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Влияние анавидина на Rhodococcus qingshengii VKM Ac-2784D 
в зависимости от источника углерода в среде культивирования

Резюме

Актуальность. Микроорганизмы обладают значительной пластично-
стью, поэтому эффективность применения дезинфицирующих средств 
обусловлена условиями их применения. Это связано с тем, что, в зависи-
мости от условий их обитания, микроорганизмы могут обладать разной 
устойчивостью к одному и тому же действующему веществу.
Цель заключалась в исследовании действия препарата «Анавидин-Комплит» 
на рост и биоплёнкообразование Rhodococcus qingshengii VKM Ac-2784D 
в зависимости от источника углерода в среде культивирования.
Материалы и методы. В работе использовали R. qingshengii VKM Ac-2784D, 
исследования проводили на минеральной питательной среде 8Е, в которую 
в качестве источника углерода вносили 0,5 % глюкозы, инозита или нафта-
лина. «Анавидин-Комплит» применяли в конечной концентрации 0,08, 0,04, 
0,02, 0,01 и 0,005 %. Рост и биоплёнкообразование оценивали стандартными 
микробиологическими методами.
Результаты. Дезинфицирующий эффект «Анавидин-Комплита» на рост 
планктонной формы R. qingshengii VKM Ac-2784D зависит от источника угле-
рода. Если в голодной среде культивирования все концентрации «Анавидин-
Комплита» оказывали неблагоприятное воздействие на бактерии на всём 
протяжении эксперимента, то в присутствии глюкозы неблагоприятное 
влияние низких концентраций «Анавидин-Комплита» к концу эксперимен-
та снижалось. В среде с нафталином, напротив, в первые-вторые сутки 
культивирования низкие концентрации «Анавидин-Комплита» оказывали 
стимулирующее действие. «Анавидин-Комплит» в зависимости от концен-
трации подавлял формирование биоплёнки на всех средах культивирования. 
При микроскопии биоплёнки в некоторых случаях были обнаружены плотные 
округлые образования, состоящие из нескольких слоёв клеток.
Заключение. Таким образом, для увеличения эффективности дезинфицирую-
щих средств необходимо более глубокое изучение физиологического ответа 
микроорганизмов с учётом условий их обитания.
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VKM Ac-2784D, скорость роста, биоплёнки
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The effect of Anavidin on Rhodococcus qingshengii VKM Ac-2784D 
depending on the carbon source in the cultivation medium

Abstract

Background. Microorganisms have significant plasticity, therefore, the effectiveness 
of the use of disinfectants is due to the conditions of their use. This is because micro-
organisms, depending on their habitat, may have different resistance to the same 
active substance.
The aim. To study the effect of Anavidin-Complit on the growth and biofilm forma-
tion of Rhodococcus qingshengii VKM Ac-2784D, depending on the carbon source 
in the cultivation medium.
Materials and methods. R.  qingshengii VK MAc-2784D was used in the work, 
the  studies were carried out on a mineral nutrient medium  8E, into which 0.5  % 
glucose, inositol or naphthalene was added as a carbon source. Anavidin was used 
at a final concentration of 0.08, 0.04, 0.02, 0.01 and 0.005 %. Growth and biofilm 
formation were evaluated by standard microbiological methods.
Results. The disinfecting effect of Anavidin-Complit on the growth of the planktonic 
form of R. qingshengii VKM Ac-2784D depends on the carbon source. If in a starvation 
cultivation medium, all concentrations of Anavidin-Complit had an adverse effect 
on bacteria throughout the experiment, then in the presence of glucose, the adverse 
effect of low concentrations of Anavidin-Complit decreased by the end of the experi-
ment. In the medium with naphthalene, on the contrary, on the first or second day 
of cultivation, low concentrations of Anavidin-Complit had a stimulating effect. 
Anavidin-Complit, depending on the concentration, suppressed the formation 
of a biofilm on all cultivation media. Microscopy of the biofilm in some cases revealed 
dense rounded formations consisting of several layers of cells.
Conclusion. Thus, in order to increase the effectiveness of disinfectants, a deeper 
study of the physiological response of microorganisms is necessary, taking into ac-
count their living conditions.

Key words: anavidin, culture media, Rhodococcus qingshengii VKM Ac-2784D, 
growth rate, biofilms
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Введение

Анавидин (торговое название полигексаметиленгу-
анидин фосфата) относится к дезинфектантам на основе 
четвертичных аммониевых солей [1]. Он обладает анти-
микробной активностью в отношении грамположитель-
ных и грамотрицательных бактерий, вирусов и грибов 
рода Candida [2]. Растворы модифицированного сред-
ства Анавидин («Анавидин-Комплит») образуют на по-
верхностях прозрачную малозаметную плёнку.

Дезинфицирующее действие Анавидина основано 
на бактерицидной активности гуанидиновых групп поли-
мера. Механизм биоцидного действия включает его ад-
сорбцию на поверхности клетки, диффузию, связывание 
с цитоплазматической мембраной и её разрыв, приво-
дящий к гибели клетки [3].

Стандартный метод оценки эффективности дезин-
фектантов [4] не даёт полного понимания вариабельно-
сти его воздействия в зависимости от физиологическо-
го состояния микроорганизма. В последние годы появи-
лось много сообщений о том, что устойчивость бакте-
рий к антибиотикам зависит от скорости их метаболиз-
ма [5]. Соединения, ускоряющие метаболизм микробной 
клетки, такие как глюкоза, фумаровая кислота и др., спо-
собствуют росту чувствительности. И напротив, соеди-
нения, замедляющие метаболизм, например, источни-
ки углерода, катаболизируемые через глиоксилатный 
путь, способствуют росту резистентности. 

Относительно дезинфектантов подобные исследова-
ния не проводились. В то же время, в естественных ус-
ловиях микроорганизмы часто испытывают недостаток 
питательных веществ или используют альтернативные 
источники углерода. Поэтому, если эффективность дей-
ствия дезинфектантов, так же как антибиотиков, связа-
на с клеточным метаболизмом, то их влияние на бакте-
риальную клетку in vivo может отличаться от результа-
тов, полученных in vitro. 

Таком образом, цель данной работы заключалась 
в  исследовании действия препарата «Анавидин-Ком-
плит» на рост и биоплёнкообразование Rhodococcus 
qingshengii VKM Ac-2784D в зависимости от источника 
углерода в среде культивирования.

Материалы и методы 

R. qingshengii VKM Ac-2784D был выделен из ризос-
феры пырея ползучего (Elytrigia repens), произрастающе-
го на нефтезагрязнённой территории Заларинского рай-
она Иркутской области [6]. Он входит в состав запатен-
тованных препаратов для биоремедиации почв от неф-
ти и защиты растений, произрастающих в неблагопри-
ятных условиях [7, 8]. 

Эксперимент проводили в жидкой минеральной сре-
де 8Е следующего состава (г/л): NH4NO3 – 1,0; MgCI2 – 0,1; 
KH2PO4 – 3,0; K2HPO4 – 7,0; CaCO3 – 1,0; pH 7.0. В качестве 
источника углерода вносили 0,5 % глюкозы (8ЕГ), инози-
та (8ЕИ) или нафталина (8ЕН). В каждый вариант среды 
вносили «Анавидин-Комплит» в конечной концентрации 

0,08, 0,04, 0,02, 0,01 и 0,005 % и взвесь микроорганизмов, 
выращенных в течение 48  ч на скошенном агаре ГРМ 
(Оболенск, Россия) при 26 °С. Оптическая плотность су-
спензии клеток R. qingshengii VKM Ac-2784D в среде была 
0,2 при λ = 595 нм. Контролем служила среда с бактери-
ями без добавления Анавидина.

Среду культивирования с бактериями вносили в лун-
ки пяти стерильных плоскодонных 96-луночных планше-
тов в объёме 150 мкл. Оптическую плотность (ОП) куль-
туры и образование биоплёнки оценивали в одном и том 
же планшете. Для этого брали один из планшетов и из-
меряли оптическую плотность. Затем планшет отмыва-
ли водопроводной водой, чтобы удалить слабо прикре-
плённые клетки. Осадок окрашивали 1%-м раствором 
кристаллического фиолетового [9]. После 3-кратного 
промывания в лунки добавляли по 200 мкл 96%-го эта-
нола. Степень образования биоплёнки соответствовала 
интенсивности окрашивания красителем содержимого 
лунок. Оптическую плотность бактериальной суспензии 
и уровень экстракции (абсорбции) кристаллического фи-
олетового этанолом измеряли с помощью планшетно-
го ридера iMark («BioRad», США) при длине волны 595 нм 
в единицах оптической плотности (ед. ОП595).

Для визуализации биоплёнок в чашку Петри с 30 мл 
соответствующей питательной среды с «Анавидин-Ком-
плитом» помещали стерильные обезжиренные покров-
ные стекла. Через трое суток стекла вынимали, отмыва-
ли от слабо прикрепившихся клеток и окрашивали 1%-м 
раствором кристаллического фиолетового. Микроско-
пию проводили при увеличении ×100 с использовани-
ем светового микроскопа Primo Star («Zeiss», Германия).

Статистическая обработка проводилась в програм-
ме RStudio. Достоверность различий оценивали с по-
мощью непараметрического дисперсионного анализа 
Краскела – Уоллиса.

Результаты и их обсуждение

Род Rhodococcus объединяет преимущественно не-
патогенные микроорганизмы [10], однако для иммуно-
компрометированных пациентов отдельные предста-
вители могут представлять угрозу и вызывать пневмо-
нии, бактериемии и другие осложнения [11]. С другой 
стороны, биологическая близость к роду Mycobacterium 
и Corynebacterium, а также относительная лёгкость куль-
тивирования и высокая скорость роста делает родококк 
удобным модельным объектом. 

Для изучения действия «Анавидин-Комплита» на ро-
дококк, культивируемый в средах с различными источ-
никами углерода, использовали оптимальный (глюко-
зу) и два альтернативных (инозит и нафталин) источни-
ка. Четвёртый вариант опыта соответствовал наиболее 
неблагоприятным условиям и представлял собой безу-
глеродную минеральную среду 8Е. 

Рост R. qingshengii VKM Ac-2784D в минеральной сре-
де 8Е различался в зависимости от источника углеро-
да (рис. 1). Наиболее медленным он был на среде с на-
фталином. 
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РИС. 1.  
Кривые роста R. qingshengii VKM Ac-2784D, культивируемого 
в минеральной питательной среде 8Е: 8Е – среда без источ-
ника углерода; 8ЕГ – питательная среда с 0,5%-м содержани-
ем глюкозы; 8ЕИ – питательная среда с 0,5%-м содержанием 
инозита; 8ЕН – питательная среда с 0,5%-м содержанием на-
фталина
FIG. 1.  
Growth curves of R. qingshengii VKM Ac-2784D cultivated in 8E 
mineral nutrient medium: 8E – medium without carbon source; 
8EГ – nutrient medium with 0.5 % glucose; 8EИ – nutrient medium 
with 0.5 % inositol; 8EН – nutrient medium with 0.5 % naphthalene

Влияние «Анавидин-Комплита» на рост бактерий 
существенно различалось в зависимости от источника 
углерода в среде культивирования (рис. 2а). В среде 8Е 
без углерода высокие концентрации «Анавидин-Компли-
та» (0,08 и 0,04 %) действовали негативно на всём протя-
жении эксперимента. Более низкие концентрации также 
подавляли рост, однако статистически значимое влия-
ние показано только для 0,01 % «Анавидин-Комплита» 
на вторые сутки культивирования, а также 0,02 и 0,01 % 
на четвёртые сутки. 

При культивировании родококка на питательной 
среде с глюкозой в первые-вторые сутки «Анавидин-
Комплит» также подавлял его рост. Однако на восьмые 
сутки ингибирующее воздействие на рост бактерий от-
мечалось только для 0,08%-го Анавидина (рис. 2б). 

На среде с инозитом все концентрации «Анавидин-
Комплита» оказывали статистически значимое негатив-
ное влияние в первые (исключение – 0,005 %) и вторые 
(исключение – 0,01 и 0,005 %) сутки эксперимента. Ин-
тересно, что в этих условиях оптическая плотность су-
спензии бактерий была обратно пропорциональна со-
держанию «Анавидин-Комплита» (рис. 2в). 

При выращивании бактерий на питательной среде 
с нафталином (рис. 2г) установлено, что «Анавидин-Ком-
плит» в концентрациях 0,01 и 0,005 % оказывал статисти-
чески значимое стимулирующее действие на рост родо-
кокка в первые сутки культивирования. В отличие от 8ЕГ 
и 8ЕИ негативное воздействие на рост бактерий отмече-
но на восьмые сутки эксперимента (0,08, 0,04 и 0,005 %).

Одной из защитных стратегий выживания бактерий 
во внешней среде является биоплёнка. Она играет важ-
ную роль, в том числе и при контакте с антибиотиками 
или дезинфектантами [12, 13]. Поэтому одновременно 

с оценкой действия «Анавидин-Комплита» на рост бак-
терий, мы оценивали его влияние на образование био-
плёнок. Было установлено, что, независимо от природы 
источника углерода, формирование биоплёнок угнета-
ется «Анавидин-Комплитом» прямо пропорционально 
его концентрации (рис. 3). 

Данное наблюдение противоречит сведениям дру-
гих авторов, согласно которым в ответ на обработку ан-
тибиотиками или дезинфектантами бактерии реагируют 
усиленным формированием биоплёнки [12]. Мы предпо-
лагаем, что это связано с гибелью части популяции бак-
терий, необходимой для инициации биоплёнкообразо-
вания, а также, вероятно, сорбцией «Анавидин-Компли-
та» в лунках планшета.

Микроскопия стёкол обрастания на третьи сутки 
культивирования показала, что морфология биоплёнки 
различается в зависимости от источника углерода и ко-
личества «Анавидин-Комплита» в среде (рис. 4). Во мно-
гих случаях внесение дезинфектанта приводило к фор-
мированию плотных глобулярных образований, как на-
пример, в голодной среде с 0,02 % «Анавидин-Комплита». 
Мы предполагаем, что такая форма биоплёнки защищает 
бактерии от его неблагоприятного действия. Морфоло-
гия биоплёнок на среде с нафталином обладала ячеистой 
структурой. При этом в контрольных условиях они состо-
яли из одного-трёх слоёв клеток, тогда как в присутствии 
«Анавидин-Комплита» они были более плотные. Вероят-
но, это связано с гидрофобностью нафталина. 

Заключение

Таким образом, дезинфицирующий эффект «Анави-
дин-Комплита» на рост планктонной формы родокок-
ка зависел от применяемого источника углерода. Если 
в голодной среде культивирования все концентрации 
«Анавидин-Комплита» оказывали неблагоприятное воз-
действие на бактерии на всём протяжении эксперимен-
та, то в присутствии глюкозы неблагоприятное влияние 
низких концентраций «Анавидин-Комплита» к концу экс-
перимента снижалось. В среде с нафталином, напротив, 
в первые-вторые сутки культивирования низкие концен-
трации «Анавидин-Комплита» оказывали стимулирую-
щее действие. Данный феномен требует дальнейшего 
изучения и связан, вероятно, с изменением клеточной 
стенки микроорганизма при его культивировании в при-
сутствии гидрофобных соединений [10]. 

«Анавидин-Комплит» в зависимости от концентра-
ции подавлял формирование биоплёнки на всех средах 
культивирования. При микроскопии биоплёнки в неко-
торых случаях были обнаружены плотные округлые об-
разования, состоящие из нескольких слоёв клеток. Ве-
роятно, данная форма является адаптивной и защища-
ет от дезинфектанта. 

Всё вышеизложенное свидетельствует, микроорга-
низмы, выживающие в разных условиях, могут разли-
чаться по уровню чувствительности к «Анавидин-Ком-
плиту», что необходимо учитывать при его использова-
нии в качестве дезинфектанта.
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РИС. 2.  
Действие «Анавидин-Комплита» на рост R. qingshengii VKM 
Ac-2784D, культивируемого на средах 8Е с разным источни-
ком углерода: а – без источника углерода; б – 0,5 % глюкозы; 
в – 0,5 % инозита; г – 0,5 % нафталина; *– статистически 
значимые различия (p < 0,05)

FIG. 2.  
Effect of “Anavidin-Complit” on the growth of R. qingshengii VKM 
Ac-2784D cultivated on 8E media with different carbon sources: 
а – no carbon source; б – 0.5 % glucose; в – 0.5 % inositol; 
г – 0.5 % naphthalene; * – significant differences (p < 0.05)
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РИС. 3.  
Действие «Анавидин-Комплита» на образование биопле-
нок R. qingshengii VKM Ac-2784D, культивируемого на средах 
с разным источником углерода: а – без источника углеро-
да; б – 0,5 % глюкозы; в – 0,5 % инозита; г – 0,5 % нафталина; 
* – статистически значимые различия (p < 0.05)

FIG. 3.  
Effect of “Anavidin-Complit” on the formation of biofilms 
R. qingshengii VKM Ac-2784D, cultivated on media with different 
carbon sources: а – no carbon source; б – 0.5 % glucose; 
в – 0.5 % inositol; г – 0.5 % naphthalene; * – significant differenc-
es (p < 0.05)
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Работа выполнена в рамках проекта под № государ-
ственной регистрации 121031300011-7.

Конфликт интересов
Авторы данной статьи сообщают об отсутствии кон-

фликта интересов.

Концентрация 
анавидина 8Е 8ЕГ 8ЕИ 8ЕН

Контроль

0,080 %

0,040 %

0,020 %

0,010 %

0,005 %

РИС. 4.  
Микроскопия биоплёнок R. qingshengii VKM Ac-2784D на тре-
тьи сутки культивирования на питательных средах с раз-
ными источниками углерода в присутствии «Анавидин-Ком-
плита» в концентрациях от 0,005 до 0,08 %

FIG. 4.  
Microscopy of R. qingshengii VKM Ac-2784D biofilms, on the third 
day of cultivation on nutrient media with different carbon sources 
in the presence of “Anavidin-Complit” at concentrations from 0.005 
to 0.08 %
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