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Цель. Сравнить антибактериальную активность макроцидинов А и Z в отношении стафилококков, 
а также оценить их влияние на биопленки. 
Материалы и методы. Антибактериальную активность макроцидинов A и Z, продуцируемых 
Didymella baileyae VIZR 1.53, изучали методом серийных разведений в отношении 120 культур 
стафилококков, выделенных от пациентов ортопедического профиля. Влияние макроцидинов на 
биопленкообразование 60 клинических культур S. aureus оценивали по методу O'Toole путем со-
вместной инкубации активных веществ с бактериями и дальнейшего расчета показателей MBIC50/90. 
Оценку влияния на сформированные биопленки определяли после обработки сформированных 
стафилококковых биопленок различными концентрациями макроцидинов с расчетом MBEC50/90. 
Статистический анализ выполнен в GraphPad Prism 9.0. 
Результаты. Значения МПК50/90 макроцидина А в отношении S. aureus превышали 256 мг/л, МПК50/90 
макроцидина Z составили 256/256 мг/л. Установлено, что макроцидин Z был более активным в от-
ношении S. epidermidis, чем против S. aureus (МПК50/90 = 128/128). Сравнение восприимчивости 
метициллиночувствительных и метициллинорезистентных S. aureus и S. epidermidis не выявило раз-
личий в показателях МПК50/90 макроцидинов, что указывает на чувствительность к соединениям вне 
зависимости от их антибиотикопрофиля. Установлены выраженное ингибирующее действие тести-
руемых макроцидинов на биопленкоформирование S. aureus, более выраженное у макроцидина Z, 
а также различия действия макроцидинов на биопленки в зависимости от антибиотикочувствитель-
ности штаммов. Показано, что в тестируемых концентрациях (8–256 мг/л) макроцидины не оказы-
вали деструктивного влияния на сформированные суточные биопленки стафилококков, независимо 
от профиля их антибиотикочувствительности.
Выводы. Макроцидины А и Z значительно ингибировали рост стафилококков. Наличие способно-
сти подавлять биопленкообразование в низких концентрациях также представляет интерес, осо-
бенно для возможного применения макроцидинов в качестве антибактериальных и антиадгезив-
ных соединений.

Macrocidins A and Z: assessment of antibacterial and antibiofilm activity

Gordina E.M.1, Bozhkova S.A.1, Lukina E.G.2, Dalinova A.A.2, Berestetskiy A.O.2
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Objective. To compare antibacterial activity of macrocidins A and Z against staphylococci and their effect 
on staphylococcal biofilms.
Materials and methods. The antibacterial activity of macrocidins A and Z produced by Didymella 
baileyae VIZR 1.53 was studied by serial dilution method against 120 staphylococcal cultures isolated 
from orthopedic patients. The effect of macrocidins on biofilm formation of 60 S. aureus clinical cultures 
was assessed by O'Toole method by co-incubation of active substances with bacteria and subsequent 
MBIC50/90. The impact on the formed biofilms was assessed after treating the formed staphylococcal 
biofilms with different concentrations of macrocidins using MBEC50/90 calculation. Statistical analysis was 
performed in GraphPad Prism 9.0.
Results. The MIC50/90 macrocidin A against S. aureus – 256 mg/L, MIC50/90 of macrocidin Z – 
256/256 mg/L. Macrocidin Z was found to be more active against S. epidermidis than against S. aureus 
(MIC50/90 128/128 mg/L). Comparison of the susceptibility of methicillin-sensitive and methicillin-resistant 
S. aureus and S. epidermidis did not reveal any differences in the MIC50/90 of macrocidins, indicating 
sensitivity to the compounds regardless of their antibiotic susceptibility. A pronounced inhibitory effect of 
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macrocidins on biofilm formation by S. aureus was established, more pronounced for macrocidin Z, as 
well as differences in the effect of macrocidins on biofilms depending on the antibiotic susceptibility of the 
strains. It was shown that macrocidins in the tested concentrations (8–256 mg/l) did not have a destructive 
effect, regardless of their antibiotic sensitivity profile.
Conclusions. Macrocidins A and Z significantly inhibited the growth of S. aureus and S. epidermidis. The 
ability to suppress biofilm formation at low concentrations is also of interest, especially for the possible use 
of macrocidins as antibacterial and antiadhesive compounds.

Введение

Глобальная проблема устойчивости бактерий к анти-
биотикам остается крайне актуальной для обществен-
ного здравоохранения на фоне регистрации тенденции 
к росту распространенности устойчивости за последние 
несколько десятилетий [1]. Анбиотикорезистентность 
бактерий приводит к снижению эффективности антибак-
териальных препаратов или делает их полностью бес-
сильными против инфекций. Следовательно, когда-то 
легко поддающиеся лечению инфекционные заболева-
ния стали более серьезными, тяжело поддающимися ле-
чению, что приводит к длительным госпитализациям, 
повышенным расходам на здравоохранение и росту по-
казателей смертности [1]. 

Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ), а 
также другие организации развивают многочисленные 
направления борьбы с резистентностью возбудителей 
инфекционных заболеваний к антибиотикам и работают 
над повышением осведомленности о резистентно-
сти, контролируют оправданное использование анти-
биотиков, выступают за инновационные исследования 
и разработку новых антибактериальных препаратов. 
Совместные усилия специалистов различных областей, 
в том числе здравоохранения и науки, остаются клю-
чевыми для снижения влияния устойчивости бактерий к 
антибиотикам на глобальное здравоохранение, поэтому 
поиск альтернативных антибиотикам активных соедине-
ний с антибактериальными свойствами является одной 
из приоритетных задач. 

Одними из самых распространенных возбудителей 
инфекционных заболеваний являются стафилококки, 
которые в дополнение к хорошо известным генетиче-
ским механизмам, обеспечивающим устойчивость к ан-
тибактериальным препаратам, способны образовывать 
биопленки [2, 3]. Формирование биопленок использу-
ется стафилококками в качестве обеспечения длитель-
ной персистенции и позволяет существовать микроб-
ному очагу с последующим распространением в новые 
локусы заражения [4]. 

Известно, что представители царства Fungi играют 
ключевую роль в производстве противомикробных пре-
паратов, и лучшим примером является открытие пени-
циллина Александром Флемингом в 1929 г. из Penicillium 
notatum и Penicillium chrysogenum. В настоящее время 
известны ряд метаболитов, продуцируемых представи-

телями грибов, характеризующихся антимикробной и 
антибиопленочной активностью. Так, офиоболин К, про-
дуцируемый морским штаммом Emericella variecolor, спо-
собен подавлять образование биопленок Mycobacterium 
smegmatis и Mycobacterium bovis (МПК < 10 мкМ), а 
также снижать толерантность M.  smegmatis к изониа-
зиду [5]. Сферопсидин А (основной фитотоксин возбу-
дителя рака кипариса Diplodia cupressi) проявляет анти-
бактериальную и антибиопленочную активности против 
Staphylococcus aureus и Pseudomonas aeruginosa (МПК 
12,5 мг/л) [6]. В ряде работ установлено, что фитоток-
сичные тетрамовые кислоты макроцидины A и Z, выде-
ленные от возбудителя обесцвечивания побегов бодяка 
полевого, проявляют антимикробную активность против 
различных видов бактерий и их биопленок [7, 8]. 

В процессе исследования грибных патогенов бодяка 
полевого нами описан новый вид Didymella baileyae – 
продуцент макроцидинов, регистрируемый в различных 
регионах Российской Федерации [9]. В рамках работы 
по характеристике биологической активности макроци-
динов мы подтвердили наличие антимикробной активно-
сти макроцидинов A и Z против Bacillus subtilis и стафи-
лококков.

Цель исследования – сравнительная оценка антибак-
териальной активности макроцидинов А и Z в отноше-
нии стафилококков, а также влияние на их биопленки. 

Материалы и методы

Для получения макроцидинов A и Z гриб Didymella 
baileyae VIZR 1.53 культивировали на картофельно-глю-
козном бульоне в стационарных условиях в темноте в 
течение трех недель. По окончанию культивирования 
отделяли биомассу гриба от культуральной жидкости 
фильтрованием через несколько слоев марли. Затем 
культуральный фильтрат экстрагировали этилацетатом, 
макроцидины A и Z очищали из полученного органиче-
ского экстракта при помощи методов колоночной хро-
матографии как описано нами ранее [9].

В исследование антибактериальной активности ма-
кроцидинов включены 60 изолятов S. aureus и 60 – 
S.  epidermidis, из них по 30 штаммов отнесены к ме-
тициллиночувствительным (MSSA, MSSE) и по 30 – к 
метициллинорезистентным (MRSA, MRSE). Штаммы вы-
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делены при микробиологическом исследовании биома-
териала пациентов Центра. Видовую идентификацию 
выполняли методом MALDI-TOF масс-спектрометрии 
с использованием системы FlexControl и программ-
ного обеспечения MBT Compass 4.1, Score ≥ 2,0. Анти
биотикочувствительность стафилококков изучали в со-
ответствии с требованиями EUCAST (2024, v. 14.0), в 
том числе к цефокситину [10]. Минимальные подавля-
ющие концентрации (МПК) макроцидина А и макроци-
дина Z изучали путем последовательных разведений в 
бульоне Мюллера-Хинтон (МХБ) с диапазоном концен-
траций от 4 до 256 мг/л. 

Наличие у образцов антибактериального действия в 
отношении эталонных штаммов S.  aureus ATCC 29213 
(MSSA) и ATCC 43300 (MRSA) оценивали путем постро-
ения кинетических кривых роста. Для этого 150 мкл пи-
тательной среды МХБ вносили в 4 лунки 96-луночного 
планшета, добавляли 50 мкл взвеси S. aureus (0,5 по 
шкале МакФарланда) и 40 мкл тестируемого образца, 
растворенного в диметилсульфоксиде (ДМСО), в пита-
тельной среде в определенной концентрации (диапа-
зон 4–256 мг/л). В контрольные лунки вместо образцов 
добавляли 40 мкл МХБ. Планшеты инкубировали при 
37°С 18 ч. в спектрофотометре SPECTROstar NANO. 
Исследование состояло из 22 циклов по 3000 сек., 
OD600. Анализ полученных диаграмм проводили в про-
грамме SPECTROstar NANO MARS.

Влияние макроцидинов на биопленкообразование 
60 клинических культур и эталонных штаммов S. aureus 
АТСС 29213 и S. aureus АТСС 43300 оценивали по ме-
тоду O'Toole. В 4 лунки 96-луночного планшета вносили 
по 180 мкл стерильного бульона LB с 1% глюкозы, со-
держащего определенную концентрацию макроцидина 
А или Z (8–256 мг/л), затем добавляли 20 мкл куль-
туры стафилококков (0,5 по шкале МакФарланда). 
Положительный контроль – 180 мкл питательной среды 
и 20 мкл культуры стафилококков, отрицательный кон-
троль – 200 мкл питательной среды. Планшеты ин-
кубировали в течение 24 ч. при температуре 37°С. 
Через сутки планшет дважды промывали и окрашивали 
20 мин. 0,1% раствором красителя (генцианвиолета) с 
последующей спиртовой экстракцией. Биомассу сфор-
мированных пленок оценивали по оптической плотности 
(ОП) полученных экстрактов при 570 нм на спектрофо-
тометре SPECTROstar NANO. Концентрацией предот-
вращения образования биопленки (biofilm prevention 
concentration – BPC) считали наименьшую концентрацию 
макроцидинов, при которой ОП экстрактов красителя 
опытных лунок не имела статистически значимой раз-
ницы с ОП лунок отрицательного контроля.

Для определения минимальной концентрации эра-
дикации биопленки (minimum biofilm eradication concen
tration – MBEC) макроцидинов биопленки S. aureus фор-
мировали в полистироловых 96-луночных плоскодонных 
планшетах. Вносили 180 мкл стерильного бульона LB с 
1% глюкозы и 20 мкл взвеси суточной культуры (0,5 по 
шкале МакФарланда). Через 24 ч. среду сливали, лунки 
промывали. После высушивания лунки с биопленками 

обрабатывали макроцидином А или Z (8–256 мг/л) и 
оставляли на 24 ч. Через сутки планшет дважды промы-
вали и окрашивали. Биомассу сформированных пленок 
оценивали по ОП полученных экстрактов при 570 нм 
на спектрофотометре SPECTROstar NANO. За значение 
MBEC принимали наименьшую концентрацию, при кото-
рой ОП экстрактов красителя опытных лунок не имела 
статистической значимой разницы с ОП лунок отрица-
тельного контроля.

Для всех показателей рассчитывали минимальные 
концентрации, ингибирующие 50% и 90% бактериаль-
ных штаммов или их биопленок. 

Статистический анализ полученных данных выпол-
нен в программе GraphPad Prism 9.0. Данные представ-
лены в виде средних значений со стандартными отклоне-
ниями. Результаты оценивали методом одностороннего 
дисперсионного анализа ANOVA. Значения p < 0,05 
считали статистически значимыми. 

Результаты

Макроцидины A и Z (Рисунок 1) были очищены из 
культурального фильтрата Didymella baileyae VIZR 
1.53 с выходами 22 и 14 мг/л среды соответственно. 
Идентификация и высокая степень чистоты (> 98%) выде-
ленных соединений подтверждена методами высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии с масс-спектро-
метрией (ВЭЖХ-МС) и протонного ядерного магнитного 
резонанса (1Н ЯМР).

Динамическое исследование роста эталонных куль-
тур метициллиночувствительного S. aureus ATCC 29213 
(MSSA) и метициллинорезистентного ATCC 43300 
(MRSA) в присутствии макроцидина A выявило инги-
бирующий эффект тестового соединения в сравнении 
с контролем, наиболее выраженный в концентрации 
256 мг/л (Рисунок 2). Следует отметить, что замедление 
нарастания биомассы стафилококков регистрировали и 
при более низких концентрациях макроцидина А.

Аналогичная закономерность выявлена при изу-
чении динамики роста S. aureus в присутствии макро-
цидина Z (Рисунок 2). Концентрация соединения Z 
256 мг/л полностью подавляла рост эталонных штам-
мов стафилококков.

Рисунок 1.	Структура тестируемых природных соединений
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В дальнейшем были определены МПК макроцидинов 
в отношении 120 клинических штаммов стафилококков 
(Таблица 1).

Значения МПК50/90 макроцидина А в отношении 
S.  aureus были выше тестовых концентраций и превы-
шали 256 мг/л. Для макроцидина Z значения МПК50/90 
составили 256/256 мг/л. Таким образом, показано, что 
макроцидин Z характеризуется более выраженными ан-
тибактериальными свойствами в отношении S.  aureus, 
чем макроцидин А.

В отношении штаммов S. epidermidis макроцидин А 
демонстрировал эффективность 50%, однако МПК90 
была выше тестовых концентраций для данного сое-
динения. Отмечено, что макроцидин Z был более ак-
тивен в отношении культур S.  epidermidis, чем против 
S. aureus, и значения МПК50/90 составили 128/128 мг/л.

Сравнительный анализ восприимчивости метицил-
линочувствительных и метициллинорезистентных штам-
мов S.  aureus (MSSA n = 30 и MRSA n = 30) не выя-
вил различий в показателях МПК50/90 макроцидинов, что 
указывает на чувствительность S. aureus к тестируемым 
соединениям вне зависимости от их антибиотикочув-
ствительности. Аналогичные данные получены при срав-
нении чувствительности к макроцидинам А и Z штаммов 
MSSЕ (n = 30) и MRSЕ (n = 30).

Установлено выраженное ингибирующее действие 
тестируемых макроцидинов на биопленкоформиро-
вание S.  aureus, более выраженное у макроцидина Z 
(Рисунок 3). 

Рисунок 2.	Динамика роста S. aureus ATCC 29213 (MSSA) и S. aureus ATCC 43300 (MRSA) в присутствии различных концентраций 
макроцидинов

Таблица 1.	Показатели МПК тестируемых макроцидинов 
в отношении стафилококков, мг/л 

Вид
МПК50/90

Макроцидин A Макроцидин Z

S. aureus (n = 60) > 256/> 256 256/256

S. epidermidis (n = 60) 256/> 256 128/128

Рисунок 3.	Ингибирование биопленкообразования эталонных штаммов стафилококков 
* p < 0,05
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Макроцидин Z даже в минимальных тестируемых 
концентрациях (8 мг/л) статистически значимо ингиби-
ровал нарастание биомассы биопленки метициллиночув-
ствительного штамма S.  aureus в сравнении с контро-
лем. В отношении MRSA регистрировали активность в 
концентрациях выше 16 мг/л. В свою очередь макроци-
дин А демонстрировал эффективное действие в концен-
трациях от 32 мг/л в отношении биопленкообразования 
MSSA и от 128 мг/л против MRSA. Таким образом, уста-
новлены различия и в действии макроцидинов на био-
пленки стафилококков в зависимости от антибиотико-
чувствительности штамма. 

В отношении биопленкообразования клинических 
изолятов S. aureus макроцидин Z также был более ак-
тивен, чем макроцидин A (Таблица 2). Установлено, что 
показатель предупреждения образования биопленки со-
ставил 64 мг/л для 90% штаммов, в то время как для 
макроцидина А данный показатель был в 2 раза выше. 

Кроме того, определены различия в чувствительно-
сти к макроцидинам у штаммов MSSA и MRSA. Так, у 
метициллиночувствительных штаммов биопленкообра-
зование снижалось при концентрациях тестируемых 
соединений в 2–8 раз ниже, чем у метициллинорези-
стентных. 

Установлено, что в тестируемых концентрациях 
(8–256 мг/л) макроцидины не оказывали деструктив-
ного влияния на сформированные суточные биопленки 
клинических штаммов стафилококков, независимо от 
профиля их антибиотикочувствительности (Таблица 2). 
Однако отмечено, что макроцидин А в концентрации 
128 мг/л и выше вызывал разрушение матрикса сфор-

мированной пленки эталонным штаммом MRSA, что при-
водило к снижению ее биомассы относительно контроля 
(Рисунок 4). 

Обсуждение

Несмотря на ограниченное количество научных ра-
бот, описывающих биологическую активность макро-
цидинов и их аналогов, в ряде исследований проде-
монстрированы антибактериальные свойства данных 
соединений в отношении грамположительных и гра-
мотрицательных бактерий. Matio Kemkuignou B. и со-
авт. синтезировали производные макроцидинов A и Z 
и показали, что они в различной степени обладают ан-
тимикробной активностью против S.  aureus SH1000, 
Acinetobacter baumannii и Escherichia coli, а некоторые и 
деструктивным действием на биопленки S. aureus в диа-
пазоне концентраций 8–62 мг/л [7]. В работе Treiber L. 
и соавт. показано, что макроцидины и их структурные 
аналоги макрооксазолы оказывали антибактериаль-
ное действие против эталонного штамма S. aureus DSM 
1104, а также против других бактерий, в том числе гра-
мотрицательных. В этом же исследовании показано, что 
макроцидины A и Z проявляли антибиопленочные свой-
ства – ингибировали биопленкообразование и снижали 
биомассу сформированной биопленки S.  aureus DSM 
1104 в концентрациях 15–250 мг/л [8].

Нами установлено, что макроцидин Z превосходит 
макроцидин А по антистафилококковой активности. 
Также мы продемонстрировали, что штаммы коагулазо-
негативных стафилококков являются более чувствитель-

Таблица 2.	Показатели влияния тестируемых макроцидинов в отношении биопленок S. aureus, мг/л

Показатель
Макроцидин A Макроцидин Z

MSSA (n = 30) MRSA (n = 30) MSSA (n = 30) MRSA (n = 30)

BPC 50/90 32/128 256/256 16/64 64/128

MBEC 50/90 > 256/> 256 > 256/> 256 > 256/> 256 > 256/> 256

BPC – концентрация предотвращения образования биопленки (biofilm prevention concentration); MBEC – минимальная концентрация эради-
кации биопленки (minimum biofilm eradication concentration).

Рисунок 4.	Снижение биомассы биопленок эталонных штаммов стафилококков 
* p < 0,05
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ными к исследуемым веществам, чем изоляты S. aureus. 
Такие различия в чувствительности, по-видимому, свя-
заны с принципиальными различиями в строении кле-
точной стенки данных видов [11], компоненты которой 
могут играть ключевую роль во взаимодействии макро-
цидинов и бактерий. Кроме того, установлено, что вос-
приимчивость к макроцидинам не зависит от антибиоти-
копрофиля клинических штаммов. 

Особый интерес представляет собой наличие ин-
гибирующего эффекта макроцидинов на процесс био-
пленкообразования S.  aureus. В предыдущих работах 
механизм действия этих природных тетрамовых кислот 
на формирование бактериальных биопленок не изу-
чался. Однако в рамках исследования механизмов дей-
ствия макроцидинов на растения Hubbard M. и соавт. 
показали, что в растворах макроцидины способны свя-
зывать железо и магний, что может объяснять их вли-
яние на процесс фотосинтеза [12]. Известно, что ионы 
железа играют важную роль в процессе формирования 
бактериальных биопленок [13, 14] и многие природ-
ные и синтетические сидерофоры проявляют антибио-
пленочную активность за счет снижения концентрации 
этих элементов в среде. Данный механизм показан для 
майпомицина А, выделенного из культур актиномице-
тов, в отношении биопленок грамотрицательных бак-
терий [15] и десферриоксамина E в отношении био-
пленок Mycobacterium spp. [16]. В выполненном нами 
исследовании особый интерес представляет собой на-
личие ингибирующего эффекта на процесс биопленко-
образования S. aureus, при отсутствии установленных 
МПК макроцидина А, что может быть связано с хела-
тированием железа макроцидинами, а также с наруше-
нием процесса бактериальной адгезии за счет возмож-

ного взаимодействия макроцидина А с адгезивными 
комплексами на поверхности бактериальной клетки и 
биопленкоассоциированными белками, включая сор-
тазу А. 

В то же время установлено, что полученные нами 
макроцидины не оказывали деструктивного действия 
на зрелые суточные биопленки, сформированные кли-
ническими культурами S. aureus. Однако следует отме-
тить, что макроцидин А был активен в отношении сфор-
мированных биопленок эталонного штамма MRSA ATCC 
43300 в концентрациях от 128 мг/л. 

Многие из метаболитов грибов, для которых пока-
зана антибактериальная и антибиопленочная активно-
сти, являются микотоксинами (например, эквисетин, 
зеараленон, диметил-глиотоксин и др.), поэтому разра-
ботка новых антимикробных препаратов на их основе 
маловероятна [17]. В отличие от них, как показано ра-
нее нами [7–9], макроцидины практически не прояв-
ляют токсичности в отношении насекомых, простейших 
и культур клеток человека, поэтому могут рассматри-
ваться как перспективные базовые структуры для соз-
дания новых антимикробных агентов.

Таким образом, макроцидины А и Z являются пер-
спективными соединениями для дальнейшего изучения 
спектра и выраженности их антибактериальной актив-
ности. По результатам выполненных экспериментов по-
казано, что макроцидины А и Z значительно влияли на 
рост стафилококков, оказывая ингибирующее действие. 
Наличие возможности подавлять биопленкообразова-
ние в низких концентрациях также представляет инте-
рес, особенно перспектива применения макроцидинов 
в качестве антибактериальных и антиадгезивных соеди-
нений.
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