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Цель. Изучить антимикробное действие внеклеточных метаболитов производственного пробиоти-
ческого штамма Lactiplantibacillus plantarum 8Р-A3 на антибиотикорезистентные штаммы Klebsiella 
pneumoniae и Acinetobacter baumannii, выделенные из инфицированных ран.
Материалы и методы. Бактериологические методы исследования: полуколичественный сектор-
ный метод для выделения условно-патогенных микроорганизмов из инфицированной раны, ме-
тод определения антимикробной активности метаболитов в жидкой среде. Идентификацию бакте-
рий осуществляли с помощью MALDI-TOF масс-спектрометра Autoflex (Bruker Daltonics, Германия). 
Определение чувствительности к антимикробным препаратам проводилось с использованием 
тест-систем SensiLaTest (Erba Lachema, Чехия), бактериологического анализатора Vitek 2 и дис-
ко-диффузионного метода. Распространенность генов резистентности определяли с помощью на-
боров реагентов «БакРезиста GLA» методом ПЦР в режиме реального времени. Для получения 
супернатанта L. plantarum 8Р-A3 клетки осаждали центрифугированием, а затем фильтровали с 
использованием мембраны (Merck Millipore, Германия). Метаболомное профилирование супер-
натанта проводили методом ВЭЖХ/МС на масс-спектрометре LCMS-8050 (Shimadzu, Япония). 
Полногеномное секвенирование проводили на платформе MiSeq (Illumina Inc., США), обработку 
данных – с помощью программ Trimmomatic, Spades, Prokka, RAST и Bagel 4.
Результаты. Установлено, что все штаммы A. baumannii и K. pneumoniae являются полирезистент-
ными и содержат в геноме бета-лактамазы и карбапенемазы. Метаболомное профилирование су-
пернатанта штамма L. plantarum 8Р-A3 показало, что он содержит значительное количество мо-
лочной, валериановой, изовалериановой, янтарной и уксусной кислот. В ходе анализа генома 
L. plantarum 8Р-A3 были обнаружены ключевые ферменты синтеза молочной и уксусной кислот, пе-
рекиси водорода, лизоцима и плантарицинов А, EF и NC8. В результате эксперимента доказано, 
что супернатант полностью ингибирует рост госпитальных штаммов A. baumannii и K. pneumoniae.
Выводы. Метаболомное профилирование супернатанта штамма L. plantarum 8Р-A3 доказало нали-
чие в нем высоких концентраций органических кислот. С помощью полногеномного секвенирова-
ния была определена способность L. plantarum 8Р-A3 к синтезу внеклеточных метаболитов, облада-
ющих антимикробной активностью. Наличие всех указанных метаболитов определило выраженное 
антимикробное действие супернатанта на полирезистентные госпитальные штаммы K. pneumoniae 
и A. baumannii и показало возможность его использования в качестве дополнительного метода ле-
чения инфицированных ран.

A study of antimicrobial effect of Lactiplantibacillus plantarum  
8P-A3 supernatant on nosocomial isolates of Klebsiella pneumoniae 
and Acinetobacter baumannii

Belova I.V.1,2, Shirokova I.Yu.1, Tochilina A.G.1,2, Kovalishena O.V.1, Belyanina N.A.1, Tulupov A.A.1, 
Molodtsova S.B.2, Seliverstov A.N.1, Kropotov V.S.2, Solovyova I.V.2

1	 Privolzhsky Research Medical University, Nizhny Novgorod, Russia
2	 Academician I.N. Blokhina Nizhny Novgorod Scientific Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Nizhny Novgorod, Russia

Objective. To study antimicrobial effect of extracellular metabolites of probiotic L. plantarum 8P-A3 strain 
on antibiotic-resistant Klebsiella pneumoniae and Acinetobacter baumannii isolated from infected wounds.
Materials and methods. Bacteriological methods: semiquantitative sector method for extracting 
opportunistic microorganisms from an infected wound; a method for the identification of the antimicrobial 
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activity of metabolites in a liquid milieu; The identification of bacteria was implemented with the help 
of the MALDI-TOF Autoflex mass spectrometer (Bruker Daltonics, Germany). Antimicrobial susceptibility 
testing was performed using SensiLaTest test systems (Erba Lachema, Czech Republic), analyzer Vitek 2 
and disk-diffusion method. The prevalence of resistance genes was determined using BakResista GLA 
reagent kits by real-time PCR. In order to obtain L. plantarum 8P-A3 supernatant, cells were precipitated 
by centrifugation and then filtered using a membrane (Merck Millipore, Germany). Metabolomic profiling 
of the supernatant was implemented by HPLC/MS on mass spectrometer LCMS-8050 (Shimadzu, Japan). 
Whole-genome sequencing was performed on MiSeq platform (Illumina Inc., USA), and data processing 
was conducted using Trimmomatic, Spades, Prokka, RAST and Bagel 4 software tools.
Results. All strains of A. baumannii and K. pneumoniae are multidrug-resistant and contain a range of 
beta-lactamases and carbapenemase in their genome. The results of metabolomic profiling showed that 
L. plantarum 8P-A3 supernatant contains a significant amount of lactic, valeric, isovaleric, succinic and 
acetic acids. Analysis of L. plantarum 8P-A3 genome found key enzymes for synthesis of lactic and acetic 
acids, hydrogen peroxide, lysozyme and plantaricins A, EF and NC8. This experiment proved that the 
supernatant completely inhibits the growth of nosocomial isolates of A. baumannii and K. pneumoniae.
Conclusions. Using whole-genome sequencing, the ability of L. plantarum 8P-A3 strain to synthesize 
extracellular metabolites with antimicrobial activity was determined. Metabolomic profiling of its 
supernatant proved the presence of high concentrations of organic acids in it. The presence of all these 
metabolites determined significant antimicrobial effect of the supernatant on multidrug-resistant nosocomial 
K. pneumoniae and A. baumannii isolates and showed potential for use as an adjunctive treatment of 
infected wounds.

Key words: wound infection, 
Lactiplantibacillus plantarum 8P-A3, 
bacteriocins, antimicrobial resistance, 
K. pneumoniae, A. baumannii.
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Введение

Антибиотикорезистентность микроорганизмов отно-
сится к числу важнейших проблем современной меди-
цины. В условиях стационара происходит селекция ре-
зистентных штаммов с последующим формированием 
госпитального клона, определяющего развитие ин-
фекций, связанных с оказанием медицинской помощи 
(ИСМП), в отделениях различного профиля. К веду-
щим возбудителям ИСМП относятся представители 
группы ESKAPE, в том числе продуцирующие карбапе-
немазы и бета-лактамазы расширенного спектра (БЛРС) 
[1]. У больных с ожоговой травмой штаммы Klebsiella 
pneumoniae и Acinetobacter baumannii чаще других пато-
генов этой группы инфицируют хронические, длительно 
существующие раневые поверхности, осложняя тече-
ние основного заболевания, что обуславливается, с од-
ной стороны, вирулентными свойствами госпитальных 
штаммов, как правило, обладающих множественной ан-
тибиотикорезистентностью, а с другой, ослабленным им-
мунным статусом пациентов, связанным с изменениями 
жизненно важных функций организма и полиорганной 
недостаточностью [2, 3]. В соответствии с вышеизложен-
ным, не вызывает сомнения актуальность разработки но-
вых дополнительных методов терапии, в том числе с ис-
пользованием бактериальных культур пробиотических 
штаммов лактобацилл, применение которых приводит к 
подавлению роста патогенов и стимулирует репаратив-
ную регенерацию ожоговых ран [4–7]. Однако ввиду 
глубокой иммуносупрессии у большинства ожоговых 
больных предпочтительнее и безопаснее использовать 
бесклеточные супернатанты штаммов лактобацилл, со-
держащие только их внеклеточные метаболиты [8].

Активность супернатантов лактобацилл связана с тем, 
что они способны продуцировать широкий спектр мета-
болитов, обладающих антимикробной активностью – вы-
сокоактивный L(+) изомер молочной кислоты, уксусную, 

янтарную, пропионовую и масляную кислоты, а также 
перекись водорода и бактериоцины [9, 10]. Поскольку 
спектр вырабатываемых органических кислот является 
не видовым, а штаммоспецифичным признаком, необ-
ходимо изучать их состав у каждого отдельно взятого 
штамма. В литературе описана антимикробная актив-
ность бесклеточных супернатантов отдельных штаммов 
Lactiplantibacillus plantarum – L. plantarum 299v, L. planta­
rum ATCC 8014, L. plantarum ATCC 10241, L. plantarum 
VMB против патогенных и условно-патогенных микроор-
ганизмов в условиях in vitro и в экспериментах на модели 
ожоговых ран у животных [4, 5, 10–16].

Актуальность исследования антимикробного дей-
ствия внеклеточных метаболитов производственного 
штамма Lactiplantibacillus plantarum 8Р-A3 на циркули-
рующие в лечебно-профилактических учреждениях ре-
гиона штаммы K. pneumoniae и A. baumannii с множе-
ственной антибиотикорезистентностью обусловлена 
высокой частотой обнаружения этих условно-патоген-
ных микроорганизмов (УПМ) у больных с ожогами, что 
требует дополнительных подходов к лечению инфициро-
ванных ожоговых ран.

Цель исследования – изучение антимикробного дей-
ствия внеклеточных метаболитов производственного 
пробиотического штамма L. plantarum 8Р-A3 на анти-
биотикорезистентные штаммы K. pneumoniae и A. bau­
mannii, выделенные из инфицированных ран.

Материалы и методы

Для выделения бактерий, инфицирующих ожоговую 
рану, поверхность кожи вокруг раны обрабатывали ан-
тисептиком, затем стерильной салфеткой удаляли де-
трит, некротические массы, гной, далее материал 
забирали бактериологическим тампоном путем прока-
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тывания стерильного тампона от центра к периферии 
по всей поверхности раны [17]. Затем тампон помещали 
в транспортную среду Эймса (Оболенск, Россия) и до-
ставляли в бактериологическую лабораторию, где про-
водили посев полуколичественным секторным методом 
[18]. Идентификацию микроорганизмов осуществляли с 
помощью MALDI-TOF масс-спектрометра Autoflex speed 
LRF и программно-аппаратного комплекса BioTyper 
(Bruker Daltonics, Германия), пробоподготовку культур 
исследуемых микроорганизмов выполняли согласно 
стандартному операционному протоколу [19]. О досто-
верности идентификации судили по значению коэффици-
ента совпадения (Score): 2,000 – 3,000 – идентифика-
ция до вида, 1,999 – 1,700 – идентификация до рода, 
1,699 – 0 – идентификация не прошла, и значению кате-
горий: А – достоверная идентификация до вида, В – до-
стоверная идентификация до рода, С – недостоверный 
результат. В дальнейшую работу брали культуры со зна-
чениями Score ≥2,30. Всего в работе было использовано 
10 штаммов K. pneumoniae и 10 штаммов A. baumannii, 
выделенных из отделяемого ожоговых ран пациентов, 
находящихся на лечении в стационаре.

Чувствительность изолятов к антибиотикам изучали с 
помощью наборов SensiLaTest (Г- I, Г- II) (Erba Lachema, 
Чехия), микропланшетного фотометра Multiskan FC 
(Thermo Fisher Scientific, США) и программы «Микроб-2», 
чувствительность к отдельным антибиотикам определяли 
на анализаторе Vitek 2 (bioMerieux, Франция). Категории 
чувствительности изолятов к антимикробным препара-
там определяли на основании пограничных значений 
минимальных подавляющих концентраций (МПК), уста-
новленных Европейским комитетом по определению чув-
ствительности к антимикробным препаратам (EUCAST), 
v.13.0 [20]. Чувствительность штаммов K.  pneumoniae 
к цефтазидиму/авибактаму изучали диско-диффузион-
ным методом с использованием дисков Цефтазидим + 
Авибактам 10/4 мкг (Mast group, Великобритания) и 
агара Мюллера-Хинтон II (Оболенск, Россия).

Детекцию генов антибиотикорезистентности у УПМ 
проводили с использованием набора реагентов для 
выявления генов резистентности к гликопептидным 
и бета-лактамным антибиотикам у бактерий методом 
ПЦР в режиме реального времени «БакРезиста GLA» 
(«ДНК-технология», Россия).

В качестве продуцента метаболитов выбран производ-
ственный пробиотический штамм L. plantarum 8Р-A3, кол-
лекционный номер во Всероссийской коллекции промыш-
ленных микроорганизмов (ВКПМ) НИЦ «Курчатовский 
институт» В-11007, используемый в РФ для производ-
ства лекарственного средства «Лактобактерин» [21]. 
Подготовку лиофилизированного штамма к культивиро-
ванию и наращивание биомассы проводили по ранее 
описанному способу [22] на жидкой питательной среде 
МРС авторская (pH 6,4) (НИЦФ, Россия).

Для получения бесклеточного супернатанта, содер-
жащего бактериальные метаболиты штамма L. plantarum 
8Р-A3, биомассу III генерации культуры осаждали цен-
трифугированием при 3000 об./мин. в течение 20 мин., 

полученные супернатанты фильтровали через мембрану 
с диаметром пор 0,22 мкм (Merck Millipore, Германия) 
[13, 15]. В дальнейших исследованиях использовались 
три серии супернатантов, приготовленных вышеописан-
ным способом. 

Метаболомное профилирование супернатанта прово-
дили методом высокоэффективной жидкостной хромато-
графии/масс-спектрометрии (ВЭЖХ/МС) на жидкостном 
тройном квадрупольном масс-спектрометре LCMS-8050 
(Shimadzu, Япония) c ионизацией электрораспылением. 
Для этого использовали программное обеспечение 
Shimadzu LabSolutions v.5.97 SP1 с пакетами аналитиче-
ских методик для короткоцепочечных жирных кислот и 
первичных метаболитов (v.2.0) и аналитическую колонку 
Shimadzu Mastro C18 (внутренний диаметр 2,0 мм, длина 
150 мм, размер зерна 3 мкм). Каждую серию свежепри-
готовленного супернатанта исследовали отдельно, затем 
вычисляли среднее значение для каждого метаболита. 
Полученные данные статистически обрабатывали с ис-
пользованием программы Statistica 10.0 (StatSoft, США), 
результаты представляли в виде М ± σ, где М – среднее 
арифметическое, σ – стандартное отклонение.

В работу по полногеномному секвенированию была 
отобрана культура штамма L. plantarum 8P-A3 с харак-
терной для него биохимической активностью, с изучен-
ным профилем рибосомальных белков, имеющая макси-
мально высокий Score – 2,39. Для выделения геномной 
ДНК штамма L. plantarum 8Р-A3 использовали коммерче-
ский набор QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Германия) 
и набор TrueSeq (Illumina Inc., США), секвенирование 
выполняли на платформе MiSeq (Illumina Inc., США), 
сборку и аннотацию генома осуществляли с помощью 
утилиты Trimmomatic со стандартными параметрами для 
Illumina и программ Spades и Prokka v.1.11 [23]. Поиск 
генов ключевых ферментов, ответственных за синтез 
метаболитов и бактериоцинов, проводили с использо-
ванием геномного сервера RAST (http://rast.nmpdr.org) 
и программы Bagel 4.0 [24].

При постановке опыта по влиянию бесклеточного су-
пернатанта L. plantarum 8Р-A3 на изоляты K. pneumoniae 
и A. baumannii для каждого штамма готовили две про-
бирки, в одной из которых находилось 4,5 мл питатель-
ного бульона для культивирования микроорганизмов 
(ГРМ-бульон) с pH 7,4 (Оболенск, Россия) (контроль), а 
в другой – 2,0 мл этой же среды и 2,5 мл супернатанта 
L. plantarum 8Р-A3 с pH 5,1 (опыт), окончательное значе-
ние pH питательной среды (ГРМ-бульон + супернатант) 
в опыте было равно 6,0. Кислотность питательных сред 
и супернатанта измеряли с использованием лаборатор-
ного pH-метра pH 211 (Hanna Instruments, Германия).

Затем в каждую пробирку вносили 0,5 мл инокулята в 
концентрации 3 × 108 КОЕ/мл по шкале МакФарланда, 
далее инкубировали в течение 22 ч. при 37 ± 1°С. Затем 
из каждой пробирки готовили ряд серийных разведений 
от 10-1 до 10-12 на стерильном физиологическом рас-
творе рН 7,0–7,2, из каждого разведения производили 
высевы по 0,1 мл на питательный агар для культивиро-
вания микроорганизмов (ГРМ-агар) (Оболенск, Россия), 

http://rast.nmpdr.org
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инкубировали в течение 24 ч. при 37 ± 1°С. После инку-
бации осуществляли учет результатов. Опыт проводили 
с каждой из трех серий супернатанта в трех повторно-
стях для каждого патогенного штамма. Всего проведено 
180 экспериментов.

Результаты

Штаммы, выделенные из отделяемого ожоговых ран, 
были идентифицированы как A. baumannii и K.  pneu­
moniae. В результате изучения фенотипической чувстви-
тельности к антимикробным препаратам установлено, 
что все штаммы были полирезистентными. Штаммы 
A.  baumannii были устойчивы к карбапенемам, фтор-
хинолонам, аминогликозидам и триметоприму/сульфа-
метоксазолу (Таблица 1). Штаммы K. pneumoniae были 
устойчивы к пенициллинам, цефалоспоринам, карба-
пенемам (за исключением имипенема), монобактамам, 
фторхинолонам, аминогликозидам, триметоприму/суль-
фаметоксазолу, часть штаммов была устойчива к цефта-
зидиму/авибактаму (Таблица 2).

В результате изучения генов антибиотикорезистент-
ности у штаммов A. baumannii были обнаружены де-
терминанты карбапенемаз молекулярного класса D – 
blaOXA-40, blaOXA-23, blaOXA-51 like и БЛРС – blaCTX M-1 и blaGES. 
Штаммы K. pneumoniae характеризовались наличием ге-
нов бета-лактамаз широкого спектра и БЛРС – blaSHV, 
blaTEM, blaCTX M-1, карбапенемаз – blaOXA-48, blaKPC и метал-
ло-бета-лактамазы – blaNDM (Таблица 1 и Таблица 2).

В результате метаболомного профилирования трех 
серий супернатанта штамма L.  plantarum 8Р-A3 была 
экспериментально оценена его способность к продук-
ции органических кислот и установлено их среднее ко-
личество (Таблица 3).

В результате секвенирования получена и рас-
шифрована полная геномная последовательность 
штамма L.  plantarum 8P-A3 (GenBank: LBDF00000000). 

Построена геномная карта, дающая возможность визу-
ально оценить структуру и характер генома микроорга-
низма (Рисунок 1). Из рисунка видно, что геном пред-
ставлен единственной кольцевой хромосомой. Цветом 
выделены области с пониженным – менее 50% (пурпур-
ный, GC-skew-) и повышенным – более 50% (зеленый, 
GC-skew+) содержанием GC оснований. Области, коди-
рующие белки (CDS), выделены синим цветом.

Установлено, что размер генома исследуемого 
штамма составляет 3330093 пар нуклеотидов, содер-
жание GC – 44,4%, обнаружено 2982 последователь-
ности, кодирующие белки (CDS). Анализ полногеномной 
последовательности штамма L. plantarum 8Р-A3 с исполь-
зованием геномного сервера RAST позволил обнаружить 
ключевые ферменты, обуславливающие его способность 
к синтезу молочной кислоты (L-лактатдегидрогеназа, 
GenBank: KLD41012.1, KLD41456.1), уксусной кислоты 
(ацетаткиназа, GenBank: KLD43138.1), перекиси водо-
рода (пируватоксидаза, GenBank: WP_003641101.1), 
лизоцима (GenBank: KLD40503.1), плантарицинов А, 
EF и NC8 (KLD40925.1, KLD40929.1, KLD40930.1, 
KLD40931.1, KLD40932.1, KLD40933.1). 

Антимикробная активность супернатанта L. plantarum 
8P-A3 была изучена экспериментальным путем в усло-
виях in vitro. После культивирования исследуемых штам-
мов K. pneumoniae и A. baumannii во всех эксперимен-
тах в контроле было обнаружено диффузное помутнение 
жидкой питательной среды (ГРМ-бульон) во всех про-
бирках, что свидетельствовало об интенсивном росте 
бактериальной культуры. Во всех опытных пробирках 
(питательная среда плюс супернатант) видимый рост 
штаммов отсутствовал (Рисунок 2).

При высеве из 10-кратных разведений «контроля» 
всех 20 культур на чашки с ГРМ-агаром во всех экс-
периментах был отмечен видимый рост в виде сплош-
ного газона или отдельных изолированных колоний 
с 10-1 по 10-10 разведения (Рисунок 3а, Рисунок 4а). 

Таблица 1.	Чувствительность к антимикробным препаратам и гены антибиотикорезистентности штаммов A. baumannii

Антибиотик,
МПК, мг/л

№ штамма

3959 3960 3961 3962 3963 3964 3965 3966 3967 3968

Дорипенем 4 (Р) 4 (Р) 4 (Р) 4 (Р) 4 (Р) 4 (Р) 4 (Р) 4 (Р) 4 (Р) 4 (Р)
Имипенем 6 (Р) 6 (Р) 6 (Р) 6 (Р) 6 (Р) 6 (Р) 6 (Р) 6 (Р) 6 (Р) 6 (Р)
Меропенем > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р)
Левофлоксацин 6 (Р) 6 (Р) 6 (Р) 6 (Р) 6 (Р) 6 (Р) 6 (Р) 6 (Р) 6 (Р) 6 (Р)
Ципрофлоксацин > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р)
Амикацин > 64 (P) > 64 (P) > 64 (P) > 64 (P) > 64 (P) > 64 (P) > 64 (P) > 64 (P) > 64 (P) > 64 (P)
Гентамицин 16 (Р) > 32 (Р) > 32 (Р) > 32 (Р) > 32 (Р) > 32 (Р) > 32 (Р) > 32 (Р) 16 (Р) > 32 (Р)
Тобрамицин > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р)
Колистин 0,5 (Ч) 0,5 (Ч) 0,5 (Ч) 0,5 (Ч) 0,5 (Ч) 0,5 (Ч) 0,5 (Ч) 0,5 (Ч) 0,5 (Ч) 0,5 (Ч)
Триметоприм/
сульфаметоксазол

> 4/76 (Р) > 4/76 (Р) > 4/76 (Р) > 4/76 (Р) 2/38 (Ч) > 4/76 (Р) 0,25/4,75 
(Ч)

> 4/76 (Р) > 4/76 (Р) > 4/76 (Р)

Гены антибиотико-
резистентности

blaOXA-51-like, 
blaOXA-40, 

blaGES

blaOXA-51-like, 
blaOXA-40, 

blaGES

blaOXA-23 blaCTX-M-1,
blaOXA-40

blaCTX-M-1,
blaOXA-23

blaOXA-51-like, 
blaOXA-40

blaOXA-51-like, 
blaOXA-23

bla OXA-51-like, 
bla OXA-40

blaOXA-51-

like, blaOXA-40 
blaGES

blaOXA-51-like, 
blaOXA-23

Ч – чувствительный при стандартном режиме дозирования; У – чувствительный при увеличенной экспозиции препарата; Р – резистентный.
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В экспериментах с первой серией супернатанта в кон-
троле штаммы K.  pneumoniae выросли до разведения 
10-10 (n = 3), 10-9 (n =18) и 10-8 (n = 9), в эксперимен-
тах со второй и третьей сериями были получены ана-
логичные результаты – рост наблюдали до разведений 
10-10 (n = 6), 10-9 (n = 20), 10-8 (n = 4) и 10-10 (n = 7), 
10-9 (n = 16), 10-8 (n = 7) соответственно. При высевах 
A. baumannii в экспериментах с первой серией суперна-
танта в контроле штаммы выросли до разведений 10-10 
(n = 9), 10-9 (n = 15) и 10-8 (n = 6), со второй – до раз-
ведений 10-10 (n = 10), 10-9 (n = 12) и 10-8 (n = 8), с тре-
тьей – 10-10 (n = 9), 10-9 (n = 10) и 10-8 (n = 11).

При высеве из разведений пробирок «опыта» (пита-
тельная среда плюс супернатант) рост отсутствовал у 
всех штаммов K. pneumoniae и A. baumannii во всех экс-
периментах (Рисунок 3b, Рисунок 4b).

Таким образом, в условиях in vitro было установлено, 
что бесклеточный супернатант L. plantarum 8Р-A3 ока-
зывает выраженное антимикробное действие на поли-
резистентные госпитальные штаммы K. pneumoniae и 
A. baumannii, выделенные с поверхности ран.

Таблица 2.	Чувствительность к антимикробным препаратам и гены антибиотикорезистентности штаммов K. pneumoniae 

Антибиотик
МПК, мг/л

№ штамма
3969 3970 3971 3972 3973 3974 3975 3976 3977 3978

Ампициллин/ 
сульбактам 

> 128/64 
(Р)

> 128/64 
(Р)

> 128/64 
(Р)

> 128/64 
(Р)

> 128/64 
(Р)

> 128/64 
(Р)

> 128/64 
(Р)

> 128/64 
(Р)

> 128/64 
(Р)

> 128/64 
(Р)

Пиперациллин > 128 (Р) > 128 (Р) > 128 (Р) > 128 (Р) > 128 (Р) > 128 (Р) > 128 (Р) > 128 (Р) > 128 (Р) > 128 (Р)
Пиперациллин/ 
тазобактам

> 128/4 
(Р)

> 128/4 
(Р)

> 128/4 
(Р)

> 128/4 
(Р)

> 128/4 
(Р)

> 128/4 
(Р)

> 128/4 
(Р)

> 128/4 
(Р)

> 128/4 
(Р)

> 128/4 
(Р)

Цефазолин > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р)
Цефуроксим > 64 (Р) > 64 (Р) > 64 (Р) > 64 (Р) > 64 (Р) > 64 (Р) > 64 (Р) > 64 (Р) > 64 (Р) > 64 (Р)
Цефотаксим > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р)
Цефтазидим > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р)
Цефтазидим/ 
авибактам

 (Р) (Р)  (Ч)  (Ч)  (Ч)  (Ч)  (Ч)  (Р)  (Ч)  (Р)

Цефепим > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р)
Дорипенем 4 (Р) 4 (Р) 4 (Р) 4 (Р) 4 (Р) 4 (Р) 4 (Р) 4 (Р) 4 (Р) 4 (Р)
Имипенем 6 (Р) 3 (У) 3 (У) 3 (У) 6 (Р) 6 (Р) 6 (Р) 6 (Р) 6 (Р) 6 (Р)
Меропенем 16 (Р) 16 (Р) 8 (У) 16 (Р) 16 (Р) 16 (Р) 16 (Р) 16 (Р) 16 (Р) 16 (Р)
Эртапенем > 2 (Р) > 2 (Р) > 2 (Р) > 2 (Р) > 2 (Р) > 2 (Р) > 2 (Р) > 2 (Р) > 2 (Р) > 2 (Р)
Азтреонам > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р) > 16 (Р)
Левофлоксацин 2 (Р) 2 (Р) 2 (Р) 2 (Р) 2 (Р) 2 (Р) 2 (Р) 2 (Р) 2 (Р) 2 (Р)
Ципрофлоксацин > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 1 (Р)
Амикацин 16 (Р) 16 (Р) 8 (Ч) 16 (Р) 64 (Р) 64 (Р) 64 (Р) 16 (Р) 16 (Р) 8 (Ч) 
Гентамицин > 4 (Р) > 32 (Р) 2 (Ч) > 32 (Р) > 4 (Р) > 32 (Р) > 32 (Р) > 4 (Р) > 4 (Р) > 4 (Р)
Тобрамицин > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р) > 8 (Р)
Колистин 0,5 (Ч) 0,5 (Ч) 0,5 (Ч) 0,5 (Ч) 0,5 (Ч) 0,5 (Ч) 0,5 (Ч) 0,5 (Ч) 0,5 (Ч) 0,5 (Ч)
Триметоприм/
сульфаметоксазол

> 4/76 (Р) > 4/76 (Р) > 4/76 (Р) > 4/76 (Р) > 4/76 (Р) > 4/76 (Р) > 4/76 (Р) > 4/76 (Р) > 4/76 (Р) > 4/76 (Р)

Гены антибиотико-
резистентности

blaСТХ M-1, 
blaТЕМ, 

blaOXA-48, 
blaSHV

blaСТХ 

M-1, bla­
ТЕМ, blaNDM 

blaSHV

blaСТХ M-1, 
blaТЕМ, 

blaOXA-48, 
blaSHV

blaСТХ M-1, 
blaТЕМ, 

blaOXA-48, 
blaSHV

blaKPC 
blaSHV

blaСТХ M-1, 
blaOXA-48, 

blaSHV

blaСТХ M-1, 
blaТЕМ, 

blaOXA-48, 
blaSHV

blaСТХ M-1, 
blaNDM 

blaSHV

blaСТХ M-1, 
blaТЕМ, 

blaOXA-48, 
blaSHV

blaСТХ M-1, 
blaТЕМ, 

blaOXA-48, 
blaNDM 

blaSHV

Ч – чувствительный при стандартном режиме дозирования; У – чувствительный при увеличенной экспозиции препарата; Р – резистентный.

Таблица 3.	Массовые концентрации метаболитов штамма 
L. plantarum 8Р-A3 в супернатанте

Соединение Концентрация, 
мкг/л (М ± σ)

молочная кислота 885,2 ± 4,7
β-гидроксимасляная кислота 0,2 ± 0,05
уксусная кислота 11,5 ± 0,45
пропионовая кислота 0,1 ± 0,03
изомасляная кислота 1,2 ± 0,12
масляная кислота 2,1 ± 0,06
2-гидроксиглутаровая кислота 0,1 ± 0,09
янтарная кислота 18,2 ± 2,15
изовалериановая кислота 21,7 ± 0,75
фумаровая кислота 0,1 ± 0,03
валериановая кислота 27,4 ± 2,6
малеиновая кислота 0,1 ± 0,03
глиоксиловая кислота 0,2 ± 0,03
пировиноградная кислота 0,2 ± 0,05
2-оксомасляная кислота 0,1 ± 0,03
α-кетоглутаровая кислота 0,2 ± 0,05
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Рисунок 1.	Геномная карта штамма L. plantarum 8P-A3

Рисунок 2.	Рост бактериальных культур K. pneumoniae 3969 
и A. baumannii 3961, контроль (а, с) и опыт (b, d)

Рисунок 3.	Высев 10-кратных разведений культуры K. pneumoniae 
3969, контроль (а) и опыт (b)

Рисунок 4.	Высев 10-кратных разведений культуры A. baumannii 
3961, контроль (а) и опыт (b)
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Обсуждение

В работе были исследованы профили антибиотико-
резистентности штаммов K. pneumoniae и A. baumannii, 
выделенных с поверхности ожоговых ран, и установ-
лено, что все штаммы являются полирезистентными. 
Основным механизмом устойчивости A.  baumannii к 
карбапенемам, которые традиционно рассматрива-
ются как препараты выбора для лечения тяжелых ин-
фекций у госпитализированных пациентов, стала про-
дукция ферментов blaOXA-40 и blaOXA-23. Наличие гена 
blaOXA-51 в геноме A. baumannii является видовым при-
знаком этого микроорганизма и не связано с проявле-
нием фенотипической антибиотикорезистентности [25]. 
Антибиотикорезистентность K. pneumoniae обусловлена 
наличием бета-лактамаз blaСТХ M-1, blaТЕМ и карбапенемаз 
blaOXA-48 и blaКРС. Устойчивость отдельных штаммов к цеф-
тазидиму/авибактаму связана с наличием в их геномах 
металло-бета-лактамазы blaNDM. [26].

Выраженная антимикробная активность бесклеточ-
ного супернатанта штамма L. plantarum 8Р-A3 против по-
лирезистентных госпитальных штаммов может объяс-
няться наличием в нем широкого спектра биологически 
активных веществ. С помощью метаболомного профили-
рования установлено, что супернатант содержит высокую 
концентрацию лактата, янтарной кислоты и короткоцепо-
чечных жирных кислот (КЦЖК) – уксусной, валериановой, 
изовалериановой и масляной. Известно, что выявленные 
метаболиты способны ингибировать рост микроорга-
низмов, а лактат и уксусная кислота обладают широким 
спектром антимикробного действия, и для них характе-
рен синергизм – молочная кислота снижает pH среды, 
тем самым повышая бактерицидную активность ацетата. 
Органические кислоты способны проникать через кле-
точные мембраны внутрь клетки патогена, изменять рН 
цитоплазмы, вызывая осмотический стресс и гибель ми-
кроорганизма [16]. Глиоксиловая кислота не обладает 
прямым антимикробным действием, однако препятствует 
миграции бактериальных клеток и образованию биопле-
нок [27]. Кроме того, согласно данным литературы, ор-
ганические кислоты, присутствующие в супернатанте, 
способны оказывать положительное действие на ткани 
– уменьшать местную воспалительную реакцию, оказы-
вать антиоксидантный эффект и стимулировать заживле-
ние ран за счет повышения выработки коллагеновых во-
локон и стимулирования регенерации клеток [28]. 

Результаты выполненного полногеномного секвени-
рования и последующий анализ генома с использова-
нием спектра биоинформационных методов указывают 
на то, что штамм L. plantarum 8Р-A3 способен синтезиро-
вать не только высокоактивные органические кислоты, 
но и другие вещества различной химической природы, 
обладающие антимикробной активностью – перекись 
водорода, лизоцим и бактериоцины. Перекись водо-
рода является простейшим представителем класса пе-
роксидов, способна повреждать структуры бактериаль-
ных клеток и оказывает бактериостатическое действие 
[10], лизоцим расщепляет пептидогликан клеточных сте-
нок грамположительных бактерий, вызывая их лизис, 

разрушает межклеточные связи и препятствует биоплен-
кообразованию грамотрицательных микроорганизмов, 
а, следовательно, тормозит развитие инфекционного 
процесса [9]. Плантарицины – это катионные термоста-
бильные бактериоцины, обладающие небольшой моле-
кулярной массой (менее 10 кДа) и характеризующиеся 
широким спектром антимикробной активности, в основе 
которой лежит нарушение проницаемости цитоплазма-
тических мембран патогенов [29].

Наблюдаемый нами эффект подавления роста штам-
мов K. pneumoniae и A.  baumannii связан с комплекс-
ным действием всех биологически активных веществ, 
присутствующих в бесклеточном супернатанте штамма 
L. plantarum 8Р-A3 – широкого спектра органических кис-
лот, в том числе КЦЖК, перекиси водорода, лизоцима и 
плантарицинов, детерминированных в геноме штамма. 
Это подтверждается тем, что эти УПМ способны суще-
ствовать и при низких значениях pH – A. baumannii в ди-
апазоне от 4,6 до 8,6 [30], а K. pneumoniae – от 5,0 до 
8,0 [31], то есть снижение pH в результате присутствия 
органических кислот не может привести к полному инги-
бированию их роста.

Учитывая, что весь спектр метаболитов способен не 
только оказывать антимикробное действие и ингибиро-
вать образование биопленок, но и оказывать общий про-
тивовоспалительный эффект, активировать процесс ре-
генерации тканей и стимулировать выработку коллагена, 
можно рассматривать использование бесклеточного су-
пернатанта L. plantarum 8Р-A3 как перспективный допол-
нительный метод лечения инфицированных ран.

Заключение

В результате проведенных исследований были оха-
рактеризованы штаммы K.  pneumoniae и A. baumannii, 
выделенные с поверхности ожоговых ран. Установлено, 
что все изоляты являются полирезистентными и содер-
жат в геноме широкий спектр детерминант антибиоти-
корезистентности. Метаболомное профилирование бес-
клеточного супернатанта производственного штамма L. 
plantarum 8Р-A3 позволило установить, что он содер-
жит значительное количество органических кислот, в 
том числе короткоцепочечных, способных ингибировать 
рост патогенных и условно-патогенных микроорганизмов 
и стимулировать регенерацию тканей. В результате ана-
лиза полного генома штамма установлена его потенци-
альная способность к синтезу целого ряда внеклеточных 
метаболитов, обладающих бактерицидной активностью. 
В ходе эксперимента показано выраженное антимикроб-
ное действие бесклеточного супернатанта на полире-
зистентные штаммы K. pneumoniae и A. baumannii, что 
позволяет рассматривать его как перспективный допол-
нительный метод лечения инфицированных ран.

Исследование выполнено в рамках государствен­
ного задания Минздрава России № 056-00015-21-00 
«Изучение механизмов комплексной устойчивости ми­
кроорганизмов к антимикробным препаратам и физиче­
ским антимикробным факторам и разработка способов 
ее преодоления» (2021–2023).
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