруше-
ния структурной целостности МБП 
в условиях комнатной температуры 
подчеркивает высокий практический 
потенциал применения разрабатыва-
емого препарата для обработки раз-
личных поверхностей в медицинских 
организациях.

Выводы
Полиферментные препараты, со-

держащие смеси ферментов лиаз и ги-
дролаз из группы карбогидраз, в при-
сутствии или без дополнительных 
функциональных и технологических 
компонентов эффективно и быстро раз-
рушают экзополисахаридную основу 
матрикса БП, свежеобразованных или 
давно сформированных на абиотиче-
ских поверхностях.

Работа выполнена при финансовой под-
держке ФГБУ «Фонд содействия развитию малых 
форм предприятий в научно‑технической сфе-
ре» (Фонд содействия инновациям), в рамках 
темы с номером государственной регистрации 
№ АААА‑А19–119072390056–1. (Емшанов О. В.)

Работа  выполнена  в  рамках  темы 
с номером государственной регистрации 
№ АААА‑А16–116052010081–5. (Синицин А. П.)
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