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Резюме 
Актуальность. Боль в горле инфекционно-воспалительного генеза является одной из наиболее распространён-
ных причин обращения за медицинской помощью и поводом для назначения антимикробных препаратов. С 
учётом высокой значимости проблемы распространения микробной устойчивости к системным этиотропным 
препаратам, применение антимикробных пептидов (АМП) для топической терапии может являться перспек-
тивным решением благодаря особенностям механизма действия АМП. 
Цель исследования — оценка формирования устойчивости к АМП грамицидина С (ГС) в отношении клинических 
изолятов Streptococcus pneumoniae и Staphylococcus aureus, включая штаммы, резистентные к антимикробным 
препаратам, в ходе многоразового воздействия, приближённого к применению в клинической практике. 
Материал и методы. Исследуемый объект — АМП ГС. Тестовые микроорганизмы — эталонные штаммы 
S.pneumoniae (АТСС 6303), S.aureus (ATCC 6538-Р) и по 10 штаммов клинических изолятов каждого вида мик-
роорганизма, включая резистентные к антимикробным препаратам (в т. ч. MRSA). На первом этапе методом 
микроразведений в планшетах оценивали антимикробную активность ГС по оценке величины минимальной 
подавляющей и минимальной бактерицидной концентраций (МПК и МБК, соответственно). На втором этапе 
с использованием эталонных штаммов и по 4 клинических изолята каждого микроорганизма, включая 
устойчивые к антимикробным препаратам, формировали резистентность двумя способами параллельно (с 
жидкими и плотными средами) на протяжении 7 последовательных пассажей за 7 сут с ГС в концентрациях 
равных 0,5 и 1,0 МПК. Оценивали количество выживших микроорганизмов и определяли МПК и МБК на каж-
дом пассаже. 
Результаты. На первом этапе МПК ГС в отношении S.pneumoniae составила для 5 штаммов — 8 мкг/мл, для 
5 штаммов — 16 мкг/мл, для одного — 4 мкг/мл. В отношении 10 из 11 штаммов S.aureus, включая MRSA, МПК 
ГС составила 4 мкг/мл (для 1 штамма — 8 мкг/мл). Для 4 штаммов S.pneumoniae МБК ГС была равна МПК (16 
мкг/мл), для 7 штаммов МБК была выше МПК в 4–8 раз и в основном составила 32 мкг/мл (для 1 штамма — 
64 мкг/мл). МБК в отношении 6 штаммов S.aureus была равна МПК (4 мкг/мл), для 5 оставшихся штаммов 
МБК была выше МПК в 2–8 раз, но не превышала 64 мкг/мл. На втором этапе при многократном воздействии 
ГС установлено, что оцениваемые величины МПК и МБК на протяжении 7 пассажей сохранились на прежнем 
уровне у всех штаммов, включая резистентные к антибиотикам в жидких и на плотных средах. 
Выводы. Грамицидин С продемонстрировал высокую бактерицидную активность в отношении эталонных 
штаммов и клинических изолятов ведущих патогенных микроорганизмов S.pneumoniae и S.aureus, включая 
штаммы, устойчивые к системным антимикробным препаратам, при этом МПК и МБК не превышали концент-
раций, создаваемых при применении в клинической практике. В ходе многократного воздействия (7 пассажей 
за 7 сут) не было выявлено признаков формирования устойчивости тестовых штаммов патогенов, включая 
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устойчивые к системным антимикробным препаратам из групп бета-лактамов, макролидов, фторхинолонов, 
тетрациклинов, аминогликозидов и др. 
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Abstract 
Background. Sore throat of infectious and inflammatory origin is one of the most common reasons for the prescription of 
antimicrobial drugs. The use of antimicrobial peptides (AMPs) for topical therapy may be a promising solution, due to the 
peculiarities of AMPs’ mechanism of action, taking into account the high importance of microbial resistance spread prob-
lem in relation to systemic etiotropic drugs. 
The aim of the study was to assess the formation of resistance to AMP Gramicidin S (GS) of clinical isolates of Streptococcus 
pneumoniae and Staphylococcus aureus, including strains resistant to antimicrobial drugs during repeated exposure, in 
the setting close to their actual use in clinical practice. 
Materials and methods. The object under study is AMP GS. The test microorganisms are reference strains of S.pneumoniae 
(ATCC 6303), S.aureus (ATCC 6538–P), and 10 strains of clinical isolates of each type of microorganisms, types with anti-
microbial resistance (including MRSA). At the first stage, the antimicrobial activity of GS was evaluated by the method of 
microdilutions in plates by estimating the value of the minimum inhibitory and the minimum bactericidal concentrations 
(MIC and MBC, respectively). At the second stage, using reference strains and 4 clinical isolates of each microorganism, in-
cluding types with antimicrobial resistance, resistance was formed in two ways simultaneously (with liquid and solid media) 
for 7 consecutive passages over 7 days with GS at concentrations equal to 0.5 and 1.0 MIC. The number of surviving micro-
organisms was estimated and the MIC and MBC were determined at each passage. 
Results. At the first stage, the MIC of GS in relation to S.pneumoniae was 8 µg/ml for 5 strains, 16 µg/ml for 5 strains, and 
4 µg/ml for one. For 10 out of 11 strains of S.aureus, including MRSA, the MIC of GS was 4 µg/ml (for 1 strain — 8 µg/ml). 
For 4 strains of S.pneumoniae, MBC of GS was equal to MIC (16 µg/ml), for 7 strains MBC was 4–8 times higher than MIC, 
and mostly amounted to 32 µg/ml (for 1 strain — 64 µg/ml). MBC for 6 strains of S.aureus was equal to MIC (4 µg/ml), for 
the 5 remaining strains MBC was 2–8 times higher than MIC, but did not exceed 64 µg/ml. At the second stage, it was found 
that the estimated values of GS MIC and MBC with repeated exposure to GS remained at the same level for 7 passages in 
all strains, including those resistant to antibiotics in liquid and solid media. 
Conclusions. Gramicidin S demonstrated high bactericidal activity against reference strains and clinical isolates of leading 
pathogenic microorganisms S.pneumoniae and S.aureus, including strains resistant to systemic antimicrobial drugs, while 
MIC and MBC did not exceed concentrations contained in single doses of drugs used in clinical practice. During repeated 
exposure (7 passages in 7 days), there were no signs of the formation of resistance of test strains of pathogens, including 
those resistant to systemic antimicrobial medicines from the groups of beta-lactams, macrolides, fluoroquinolones, tetra-
cyclines, aminoglycosides, etc. 
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ 

Одной из самых распространённых причин 
обращения взрослого и детского населения за ам-
булаторной медицинской помощью (к оторино-
ларингологу, терапевту, педиатру и врачу общей 
практики) являются инфекционно-воспалитель-
ные заболевания ротоглотки (острый фарингит, 
острый тонзиллит, тонзиллофарингит, а также 
обострения указанных заболеваний) [1]. 

Несмотря на разнообразие клинических форм 
очаговой инфекции глотки, одна из ведущих ролей 
в терапии данных состояний отводится местным (то-
пическим) препаратам, направленным в первую оче-
редь на быструю и полную эрадикацию возбудителя, 
а также решающим задачи купирования воспали-
тельного и болевого синдрома. Наибольшая эффек-
тивность при применении топических препаратов 
достигается благодаря комбинированному воздей-
ствию непосредственно в очаге воспаления [2]. 

Внедрение в микробиологическую практику 
молекулярных методов и, прежде всего секвени-
рования, позволило существенно расширить 
представления о микробиоте дыхательных путей 
и возбудителях респираторных инфекций. Дан-
ные методы меняют представления об этиологии 
заболеваний, которые ранее подразделялись на 
преимущественно вирусные или бактериальные. 
В целом, результаты исследований, выполнен-
ных с помощью наиболее современных методов, 
хотя и повышают значимость вирусов в этиоло-
гии острых инфекций дыхательных путей, под-
тверждают, что ведущую роль среди бактерий 
играют традиционные патогены, а также указы-
вают на значимость вирусно-бактериальных ас-
социаций. Определяясь с составом эмпириче-
ской терапии, и в первую очередь, выбирая 
препараты с этиотропной активностью, необхо-



димо руководствоваться принципом «разумной 
минимальной достаточности» [3]. 

За последние десятилетия распространён-
ность устойчивости бактериальных возбудите-
лей инфекций к антимикробным средствам до-
стигла уровня одной из наиболее серьёзных 
угроз для здоровья человечества  [4]. Несмотря 
на то, что описано значительное разнообразие 
биохимических механизмов её реализации, прин-
ципиально значимыми являются две основные 
группы генетических механизмов формирования 
резистентности: мутации в собственном геноме 
и приобретение генов резистентности в резуль-
тате горизонтального переноса. Кроме форми-
рования резистентности, у бактерий есть и другие 
механизмы противодействия антимикробным 
средствам, например, персистентность, при ко-
торой формируется значительное снижение ме-
таболической активности микроорганизма. Оце-
нивая перспективы преодоления резистентности 
и других механизмов формирования устойчиво-
сти, следует признать, что с эволюционной точки 
зрения создание средств, воздействующих на 
возбудителя инфекции при полном отсутствии 
риска формирования резистентности, крайне 
маловероятно. Более реалистичный подход – это 
разработка препаратов, действующих одновре-
менно на несколько мишеней [5]. 

В этой связи, антимикробные пептиды (АМП) 
в последнее время рассматриваются в качестве 
перспективных средств для лечения инфекцион-
ных заболеваний. Например, применение ве-
ществ из группы грамицидинов одобрено Управ-
лением по санитарному надзору за качеством 
пищевых продуктов и медикаментов США (FDA) 
для использования против инфекций, вызванных 
грамположительными и грамотрицательными 
бактериями [6]. 

Грамицидин С (ГС) является нерибосомаль-
ным циклическим декапептидом бактериального 
происхождения с выраженным многонаправлен-
ным бактерицидным действием в отношении ши-
рокого спектра грамположительных и грамотри-
цательных бактерий и некоторых дрожжевых 
грибов. ГС активен против планктонных форм 
микроорганизмов, включая клетки-персистеры, 
и биоплёнок [6–12]. 

В период сентября–декабря 2021 г. специали-
стами АО «НПО «Дом фармации» по инициативе 
компании «Валента Фарм» было осуществлено 
комплексное исследование, посвящённое оценке 
противомикробной активности ГС, а также оценке 
формирования резистентности у ряда патогенов 

в условиях многократного воздействия в различ-
ных концентрациях в отношении ГС, который вхо-
дит в состав группы топических лекарственных 
препаратов для терапии инфекционно-воспали-
тельных заболеваний глотки, выпускаемой в Рос-
сийской Федерации фармацевтической ком-
панией «Валента Фарм»1. 

Цель исследования — оценка формирования 
устойчивости к ГС ведущих бактериальных воз-
будителей респираторных инфекций при мно-
гократном повторном воздействии. 

Для достижения указанной цели опреде-
ляли минимальные подавляющие и минималь-
ные бактерицидные концентрации (МПК и МБК, 
соответственно) ГС в отношении штаммов 
S.pneumoniae и S.aureus при однократном воз-
действии, выявляли выжившие микроорга-
низмы при многократном воздействии иссле-
дуемого объекта и определяли МПК и МБК ГС в 
отношении выживших микроорганизмов. 

Материал и методы 
Изучение антимикробной активности грамицидина С 

в отношении штаммов S.pneumoniae и S.aureus при одно-
кратном воздействии 

В качестве исследуемого объекта использовали грамици-
дина С гидрохлорид (активная фармацевтическая субстанция, 
«Biotika a.s.», Словакия, серия № 1907107, срок годности: до 
07.2023). С учётом цели исследования в качестве тест-системы 
для исходного определения МПК и МБК использовались грам-
положительные микроорганизмы из рабочей коллекции музея 
лаборатории микробиологии АО «НПО «Дом фармации» (по од-
ному эталонному штамму S.pneumoniae и S.aureus — АТСС 6303 и 
ATCC 6538-Р, соответственно), а также по 10 штаммов клинических 
изолятов каждого микроорганизма с охарактеризованной устой-
чивостью к антибактериальным препаратам различной степени 
широты из коллекции ФГБУ «Детский научно-клинический 
центр инфекционных болезней» ФМБА России (табл. 1). 

Определение МПК 
МПК ГС определяли методом серийных разведений в 

бульоне Mueller–Hinton (Sigma, США), а для штаммов S.pneu-
moniae инокулюм разводили в бульоне Mueller–Hinton с до-
бавлением лизированной лошадиной крови (ЗАО «ЭКОлаб», 
Россия) [13, 14]. Контролировали окончательную концентра-
цию количества клеток в лунках планшета с учётом разведе-
ния исследуемым объектом в диапазоне от 2×105 КОЕ/мл до 
8×105 КОЕ/мл. Результаты с планшетов учитывали визуально 
в проходящем свете при условии, что контрольные лунки под-
твердили правильность поставленного эксперимента. МПК 
тестируемого объекта соответствовала лунка с наименьшей 
концентрацией тестируемого объекта без признаков види-
мого роста тест-микроорганизмов (прозрачный бульон) [13]. 

Определение МБК 
МБК ГС определяли путём высевов со всех лунок, в ко-

торых не обнаруживалось видимого роста бактерий на 
плотной питательной среде Mueller–Hinton агар (Merck 
KGaA, Германия), а для штаммов S.pneumoniae высевы были 
сделаны на Mueller–Hinton агар с добавлением дефибри-
нированной бараньей крови с окончательной концентра-
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1 Граммидин, спрей для местного применения — РУ № ЛП-004460; Граммидин детский, таблетки для рассасывания — 
РУ № ЛП-002179; Граммидин детский, спрей для местного применения — РУ № ЛП-004699; Граммидин нео, таблетки для 
рассасывания — РУ № ЛСР-010598/08; Граммидин с анестетиком, спрей для местного применения — РУ № ЛП-005219; 
Граммидин с анестетиком нео, таблетки для рассасывания — РУ № ЛСР-005119/08. 



цией 5,0% (ЗАО «ЭКОлаб», Россия) [15]. Результаты учиты-
вали, визуально оценивая рост бактериальных штаммов 
на питательной среде. МБК тестируемого объекта соответ-
ствовала чашка Петри с наименьшей концентрацией те-
стируемого объекта и с полным отсутствием роста тест-
микроорганизмов [15–19]. С учётом того, что исходная 
посевная доза находилась в диапазоне 2–8×105 КОЕ/мл, а 
предел обнаружения роста бактерий при использовании 
метода визуального контроля составляет примерно 101 
КОЕ/мл, в случае выявления отсутствия роста регистриро-
валось уменьшение концентрации присутствующих бакте-
рий не менее, чем на 99,9% (3 log) [16, 18, 19]. 

Изучение формирования устойчивости штаммов 
S.pneumoniae и S.aureus в отношении Грамицидина С при 
многократном воздействии 

В качестве тестовых систем использовали эталонные 
штаммы и по 4 клинических изолята S.pneumoniae и S.aureus 
(см. табл. 1). Для селекции устойчивости исследуемые микро-
организмы пассировали на жидких (Mueller-Hinton бульон, 
(Sigma, США) и плотных (Mueller–Hinton агар, Merck KGaA, Гер-
мания) питательных средах, содержащих ГС в концентрациях 
0,5 и 1,0 МПК. Для S.pneumoniae к среде добавляли дефибри-
нированную баранью кровь (ЗАО «ЭКОлаб», Россия) до оконча-
тельной концентрации 5,0%. Осуществляли 7 пересевов с ин-
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Таблица 1. Штаммы микроорганизмов, использовавшихся в качестве тест-систем 
Table 1. Strains of microorganisms used as test systems

Примечание. * — штаммы, используемые на этапе оценки развития резистентности в отношении ГС при мно-
гократном воздействии. Сокращения: мкр — мокрота; пбп — пунктат барабанной полости; мрг — мазок из ро-
тоглотки; мнг — мазок из носоглотки; ро — раневое отделяемое; пвж — промывные воды желудка; 1 — цефок-
ситин; 2 — оксациллин; 3 — хлорамфеникол; 4 — эритромицин; 5 — клиндамицин; 6 — рифампицин; 7 — 
гентамицин; 8 — мупироцин; 9 — моксифлоксацин; 10 — тетрациклин. MRSA — метициллинорезистентные 
штаммы S.aureus (methicillin-resistant S.aureus). MSSA — метициллиночувствительные штаммы S.aureus (methi-
cillin sensitive S.aureus).  
Note. * — strains used at the stage of assessing the development of resistance to Gramicidin S with multiple exposure. 
Мкр — sputum; пбп — puncture sample from the tympanic cavity; мрг — smear from the oropharynx; мнг — smear 
from the nasopharynx; ро —  wound discharge; пвж — gastric lavage; 1 — cefoxitin; 2 — oxacillin; 3 — chloramphenicol; 
4 — erythromycin; 5 — clindamycin; 6 — rifampicin; 7 — gentamicin; 8 — mupirocin; 9 — moxifloxacin; 10 — tetracycline; 
MRSA — methicillin-resistant S.aureus. MSSA — methicillin-sensitive S.aureus. 

Серотип         Номер          Возраст   Материал              Диагноз               Резистентность    Дополнительные 
                           изолята    источника,                                                                          в отношении:      свойства 
                                                      лет / Год  
                                                  выделения                                                                                            

Streptococcus pneumoniae 
ATCC 6303*         —                     —                  —                             —                                     —                   — 
23F                         2*                  9 лет             Мкр     Хронический бронхит               —                    
3                              24                16 лет            Пбп     Острый, средний отит               —                    
18ABCF               29*                2 года            Мрг                   Носитель                             —                    
14                           61*                4 года            Мрг                   Носитель                             —                    
19F                        109                7 лет             Мнг                         ОРЗ                                   —                    
12ABF/44/46     247               5,6 лет           Мнг                   Носитель                             —                    
6АВСD                 277              4,9 года          Мнг                   Носитель                             —                    
4                         711/58*           37 лет          Кровь      Сепсис, пневмония                 2, 4                   
1                            1356           10,3 года         Мкр                Пневмония                           —                    
11AD                   3184               1 год             Мкр                   Носитель                             —                    

Staphylococcus aureus 
ATCC 
6538-P*                 —                     —                  —                             —                                     —                   — 
—                            74                2012 г.              Ро                             —                           1, 2, 4, 5, 7, 9         MRSA, mecA, SCCmec IA, 
                                                                                                                                                                                  Agr II, MLST 228, spa t041 
—                            77                2012 г.              Ро                             —                               1, 2, 3, 4,            MRSA, mecA, SCCmec IVce, 
                                                                                                                                                       5, 7, 9                Agr I, MLST 8, spa t008 
—                            85                2012 г.              Ро                             —                          1, 2, 4, 5, 6, 7,        MRSA, mecA, SCCmec III-ccrC,  
                                                                                                                                                             8, 9, 10               Agr I, MLST 239, spa t631 
—                           134               2013 г.              Ро                             —                            1, 2, 4, 5, 6,          MRSA, mecA, SCCmec IV, Agr IV,  
                                                                                                                                                                         7, 9, 10                PVL-S +, MLST 121, spa t308 
—                           135               2013 г.              Ро                             —                            1, 2, 4, 6, 7,          MRSA, mecA, SCCmec III-ccrC,  
                                                                                                                                                             8, 9, 10               Agr I, MLST 239, spa t037 
—                          176*              2014 г.          Кровь                         —                          1, 2, 3, 4, 5, 6,        MRSA, mecA, SCCmec IIImer,  
                                                                                                                                                      7, 9, 10              Agr I, tsst-1 +, MLST 239, spa t037 
—                          299*              2015 г.           Пвж                          —                               1, 2, 3, 4,            MRSA, mecA, SCCmec IA,  
                                                                                                                                                       5, 7, 9                Agr II, MLST 228, spa t041 
—                           402               2016 г.              Ро                             —                            1, 2, 3, 4, 5,          MRSA, mecA, SCCmec IVA,  
                                                                                                                                                      7, 9, 10              Agr I, MLST 398, spa t011 
—                          758*              2019 г.            Мнг                   Носитель                            1, 2                  MRSA, mecA, SCCmec IVce, 
                                                                                                                                                                                  Agr I, tsst-1 +, MLST 22, spa t223 
—                          952*              2019 г.            Мнг                   Носитель                             —                   MSSA, отр, SCCmec IV, Agr IV, 
                                                                                                                                                                                  PVL-S +, MLST 121, spa t2524 



тервалом 24 ч с целью оценки многократного воздействия ГС 
на микроорганизмы в форме суспензии клеток и в колониях. 

На каждом пассаже контролировали конечную посев-
ную дозу клеток, которая была выше, чем в первом этапе – 
1×108 микробных клеток на чашку Петри и пробирку, для 
обеспечения дальнейших пересевов на среды и постановки 
теста на определения МПК. 

В ходе исследования определяли количество выжив-
ших микроорганизмов в каждом пассаже, далее у выживших 
микроорганизмов определяли МПК и МБК в отношении ГС 
методами, описанными выше. Полученные значения МПК 
и МБК выживших микроорганизмов сравнивали с их на-
чальными значениями, установленными в ходе выполнения 
первых этапов исследования. 

Определение МПК проводили, используя диапазон ко-
нечных концентраций ГС от 256 мкг/мл до концентрации, 
равной МПК, выявленной для каждого штамма на первом 
этапе исследования. Для определения МПК использовали 
все штаммы, выжившие на чашках Петри с 1,0 МПК ГС 
(только 1-й пассаж, в остальных пассажах роста не наблю-
дали) и 0,5 МПК (для всех пассажей), а также все штаммы, 
выжившие в пробирках с 1,0 МПК ГС (для всех пассажей) и 
0,5 МПК (для удобства использовали только штаммы с 7-го 
пассажа, поскольку в отличие от эксперимента на плотных 
средах, во всех пробирках с концентрацией исследуемого 
объекта, равной 1,0 МПК, отмечался рост микроорганиз-
мов). Для определения МБК использовали высевы со всех 
лунок, в которых не обнаружено видимого роста бактерий. 

Полученные результаты анализировали с использова-
нием методов описательной статистики. 

Результаты 
Определение МПК и МБК 
Контроль посевной дозы подтвердил необхо-

димое количество клеток, вносимых в лунки 
планшетов в диапазоне от 2×105 КОЕ/мл до 
8×105 КОЕ/мл. Результаты оценки МПК и МБК ГС 
в отношении штаммов S.pneumoniaе и S.aureus, 
включая метициллинорезистентные штаммы, 
представлены в табл. 2. 

В ходе исследования было установлено, что 
ГС обладает бактериостатическим (останавливает 
рост культуры) и бактерицидным (вызывает пол-
ную гибель бактериальных клеток) действием. В 
отношении штаммов S.pneumoniaе (2 серотип 23F, 
24 серотип 3, 29 серотип 18ABCF, 247 серотип 
12ABF/44/46,) — 4 штамма из 11, а также в отно-
шении S.aureus (ATCC 6538-P, 135, 176, 402, 758, 
952) — 6 из 11 штаммов — МПК и МБК не раз-
личались между собой и составляли 16 мкг/мл и 
4 мкг/мл для первого и второго микроорганизма, 
соответственно. В отношении 6 штаммов 
S.pneumoniaе и 3 штаммов S.aureus МБК не пре-
вышала МПК более, чем в 4 раза. Полученные 
результаты показали высокую бактерицидную 
активность ГС в отношении данных штаммов. 

Изучение формирования устойчивости 
штаммов S.aureus и S.pneumoniae в отноше-
нии грамицидина С на фоне многократного 
воздействия 

Оценка выживших микроорганизмов 
После 1-го пассажа наблюдали рост у всех 

штаммов S.aureus и S.pneumoniae на чашках Петри 

с концентрациями ГС, равными 0,5 МПК. В кон-
центрациях, равных 1,0 МПК, рост единичных ко-
лоний на чашках Петри наблюдали для штаммов 
микроорганизмов, для которых МБК было в 4–8 
раз большей, чем МПК. У штаммов, для которых 
было установлено, что значения МПК и МБК рав-
ны, рост на чашках Петри с концентрациями ГС, 
равными МПК, отсутствовал. 

После 2-го пассажа и далее, на протяжении 
всего семидневного цикла, наблюдали рост у всех 
штаммов S.aureus и S.pneumoniae на чашках Петри 
с концентрациями 0,5 МПК. При этом количество 
выживших микроорганизмов увеличивалось после 
первого пассажа и составляло в диапазоне от 10 
до 500 КОЕ, после седьмого пассажа рост составлял 
более 1000 КОЕ. На чашках Петри с концентрациями 
ГС, равными 1,0 МПК, не наблюдали роста у всех 
штаммов микроорганизмов, в том числе у штаммов, 
выживших после 1-го пассажа. Отсутствие роста 
во 2-м пассаже может свидетельствовать о том, 
что ослабленные единичные колонии в условиях 
стресса (пересев на среду с антибиотиком) не 
смогли приспособиться к данным условиям. 

Таким образом, за семь циклов пассажей на 
чашках Петри было получено 38 штаммов S.pneu-
moniae и 36 штаммов S.aureus. 

Параллельно с чашками Петри ставили про-
бирки с ГС в тех же концентрациях. После 1-го 
пассажа в пробирках с концентрацией 0,5 МПК ГС 
наблюдали помутнение среды, как и в пробирках 
с контролем роста микроорганизма. Для количе-
ственного учёта роста микроорганизмов из всех 
пробирок делали высевы на чашки Петри. При 
высеве на чашки Петри был обнаружен обильный 
рост микроорганизмов из пробирок с концентра-
циями равными 0,5 и 1,0 МПК. Таким образом, за 
семь циклов пассажей из пробирок было получено 
70 штаммов S.pneumoniae и 70 штаммов S.aureus. 

Результаты по определению МПК и МБК у 
выживших микроорганизмов на фоне много-
кратного воздействия грамицидином С 

После инкубации в термостате чашек Петри 
контроль посевной дозы подтвердил необходимое 
количество клеток, вносимых в лунки планшетов 
в диапазоне от 2×105 КОЕ/мл до 8×105 КОЕ/мл [13]. 

МПК ГС в отношении выживших штаммов 
S.pneumoniaе ATCC 6303 составила 4 мкг/мл, в от-
ношении выживших штаммов S.pneumoniaе 61 
серотип 14 составила 8 мкг/мл. МПК ГС в отно-
шении штаммов S.pneumoniaе 2 серотип 23F, 
S.pneumoniae 29 серотип 18ABCF и S.pneumoniae 
711/58 серотип 4 составила 16 мкг/мл. МПК ГС в 
отношении выживших штаммов S.aureus ATCC 
6538-P, S.aureus 758, S.aureus 176 и S.aureus 952 со-
ставила 4 мкг/мл. В отношении выживших штам-
мов S.aureus 299, МПК ГС составила 8 мкг/мл. 

МБК ГС в отношении штаммов S.pneumoniaе  
2 серотип 23F, S.pneumoniae 29 серотип 18ABCF со-
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ставила 16 мкг/мл, в отношении штаммов ATCC 6303 
и 61 серотип 14 МБК составила 32 мкг/мл, в отноше-
нии штамма 711/58 серотип 4 — 64 мкг/мл. МБК ГС 
в отношении выживших штаммов S.aureus ATCC 
6538-P, 176, 758 и 952 составила 4 мкг/мл. В отношении 
штаммов S.aureus 299 МБК ГС составила 64 мкг/мл. 

Таким образом, МПК и МБК в отношении вы-
живших в процессе многократного воздействия ГС 
(7 пассажей за 7 сут в подавляющих и субподав-
ляющих концентрациях) штаммов S.pneumoniaе и 
S.aureus как в жидких, так и на плотных средах со-
хранялись на исходных уровнях на всём протяжении 
исследования (во всех пассажах). 

Обсуждение 
В условиях растущей настороженности в 

связи с распространением устойчивости бакте-
риальных возбудителей инфекций к классиче-
ским системным антибиотикам и противомик-
робным средствам, антимикробные пептиды 
(АМП) рассматриваются в качестве многообе-
щающих средств для лечения инфекционных за-
болеваний, в том числе, в формах для топиче-
ского применения. Особое значение данная 
перспектива приобретает в отношении лечения 
респираторной патологии, в частности, заболе-
ваний, сопровождающихся болью в горле [20]. 

Среди грамположительных патогенов наиболь-
шую угрозу представляет S.aureus, включённый в 

группу основных нозокомиальных условно-патоген-
ных микроорганизмов (группа ESKAPE), характери-
зующихся широким распространением штаммов с 
множественной лекарственной устойчивостью 
(МЛУ) и высокой клинической значимостью [21]. 

В отличие от линейных грамицидинов (A, B, C 
и D, как смесь A–C), открытых в 1939 г. в США Рене 
Дюбо (René Jules Dubos) в составе противомикроб-
ных полипептидов, продуцируемых бактерией 
Aneurinibacillus migulanus (прежнее название — 
Bacillus brevis) [22], циклический декапептид гра-
мицидин С (gramicidin S) был выделен Г. Ф. Гаузе 
и М. Г. Бражниковой из Aneurinibacillus migulanus 
и описан в сороковых годах 20-го века [23, 24]. Сим-
метричная структура молекулы, синтезируемой 
нерибосомальным путём, представляет собой 
дважды повторяющуюся последовательность из 
пяти аминокислот (4 — «канонические» протеи-
ногенные — L-валин, L-лейцин, D-фенилаланин, 
L-пролин и 1 — неканоническая — L-орнитин), 
расположенных антипараллельно и образующих 
жёсткое кольцо. Пептид обладает амфифиль-
ностью за счёт содержания катионной и гидро-
фобной частей. Физико-химические и фармако-
логические свойства, а также бактерицидные 
механизмы действия ГС в настоящее время де-
тально изучены и подтверждены в ходе большого 
числа исследований [25–54]. 

Высокая стабильность молекулы в совокуп-
ности с наличием неканонической аминокислоты 
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Таблица 2. Количество клеток в лунках планшетов при определении МПК и результаты оценки противо-
микробной оценки ГС, по данным первого этапа исследования 
Table 2. The number of cells in the plates’ wells when determining the MIC and the results of the evaluation of the an-
timicrobial assessment of Gramicidin C according to the first stage of the study

Примечание. * — штаммы, используемые на этапе оценки развития резистентности в отношении ГС при 
многократном воздействии.  
Note. * — strains used at the stage of assessing the development of resistance to Gramicidin S with multiple explosure.

Штаммы/серотипы/                       Посевная доза,               МПК ГС, мкг/мл               МБК ГС, мкг/мл             МБК/МПК  
изоляты микроорганизмов              КОЕ/мл                (бактериостатическое        (бактерицидное             кратность 
                                                                                                                                  действие)                              действие)                                  

Streptococcus pneumoniaе 
ATCC 6303*                                                     5,8×105                                        4                                              32                                       8 
5 штаммов: 61 серотип 14*,          4,3×105–6,5×105                                8                                              32                                       4 
109 серотип 19F,  
277 серотип 6ABCD,  
1356 серотип 1,  
3184 серотип 11AD                                             
4 штамма: 2 серотип 23F*,             4,9×105–6,7×105                               16                                             16                                       1 
24 серотип 3,  
29 серотип 18ABCF*,  
247 серотип 12ABF/44/46                                
711/58 серотип 4*                                       6,1×105                                       16                                             64                                       4 

Staphylococcus aureus 
6 штаммов:                                           4,7×105–7,1×105                                4                                               4                                        1 
ATCC 6538-P*, 135, 176*,                                   
402, 758*, 952*                                                        
77                                                                        6,6×105                                        4                                               8                                        2 
2 штамма: 74, 134                                7,1×105–7,5×105                                4                                              16                                       4 
85                                                                        6,9×105                                        4                                              32                                       8 
299*                                                                    4,2×105                                        8                                              64                                       8 



позволяет ГС сохранять бактерицидное действие 
в широком диапазоне pH и избегать протеолити-
ческой деградации обычными протеазами [25, 31]. 

Основным способом реализации противобак-
териального действия ГС является нарушение 
строения и функции липидного бислоя плазма-
тической мембраны бактерий, вплоть до образо-
вания значительных дефектов в высокой кон-
центрации. Данной активности соответствует 
изменение потенциала и текучести мембраны 
клетки, а также массивный выход K+ через цито-
плазматическую мембрану, причём, как у грампо-
ложительных, так и грамотрицательных микро-
организмов  [26]. Кроме того, ГС вызывает 
кластеризацию и отщепление мембранных бел-
ков, нарушая процессы клеточного дыхания (фос-
фолипидсинтазы PlsX, MurG, цитохрома С), син-
теза фосфолипидов и пептидогликана, а также 
процессов деления (MinD и DivIVA) [9, 10, 27–29]. 

Механизм действия ГС по целому ряду 
аспектов — влияние на биосинтез и на целост-
ность клеточной мембраны, изменение мем-
бранного потенциала, делокализация белка 
MinD-GFP, активация быстрой потери калия, ин-
дукция белков-маркёров мембранного стресса 
LiaH и TrmB — схож с низином (бактериоцин, 
продуцируемый стрептококками группы N, та-
кими как Lactobacillus lactis) [30]. 

Дополнительно показано, что ГС способен 
проникать в клетки грамположительных энтеро-
кокков, и в частности S.aureus, непосредственно 
через плазматическую мембрану (т.е. без исполь-
зования механизмов эндоцитоза) с последующим 
связыванием некоторых нуклеотидов и аденозин-
фосфатов  [10, 31–33]. В МПК на бактериальную 
клетку приходится около 1,3×106 молекул ГС, что 
достаточно, чтобы покрыть поверхность клетки. 
Показано, что в концентрации, соответствующей 
MПК, протопласты B.subtilis связывали около 80% 
молекул ГС от количества молекул, связанных с 
интактными клетками, что указывает на то, что 
большая часть добавленного пептида связыва-
ется с внутренней мембраной бактерий, а не с 
клеточной стенкой [6]. При этом поглощение ГС 
во всех случаях увеличивает проницаемость кле-
ток и протопластов и ингибирует поглощение 
аминокислот или глюкозы. Ключевой мишенью 
действия ГС в этом случае может быть алармон 
ppGpp, который инициирует и регулирует обра-
зование биоплёнок [34, 35]. Эта особенность дей-
ствия ГС, по всей видимости, обеспечивает его 
способность эффективно ингибировать бактери-
альную стрессовую реакцию и препятствовать 
формированию биоплёнок. 

Крайне высокая протеолитическая стабиль-
ность, а также множественные механизмы бак-
терицидного действия, очевидно, лежат в основе 
отсутствия случаев регистрации у микроорганиз-

мов приобретённой резистентности в отношении 
ГС. В настоящее время в клинической практике 
практически отсутствуют указания на выявление 
резистентных к ГС штаммов патогенных микро-
организмов [9, 31, 36, 37]. 

Следует отметить, что полученные в лабора-
торных условиях в ходе целенаправленного экс-
перимента с применением искусственной индук-
ции штаммы S.aureus 209P со сниженной 
чувствительностью к ГС сохраняли чувствитель-
ность к другим антибактериальным препаратам, 
но обладали пониженной на 30% дыхательной 
активностью. У данных штаммов по сравнению 
с чувствительными штаммами была на 25–30% 
ниже активность эндогенных ДФИ-редуктаз и 
НАДФ-дегидрогеназ мембран. Скорость транс-
порта аминокислот в клетки со сниженной чув-
ствительностью к тестируемому веществу была 
значительно ниже скорости транспорта амино-
кислот в клетки чувствительного штамма. Это 
подтверждает точку зрения, что приобретение 
бактериями устойчивости к антимикробным 
пептидам требует больших затрат энергии или 
существенных изменений в липидном бислое, 
что делает развитие устойчивости неблагопри-
ятным для дальнейшего выживания и сохране-
ния высокой вирулентности [36, 38, 39]. 

Согласно данным, опубликованным за по-
следние 40 лет, показана высокая бактерицидная 
активность ГС в отношении грамотрицательных 
бактерий, включая Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter bau-
mannii и др., с МПК в диапазоне 4–64 мкг/мл. Бо-
лее активен ГС в отношении грамположительных 
микроорганизмов: B.subtilis, а также патогенные 
S.aureus, включая MRSA и другие резистентные 
штаммы, энтерококки (Enterococcus faecalis, En-
terococcus faecium), листерии и др.  [40–54]. МПК 
ГС в отношении S.aureus, начиная с 1981 г., ста-
бильно сохраняется на уровне, не превышающем 
8 мкг/мл. По данным S. Derbal и соавт. [47], ГС по-
давляет рост в отношении стрептококков (Strep-
tococcus pyogenes штамм 5448 и Streptococcus aga-
lactiae штамм COH1) в концентрации <10 мкг/мл. 
Данные о МПК/МБК ГС в отношении пневмокок-
ков в доступной литературе найти не удалось. 

В проведённом нами исследовании МПК ГС 
в отношении S.aureus не превышала 8 мкг/мл, в 
том числе у клинических изолятов, характери-
зующихся множественной резистентностью в 
отношении нескольких групп классических ан-
тимикробных препаратов для системного дей-
ствия (MRSA штаммы 74, 77, 85, 134, 135, 176, 299, 
402), что позволяет в очередной раз сделать вы-
вод об отсутствии устойчивости данного микро-
организма к ГС. 

Исследование показало, что различие между 
МБК и МПК ГС в отношении тестовых микроорга-
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низмов не превышало 8 раз, причём, в отношении 
4 из 11 исследованных штаммов S.pneumoniaе и в 
отношении 6 из 11 исследованных штаммов S.au-
reus для достижения полного бактерицидного 
эффекта не требовалось повышать МПК, а в от-
ношении 10 штаммов S.pneumoniaе и 9 штаммов 
S.aureus МБК не превышала МПК более, чем  
в 4 раза, что также отражает высокий противо-
микробный потенциал бактерицидного уровня ГС. 

В ходе многократного курсового воздействия 
ГС — 7 пассажей за 7 сут (в клинической практике 
лекарственные препараты, содержащие ГС, при-
меняются в течение 7 дней в разовой дозе 
1600–3200 мкг по 3–4 раза в сутки), было выявлено, 
что при ежедневном воздействии ГС на тестовые 
микроорганизмы в концентрациях, равных 
1,0  МПК, ряд штаммов S.pneumoniaе и S.aureus 
прекращал рост на плотных средах даже после 
1-го пассажа, для чего параллельно осуществ-
лялись эксперименты с концентрацией, равной 
0,5 МПК. Согласно полученным результатам, при 
многократном воздействии ГС на культуры тесто-
вых микроорганизмов, включая резистентный к 
оксациллину и эритромицину штамм пневмо-
кокка, а также MRSA и MSSA штаммы золотистого 
стафилококка, в концентрациях, равных МПК, а 
также в субподавляющих концентрациях 
(0,5 МПК) не было получено ни одного резистент-
ного штамма на всём протяжении эксперимента 
(на чашках Петри и в пробирках). Представленные 
результаты подтверждают опубликованные дан-
ные многочисленных исследований, что антимик-
робный пептид ГС, благодаря своему механизму 
действия, обладает выраженной бактерицидной 
активностью в отношении основных возбудите-
лей респираторных инфекций (S.pneumoniaе и 
S.aureus), в том числе, обладающих устойчивостью 
к широко применяемым системным антибиоти-
кам и противомикробным средствам. В условиях 
многократного ежедневного воздействия ГС не 
было выявлено признаков формирования рези-
стентности у тестовых микроорганизмов. 

Отдельно следует остановиться на результа-
тах оценки антимикробной активности ГС, полу-
ченных при изучении формирования устойчиво-
сти на жидких и плотных средах. Известно, что в 
планктонном состоянии в суспензионных культу-
рах клетки микроорганизма характеризуются на-
много большей площадью контакта с окружаю-
щей средой, в том числе, в отношении веществ с 
антимикробной активностью. В то же время, бак-
терии в колониях, выращенных на плотных сре-
дах, находятся в тесном контакте между собой, что 
существенно снижает суммарную площадь кон-
такта клеток с окружающей средой. По мере роста 
колонии отдельные клетки начинают дифферен-
цироваться по целому ряду характеристик. Так, 
бактерии, расположенные в разных зонах коло-

нии (центр и периферия), могут различаться по 
спектру экспрессируемых генов и по своей мета-
болической активности (явление фазовой дис-
социаций бактерий), при этом в некоторых зонах 
индуцируется формирование покоящихся форм 
микроорганизмов. С учётом этого часть бактери-
альных клеток в колонии может обладать суще-
ственно более высокой устойчивостью к веще-
ствам с антимикробной активностью  [55]. В 
проведённом исследовании МПК и МБК ГС в от-
ношении тестовых микроорганизмов не различа-
лись в экспериментах, проведённых на жидких и 
плотных средах. Это также позволяет подтвердить 
высокую степень бактерицидной активности ГС 
в отношении микроорганизмов, которым свой-
ственно быстрое созревание колоний и форми-
рование биоплёнок. Проведённое исследование 
позволяет также наметить направления для даль-
нейших исследований: в настоящем исследовании 
в качестве тестовых использовались только два 
микроорганизма, хотя и относящихся к группе ве-
дущих по значимости патогенов. Кроме того, дан-
ное исследование не позволило охватить вопросы 
воздействия ГС на биоплёнки. 

Выводы 
1. МПК грамицидина С в отношении штам-

мов S.pneumoniae находилась в диапазоне от 4 
до 16 мкг/мл, а в отношении штаммов 
S.aureus  была определена в диапазоне от 4 до  
8 мкг/мл и не различалась в отношении MSSA 
и MRSA штаммов. 

2. МБК грамицидина С находилась в диапа-
зонах 16–64 мкг/мл и 4–64 мкг/мл в отношении 
штаммов S.pneumoniaе и S.aureus, соответственно, 
и в подавляющем большинстве наблюдений не 
превышала МПК более, чем 4 раза, что характе-
ризует грамицидин С как вещество с выражен-
ным бактерицидным действием. 

3. В течение семидневного цикла пассажей 
микроорганизмов с подавляющими и субподав-
ляющими концентрациями грамицидина С ве-
личины МПК и МБК не изменялись по сравнению 
с исходным уровнем в течение всего исследования. 

4. Клинические изоляты микроорганизмов, 
обладающие множественной устойчивостью к 
широко применяемым в клинической практике 
системным антибиотикам и противомикробным 
средствам (группы бета-лактамов, макролидов, 
респираторных фторхинолонов, тетрациклинов, 
аминогликозидов и др.), также как и эталонные 
штаммы, не отличались по чувствительности к 
грамицидину С при однократном воздействии и 
не приобретали резистентность при многократ-
ном применении. 

5. Грамицидин С проявляет одинаково вы-
сокую антимикробную активность при много-



кратном воздействии на культуры штаммов 
S.pneumoniae и S.aureus, выращиваемые на жид-
ких и на плотных средах, что свидетельствует о 
способности грамицидина С оказывать бактери-
цидное действие на организованные колонии па-
тогенов, обладающих факторами повышенной 
устойчивости к действию классических систем-
ных антибактериальных средств. 

6. Таким образом, последовательный пере-
сев микроорганизмов на протяжении 7 дней в 
средах, содержащих грамицидин С, не приводит 
к изменению величин МПК и МБК по сравнению 
с исходными значениями на всём протяжении 
многократного воздействия, что свидетельствует 
об отсутствии признаков формирования устой-
чивости при рекомендованном в клинической 
практике применении. 
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