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Abstract

Biofilms, sedimented microbial communities embedded in a biopolymer matrix cause vast

majority of human bacterial infections and many severe complications such as chronic

inflammatory diseases and cancer. Biofilms’ resistance to the host immunity and antibiotics

makes this kind of infection particularly intractable. Antimicrobial peptides (AMPs) are a ubiq-

uitous facet of innate immunity in animals. However, AMPs activity was studied mainly on

planktonic bacteria and little is known about their effects on biofilms. We studied structure

and anti-biofilm activity of AMP complex produced by the maggots of blowfly Calliphora

vicina living in environments extremely contaminated by biofilm-forming germs. The complex

exhibits strong cell killing and matrix destroying activity against human pathogenic antibiotic

resistant Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Acinetobacter baumannii biofilms as

well as non-toxicity to human immune cells. The complex was found to contain AMPs from

defensin, cecropin, diptericin and proline-rich peptide families simultaneously expressed in

response to bacterial infection and encoded by hundreds mRNA isoforms. All the families

combine cell killing and matrix destruction mechanisms, but the ratio of these effects and

antibacterial activity spectrum are specific to each family. These molecules dramatically

extend the list of known anti-biofilm AMPs. However, pharmacological development of the

complex as a whole can provide significant advantages compared with a conventional one-

component approach. In particular, a similar level of activity against biofilm and planktonic

bacteria (MBEC/MIC ratio) provides the complex advantage over conventional antibiotics.

Available methods of the complex in situ and in vitro biosynthesis make this idea practicable.

Introduction

Bacteria exist in two basic life forms: planktonic form destined for bacteria proliferation and

biofilms enabling them to survive in adverse conditions. Biofilms, sedimented microbial
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ОТКРЫТЫЙ ДОСТУП

Аннотация
Биопленки представляют собой фиксированные скопления микроорганизмов, погруженные в 
биополимерный матрикс; они вызывают подавляющее большинство бактериальных инфекций 
человека и многие серьезные осложнения, такие как хронические воспалительные заболевания 
и рак. Из-за резистентности биопленок к действию иммунной системы хозяина и антибиотикам 
с подобной инфекцией особенно трудно бороться. Антимикробные пептиды (AMП) являются 
широко распространенным компонентом врожденного иммунитета у животных. Однако активность 
AMП изучалась в основном на планктонных культурах бактерий, тогда как об их воздействии на 
биопленки известно немного. Мы исследовали структуру и активность в отношении биопленок 
комплекса AMП, производимого личинками красноголовой синей падальницы Calliphora 
vicina, живущими в средах, чрезвычайно загрязненных бактериями, образующими биопленки. 
Комплекс вызывает гибель клеток и разрушение матрикса, демонстрируя высокую активность 
в отношении патогенных для человека антибиотикорезистентных биопленок Escherichia 
coli, Staphylococcus aureus и Acinetobacter baumannii при отсутствии токсичности для клеток 
иммунной системы человека. Было обнаружено, что комплекс содержит AMП, принадлежащие 
семействам дефензинов, цекропинов, диптерицинов и пролин-богатых пептидов, которые 
одновременно экспрессируются в ответ на бактериальную инфекцию и кодируются сотнями 
изоформ мРНК. Все семейства обладают механизмами, вызывающими гибель клеток и 
разрушение матрикса, но соотношение этих видов воздействия и спектр антибактериальной 
активности у каждого семейства индивидуальны. Эти молекулы резко расширяют список 
известных AMП, действующих против биопленок. Однако фармацевтическая разработка 
комплекса в целом может иметь значительные преимущества по сравнению с обычным 
однокомпонентным подходом. В частности, сравнимая степень активности против биопленки 
и планктонных бактерий (соотношение MBEC/МИК) обеспечивает значительное преимущество 
комплекса перед традиционными антибиотиками. Благодаря наличию доступных методов 
биосинтеза данного комплекса in situ и in vitro эта идея осуществима на практике.

Введение
Бактерии существуют в двух основных формах жизни: планктонной форме, предназначенной 
для распространения бактерий, и в форме биопленки, позволяющей им выживать в 

Природные антимикробные пептидные комплексы 
в борьбе с антибиотикорезистентными биопленками: 
хирургические личинки Calliphora vicina



communities embedded in a biopolymer matrix have come to particular prominence since

they cause main part of human bacterial infections and highly resistant to antibiotics and host

immunity (for review see [1–5]). Recent studies have found that bacterial biofilms play a role

in the onset and development of stomach [6], colorectal [7], colon [8], prostate [9], breast [10]

and lung [11] cancer. Thus, biofilms’ impact on the human life and death extends far beyond

the classic field of infectious pathology. This makes the search for new anti-biofilm drug candi-

dates especially relevant. Naturally occurring antimicrobial peptides (AMPs) are generally rec-

ognized as a prospective platform for antibacterial drugs development [12–16]. Although

virtually all studied to date multicellular animals use some form of AMPs to defend against

pathogens, their greatest diversity is found in insects. Classification, structural and functional

diversity and mechanism of action of insect AMPs are considered in review articles [17, 18].

Considerable attention was paid to insect AMPs as potential drugs [18–21]. However, thera-

peutic AMPs development meets a bunch of well-known obstacles [22–24]. Among other

things should be noted that the development focuses on the individual antimicrobial com-

pounds capable of stopping the infection when applied alone. This approach corresponds well

to the experience of conventional antibiotics development. In contrast, natural AMP-based

defense systems use complexes of active molecules rather than single molecule approach [25].

The benefits of multicomponent AMP systems for the host remain poorly understood

although the synergistic/potentiating actions among naturally co-occurring AMPs [26–29]

and the capacity to prevent resistance development in bacteria [30] were described in experi-

ments with various forms of planktonic bacteria.

This article analyses anti-biofilm activity of host AMP complex, which remains unexplored

though some individual AMPs under review [15, 31–33] demonstrated activity against bio-

films. Based on our previous work, we have chosen for experimental study naturally occurring

AMP complex isolated from the maggots of blowfly Calliphora vicina (Diptera, Calliphoridae)
and named here FLIP7 (abbreviation from Fly Larvae Immune Peptides 7). Like other mem-

bers of Calliphoridae family known in medicine as a "medicinal maggots” [34], C. vicina
maggots in response to bacterial infection immediately synthesize and accumulate in the

hemolymph four families of cationic AMPs: defensins, cecropins, diptericins and proline-rich

peptides [30, 35, 36]. The hemolymph also contains other immune response related com-

pounds including antiviral and antitumor peptides alloferons [37]. Calliphora defensin, as well

as defensins of other insects and vertebrates, is a peptide with a 3D structure containing α-
helix/β-sheet elements coordinated by 3 disulfide bridges and is predominantly active against

Gram-positive bacteria. Mode of insect defensins’ antibacterial activity comprises bacterial cell

wall disruption/permeabilization [17]. Calliphora cecropin is a linear amphipathic α-helical
peptide particularly active towards Gram-negative bacteria. All insect cecropins are known to

have pore forming and cell membrane permeabilizing activity [17]. Calliphora diptericins are

members of a glycine-rich AMP family selectively toxic to some Gram-negative Enterobacteria

like E. coli by means of cell wall disruption [38]. Calliphora proline-peptides [30, 36] belong to

the family of proline/arginine-rich AMPs, which is known to kill bacteria by interfering DNA

and/or protein synthesis [39].

Materials andmethods

Insects

Experiments were performed with a laboratory colony of blue blowfly C. vicina originating
from St. Petersburg area (North-West of Russia) and characterized by stable larval diapause.

Breeding conditions were essentially the same as previously described [40]. To induce diapause

in the progeny, adult flies were kept under short day conditions (12L:12D). The larvae were
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неблагоприятных условиях. Биопленки, фиксированные скопления микроорганизмов, 
погруженные в биополимерный матрикс, привлекают особое внимание, поскольку они 
вызывают основную часть бактериальных инфекций человека и обладают высокой степенью 
резистентности к антибиотикам и действию иммунной системы хозяина (обзор см. в [1–
5]). Проведенные недавно исследования показали, что бактериальные биопленки играют 
определенную роль в возникновении и развитии рака желудка [6], толстой кишки [7], ободочной 
кишки [8], предстательной железы [9], молочной железы [10] и легкого [11]. Таким образом, 
воздействие биопленок на жизнь и смерть человека выходит далеко за рамки классической 
инфекционной патологии. Это делает поиск новых препаратов против биопленок особенно 
актуальным. Природные антимикробные пептиды (AMП) в целом признаются перспективной 
основой для разработки антибактериальных препаратов [12–16]. Хотя практически все 
изученные на сегодняшний день многоклеточные животные используют ту или иную форму 
AMП для защиты от патогенов, наибольшее разнообразие их обнаружено у насекомых. 
Классификация, структурное и функциональное разнообразие и механизм действия АМП 
насекомых рассматриваются в обзорных статьях [17, 18]. Значительное внимание уделялось 
АМП насекомых с точки зрения лечебного потенциала [18-21]. Тем не менее, на пути 
развития терапевтических AMП возникает множество хорошо известных препятствий [22–24]. 
Среди прочего следует отметить, что разработки направлены на отдельные антимикробные 
соединения, способные остановить развитие инфекции при применении отдельно. Этот 
подход отражает опыт разработки традиционных антибиотиков. Однако в природных системах 
защиты на основе AMП используются комплексы активных молекул, а не один их вид [25]. 
Преимущества многокомпонентных систем AMП для хозяина по-прежнему изучены слабо, 
хотя синергетическое/усиливающее взаимодействие среди встречающихся природных AMП 
[26–29] и способность предотвращать развитие резистентности у бактерий [30] были описаны в 
экспериментах с различными формами планктонных бактерий.

В этой статье анализируется активность в отношении биопленок комплекса АМП хозяина, 
которая до сих пор не изучена, хотя некоторые из рассматриваемых AMП по отдельности [15, 31–
33] продемонстрировали антибиопленочную активность. Основываясь на нашей предыдущей 
работе, мы выбрали для экспериментального исследования природный комплекс AMП, 
выделенный из личинок красноголовой синей падальницы Calliphora vicina (отряд двукрылые, 
семейство Calliphoridae) и названный здесь FLIP7 (аббревиатура от Fly Larvae Immune Peptides 
7 — иммунопептиды личинок мухи 7). Как и другие члены семейства Calliphoridae, известные 
в медицине как «хирургические личинки» [34], личинки C. vicina в ответ на бактериальную 
инфекцию незамедлительно синтезируют и накапливают в гемолимфе катионные AMП из 
четырех семейств: дефензины, цекропины, диптерицины и пролин-богатые пептиды [30, 35, 36]. 
Гемолимфа также содержит другие компоненты, связанные с иммунным ответом, в том числе 
противовирусные и противоопухолевые пептиды аллофероны [37]. Дефензин Calliphora, а 
также дефензины других насекомых и позвоночных представляют собой пептиды с трехмерной 
структурой, содержащей альфа-спирали / бета-слои, соединенные тремя дисульфидными 
мостиками и преимущественно проявляющие активность против грамположительных бактерий. 
Механизм антибактериальной активности дефензинов насекомых включает разрушение 
/ повышение проницаемости бактериальной клеточной стенки [17]. Цекропин Calliphora 
представляет собой линейный амфипатический альфа-спиральный пептид, особенно активный 
в отношении грамотрицательных бактерий. Известно, что все цекропины насекомых способны 
вызывать образование пор и повышение проницаемости клеточной мембраны [17]. Диптерицины 
Calliphora являются членами семейства глицин-богатых АМП, избирательно токсичных для 
некоторых грамотрицательных энтеробактерий, таких как E. coli, за счет разрушения клеточной 
стенки [38]. Пролин-богатые пептиды Calliphora [30, 36] относятся к семейству пролин-/аргинин-
богатых AMП, которые, как известно, вызывают гибель бактерий за счет нарушения синтеза 
ДНК и/или белка [39].

Материалы и методы
Насекомые
Эксперименты проводились на лабораторной популяции красноголовых синих падальниц C. 
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fed by fresh beef at 12˚C, third instar larvae were transferred to 3˚C at the end of feeding

period, left there for 2 weeks to form diapause and then taken to the experiments.

C. vicina AMP complex preparation

The process of the complex preparation was the same as described [30]. Lyophilized live cul-

ture of E. coliM17 strain (Microgen, Russia) suspended in sterile distilled water was used to

induce an immune response in diapausing C. vicina larvae. The larvae were pricked with a nee-
dle previously dipped into the suspension containing 1010 bacterial cells/mL and were left

overnight at 25˚C. Their surface was then sterilized in 70% ethanol, washed with sterile dis-

tilled water and dried. Hemolymph (approximately 10 μl per animal) was collected in ice-cold

tubes through a cuticle puncture. Hemolymph samples were kept at -70˚C until use. Thawed

hemolymph was acidified with 0.1% trifluoroacetic acid (TFA) to a final concentration of

0.05% and insoluble particles were removed by centrifugation (30 min at 8000g at 4˚C). The

supernatant was applied to reversed-phase Sep-Pak C18 cartridges (Waters) stabilized by

0.05% TFA in the amount of 5 mL/g of sorbent. Highly hydrophilic compounds were removed

by cartridge washing with 0.05% TFA. Compounds absorbed in the cartridge were eluted with

50% acetonitrile solution acidified with 0.05% TFA, lyophilized (FreeZone, Labconco) and

stored at -70˚C. Prior to use, the lyophilized sample was dissolved in deionized water (50 mg/

mL), sterilized by filtration through a membrane with a pore size 0.22 μm (Milliex-GS, Milli-

pore) and frozen at -70˚C.

Antimicrobial peptides characterization

The complex AMPs were previously isolated and characterized by a combination of reversed

phase HPLC, MS and Edman degradation methods [25, 35]. In that work 1 mg of the lyophi-

lized compound was dissolved in deionized water and applied to Shimadzu LC20 Prominence

HPLC system equipped with analytical column C18 Vydac (4.6 × 250 mm, 5 μm, Grace), equil-

ibrated with 0.05% TFA. The column was eluted with a linear gradient of acetonitrile (ACN)

from 0 to 50% in acidified water (0.05% TFA) for 50 min. Chromatographic fractions were

automatically collected with 1 min intervals. The fractions’ optical densities were registered by

means of a UV detector at two fixed wavelengths 214 and 280 nm. The fractions were lyophi-

lized, dissolved in deionized water and tested against planktonicM. luteus A270 and E. coli
D31strains using the plate growth inhibition assay. Anti-biofilm activity of the fractions

against one-day biofilms formed by E. coli ATCC 25922 и S. aureus 203 was analyzed by TTC
and crystal violet assays as described below.

Mass spectrometry

The chromatographic fractions containing antibacterial materials were diluted in deionized

water to 100 μL volume. The molecular masses of the materials were determined by the Micro-

TOF ESI method on a MaXis chromato-mass spectrometer (Bruker Daltonik, Bremen, Ger-

many). Mass specters were registered using positive-ion mode in 50–1000 mass diapasons.

Capillary voltage was established at 4500 V, and 500 V at the end of the capillary. Dry gas was

applied at flow rate 4 L/min under temperature 180˚C. In-source collision-induced dissocia-

tion (ISCID) was turned on, and collision voltages up to 200 V were used. Mass spectrograms

were performed manually to take into account that all the peaks differ from the background

signal. Experimentally determined masses were compared with the previously published char-

acteristics of C. vicina individual AMPs.
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vicina, (получены в Санкт-Петербурге, северо-запад России) характеризующихся стабильной 
личиночной диапаузой. Условия размножения по существу были такими же, как описано 
ранее [40]. Чтобы вызвать диапаузу у личинок, взрослых мух содержали в условиях короткого 
светового дня (12 часов световой день: 12 часов ночь). Личинок кормили свежей говядиной при 
12 °С, личинок третьего возраста перемещали в температурные условия 3 °С в конце периода 
кормления, оставляли на 2 недели для индукции диапаузы, а затем начинали эксперименты.

Приготовление комплекса АМП C. vicina 
Процесс приготовления комплекса был таким же, как описано ранее [30]. Чтобы вызвать 
иммунный ответ у личинок C. vicina в состоянии диапаузы, использовали лиофилизированную 
живую культуру штамма E. coli M17 («Микроген», Россия), которую суспендировали в 
стерильной дистиллированной воде. Личинкам делали укол иглой, предварительно 
погруженной в суспензию, содержащую 1010 бактериальных клеток/мл иглой, и оставляли 
их на ночь при температуре 25 °С. Затем их поверхность стерилизовали 70% раствором 
этанола, промывали личинок стерильной дистиллированной водой и подсушивали. Гемолимфу 
(приблизительно по 10 мкл от одной особи) собирали в охлажденные на льду пробирки 
посредством прокола кутикулы. Образцы гемолимфы хранили при –70 °C до использования. 
Размороженную гемолимфу подкисляли 0,1% трифторуксусной кислоты (ТФУ) до конечной 
концентрации 0,05%, а нерастворенные частицы удаляли путем центрифугирования (30 мин. 
при 8000 G при 4 °С). Супернатант наносили на картриджи с обращенной фазой Sep-Pak C18 
(фирма Waters) после стабилизации 0,05% ТФУ из расчета 5 мл/г сорбента. Соединения с 
высокой степенью гидрофильности удаляли путем промывания картриджа 0,05% раствором 
ТФУК. Затем сорбированные на картридже компоненты элюировали 50%-ным раствором 
ацетонитрила, подкисленным 0,05% ТФУ, лиофилизировали на вакуумной сушилке FreeZone, 
Labconco и хранили при температуре –70 °C. Перед использованием лиофилизированный 
образец растворяли в деионизированной воде (50 мг/мл), стерилизовали фильтрованием через 
мембранный фильтр с размером пор 0,22 мкм (Milliex-GS, Millipore) и замораживали при –70 °C.

Характеристика антимикробных пептидов
AMП комплекса были выделены ранее и охарактеризованы при помощи комбинации методов 
обращенно-фазовой ВЭЖХ, масс-спектрометрии (МС) и методов деградации по Эдману [25, 35]. 
В этом исследовании 1 мг лиофилизированного соединения растворяли в деионизированной 
воде и наносили на ВЭЖХ-систему Shimadzu LC20 Prominence с аналитической колонкой C18 
Vydac (4,6 × 250 мм, 5 мкм, Grace), уравновешенной 0,05% ТФУ. Элюцию с колонки проводили 
линейным градиентом ацетонитрила (ACN) от 0 до 50% в подкисленной воде (0,05% ТФУ) 
в течение 50 мин. Хроматографические фракции автоматически собирали с интервалом 
в 1 мин. Оптическая плотность фракций регистрировалась с помощью УФ-детектора на 
двух фиксированных длинах волн 214 и 280 нм. Фракции лиофилизировали, растворяли в 
деионизированной воде и тестировали против планктонных штаммов M. luteus A270 и E. coli 
D31, используя метод подавления роста в чашке Петри. Активность фракций против суточных 
биопленок, образованных E. coli ATCC 25922 и S. aureus 203, анализировали с помощью 
методов с TTХ и кристаллическим фиолетовым, как описано ниже.

Масс-спектрометрия
Хроматографические фракции, содержащие антибактериальные материалы, разбавляли 
деионизированной водой до объема 100 мкл. Молекулярные массы материалов определяли 
методом Micro-TOF ESI на хроматографическом масс-спектрометре MaXis (Bruker Daltonik, 
Бремен, Германия). Масс-спектры регистрировались с использованием режима положительного 
иона в диапазоне масс 50–1000. Было установлено напряжение 4500 В и 500 В на концах 
капилляра. Сухой газ подавали при скорости потока 4 л/мин. при температуре 180 °С. Была 
включена фрагментация в источнике ионов (ISCID), использовались напряжения столкновения 
до 200 В. Масс-спектрограммы обрабатывались вручную для учета отличия всех пиков от 
фонового сигнала. Экспериментально определенные массы сравнивались с ранее описанными 
в литературе характеристиками отдельных АМП C. vicina.



Transcriptome analysis

An immune response leading to the sharp activation of AMPs biosynthesis was induced in dia-

pausing larvae 1 week after the end of the feeding period in accordance with the procedure

described in the section “C. vicina AMP complex preparation”. After 18 hours, when the

AMPs titer reaches a maximum in the hemolymph [35], the larvae were frozen in liquid nitro-

gen and ground. Isolation of total RNA was performed using TRIzol1 Reagent according to

the manufacturer’s protocol (https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/trizol_

reagent.pdf). The resulting total RNA was used for cDNA synthesis using the Roche cDNA

synthesis system (https://lifescience.roche.com/shop/products/cdna-synthesis-system). cDNA

was sequenced on the device Ion Torrent and cDNA library was created using software Mira.

Search of antimicrobial peptide sequences in the cDNA library was done using Blast software

and previously published C. vicina AMPs as queries. Alignment method: compositional matrix

adjust [41]. In the analysis were used sequences with 70–100% similarity (P<0.001).

Antimicrobials

The following commercial preparations were used as reference antibiotics in the experiments:

meropenem trihydrate from carbopenems (AstraZeneca), third generation cephalosporin

sodium cefotaxime (Abolmed), naturally occurring polypeptide polymyxin B sulfate (Appli-

chem) and glycopeptide vancomycin (Kraspharma). The antibiotics were dissolved in sterile

deionized water in concentration 1 mg/ml, aliquoted in 0.05 ml volumes and kept at -70˚C

until use.

Bacteria

Escherichia coli ATCC 25922 and NCTC 13353 strains as well as a series of clinical strains of

Staphylococcus aureus and Acinetobacter baumannii have been used as model biofilm forming

bacteria. The annotated genome assembly of E. coli ATCC 25922 and NCTC 13353 strains are

available under the links http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP009072 and http://www.

ebi.ac.uk/ena/data/view/ERS530434 respectively. A. baumannii 28 genome is sequenced and

deposited in Genbank (Acc.№NZ_MAFT00000000.1) and available under the link https://

www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_MAFT00000000. The strain genome sequencing predicts

resistance to aminoglycosides, beta-lactams and chloramphenicol. The clinical strains origi-

nate from the surgery clinic of the Kirov Military Medical Academy (St. Petersburg, Russia),

except for the strains of A. baumannii 28 and S. aureus 203 originating from the collection of

Northwestern State Medical Mechnikov University and Institute of Experimental Medicine

(St. Petersburg, Russia), respectively. E. coli D31 andMicrococcus luteus A270 strains routinely
employed in insect AMP studies were obtained from the Institute of Genetics and Molecular

and Cellular Biology (France) and used for the complex AMPs characterization. Profiles of the

clinical strains’ antibiotic resistance were determined as recommended (National Committee

for Clinical Laboratory Standards, 2003. Performance Standards for Antimicrobial Disk Sus-

ceptibility Tests. Approved standard M2-A8. NCCLS, Wayne, PA). The strains were classified

as susceptible, intermediate or resistant to the antibiotic tested by disc diffusion method. To

test resistance profiles of A. baumannii strains the following antibiotics were used: amikacin,

gentamicin, imipenem, meropenem, cefepime, cefoperazone, cefotaxime, ceftazidime, cipro-

floxacin (Oxoid, Great Britain). The strain 143 was found resistant to all antibiotics tested

except amikacin, which was intermediately effective. The strain 149.2 demonstrated resistance

to cefoperazone, cefotaxime, ceftazidime, intermediate resistance to cefepime and sensitivity

to the rest of antibiotics. S. aureus profiles were tested against amikacin, penicillin, vancomy-

cin, gentamicin, doxycycline, azithromycin, clindamycin, chloramphenicol, netilmicin,
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Анализ транскриптома
Иммунный ответ, приводящий к резкой активации биосинтеза AMП, был индуцирован у личинок 
в состоянии диапаузы через 1 неделю после окончания периода кормления в соответствии с 
процедурой, описанной в разделе «Приготовление комплекса АМП C. vicina». Через 18 часов, 
когда титр AMП в гемолимфе достигал максимума [35], личинок замораживали в жидком азоте 
и измельчали. Выделение тотальной РНК проводили с использованием реагента TRIzol® в 
соответствии с протоколом производителя (https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/
trizol_reagent.pdf). Полученную тотальную РНК использовали для синтеза кДНК с использованием 
системы синтеза кДНК Roche (https://lifescience.roche.com/shop/products/cdna-synthesis-
system). кДНК секвенировали на устройстве Ion Torrent, а база данных кДНК была создана с 
использованием программного обеспечения Mira. Поиск последовательностей антимикробных 
пептидов в базе данных кДНК проводили с использованием программного обеспечения Blast, а 
также в ранее описанных АМП C. vicina путем запросов. Метод выравнивания: корректировка 
композиционной матрицы [41]. В анализе использовались последовательности с 70–100%-м 
сходством (Р <0,001).

Антимикробные препараты
В эксперименте в качестве препаратов сравнения использовались следующие антибиотики 
серийного производства: карбопенем меропенема тригидрат (AstraZeneca), цефалоспорин 
третьего поколения цефотаксим натрия (Abolmed), природный полипептид полимиксина B 
сульфат (Applichem) и гликопептид ванкомицин («Красфарма»). Антибиотики растворяли в 
стерильной деионизированной воде в концентрации 1 мг/мл, делили на аликвоты объемом по 
0,05 мл и хранили при –70 °С до использования.

Бактерии
В качестве моделей бактерий, образующих биопленку, были использованы штаммы Escherichia 
coli ATCC 25922 и NCTC 13353, а также ряд клинических штаммов Staphylococcus aureus и 
Acinetobacter baumannii. Описание геномной сборки штаммов ATCC 25922 и NCTC 13353 E. 
coli с комментариями доступно по ссылкам https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP009072 и 
https://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/ERS530434, соответственно. Геном штамма A. baumannii 
28 секвенирован и депонирован в базе данных GenBank (№ NZ_MAFT00000000.1) и доступен 
по ссылке https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_MAFT00000000. Секвенирование гена 
штамма позволяет спрогнозировать резистентность к аминогликозидам, бета-лактамам 
и хлорамфениколу. Клинические штаммы получены из хирургической клиники Военно-
медицинской академии им. С. М. Кирова (Санкт-Петербург, Россия), за исключением штаммов 
A. baumannii 28 и S. aureus 203, полученных из коллекции Северо-Западного государственного 
медицинского университета им. И. И. Мечникова и Института экспериментальной медицины 
(Санкт-Петербург, Россия), соответственно. Штаммы E. coli D31 и Micrococcus luteus A270, 
обычно используемые в исследованиях АМП насекомых, были получены из Института генетики 
и молекулярной и клеточной биологии (Франция) и использованы для описания характеристик 
AMП комплекса. Профили антибиотикорезистентности клинических штаммов определялись 
в соответствии с рекомендациями (Национальный комитет по клиническим лабораторным 
стандартам, 2003. Стандарты проведения дисковых тестов на антимикробную чувствительность. 
Утвержденный стандарт M2-A8. НККЛС, Уэйн, штат Пенсильвания). По результатам 
исследования диско-диффузионным методом штаммы классифицировали как чувствительные, 
умеренно резистентные или резистентные к тому или иному антибиотику. Для тестирования 
резистентных профилей штаммов A. baumannii использовались следующие антибиотики: 
амикацин, гентамицин, имипенем, меропенем, цефепим, цефоперазон, цефотаксим, 
цефтазидим, ципрофлоксацин (Oxoid, Великобритания). Штамм 143 был устойчив ко всем 
антибиотикам, за исключением амикацина, к которому он был умеренно резистентен. Штамм 
149.2 показал резистентность к цефоперазону, цефотаксиму, цефтазидиму, промежуточную 
резистентность к цефепиму и чувствительность к остальным антибиотикам. Были изучены 
профили S. aureus в отношении амикацина, пенициллина, ванкомицина, гентамицина, 
доксициклина, азитромицина, клиндамицина, хлорамфеникола, нетилмицина, оксациллина, 



oxacillin, cefazolin, ciprofloxacin, fusidic acid, linezolid (Oxoid, Great Britain). The strain 203

was found sensitive to all tested antibiotics while strain 73.1 showed resistance to azithromycin

only. Moreover, serial microdilution tests demonstrated sensitivity to polymyxin B in all A.
baumannii and E. coli strains used in experiments.

Antibacterial activity assays

Solid growth inhibition assay. Standard plate-growth inhibition assay was employed for

identification and relative quantification of the complex active compounds. The method was

essentially the same as the one previously described [30]. E. coli D31 andM. luteus A270 cul-
tures were grown in LB liquid nutrient medium (Invitrogen) for 18–20 hours at 37˚C. Sterile

Petri dishes (9 cm in diameter) were filled with 7.5 mL of LB medium supplemented with 12g/

L agarose (Invitrogen). 4 x 106 CFU/dish test microorganisms measured by OD were inocu-

lated into the warm medium. The analytes were dissolved in 20 μl of deionized sterile water

and 2 μl aliquot of the solution was applied onto a solid medium surface. The diameter of the

growth inhibition zone was measured after 24-hour incubation at 37˚C and the inhibition

zone area was calculated and used for relative quantification of the AMP anti-M. luteus and
anti-E. coli activity.

Liquid growth inhibition assay. The standard microdilution method was carried out for

MIC determination with LB broth (Invitrogen), as recommended (Clinical Laboratory Stan-

dards Institute, 2015. Methods for dilution antimicrobial susceptibility tests for bacteria that

grow aerobically. Approved Standard, 10th edition, M07-A10. CLSI, Wayne, PA). Briefly, indi-

vidual wells of a 96-well tissue culture plate (Sarstedt, Newton, NC) containing 100 μl of liquid
nutrient medium LB (Invitrogen) with doubling antibiotic dilutions were inoculated with

approximately 5 x 105 CFU/mL of test bacteria. The initial inoculum was grown on the solid

LB agar nutritive medium (Invitrogen), individual colonies were picked up, transferred into

liquid medium (Luria broth base, 25 g/L) and incubated overnight at 37˚C. Microtiter plates

were incubated for 20 hours at 37˚C.

Biofilm formation

Preparation of 24-h old biofilm corresponds to the procedures outlined by Christensen et al.
[42]. In brief, bacteria were cultured in 5 ml of LB liquid nutrient medium (Invitrogen) for 18–

20 hours at 37˚C. Overnight cultures were adjusted 5x105 CFU/ml test microorganisms mea-

sured by OD. One hundred microliter aliquots of the diluted bacterial suspension were inocu-

lated into each well of a 96-well flat-bottomed polystyrene plate (Sarstedt AG & Co., Newton,

NC) and incubated in a humidified incubator for 24 h at 37˚C. The negative control was LB

liquid nutrient medium.

Crystal violet assay has been employed to visualize and quantify biofilm formation capacity

of bacteria as recommended [43]. Bacteria were incubated 24 h in the 96-well plates, washed

out of culture medium and stained by crystal violet as described in the section Biofilm eradica-

tion assay. Optical density in the well has been used as a measure of biofilm thickness. Each

experiment was performed in 8 replicates.

Biofilm microscopic visualization

Coverslip 24x24 mm (Thermo Fisher Scientific Gerhard Menzel B.V. & Co. KG, Braun-

schweig, Germany) was placed in each well of 6-well tissue culture microtitre plate (Falcon,

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, NJ, USA). The wells were filled with 2.8 mL of

bacterial suspension prepared as mentioned above and the plates were incubated 24 hours at

37˚C. Then the 24-hour biofilms were washed three times with 3 mL of sterile physiological
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цефазолина, ципрофлоксацина, фузидовой кислоты, линезолида (Oxoid, Великобритания). 
Штамм 203 был чувствителен ко всем протестированным антибиотикам, тогда как штамм 73.1 
показал резистентность только к азитромицину. Кроме того, исследования методом серийных 
микроразведений показали чувствительность к полимиксину В всех штаммов A. baumannii и E. 
coli, используемых в экспериментах.

Оценка антибактериальной активности
Анализ ингибирования роста на твердой среде. Для идентификации и относительной 

количественной оценки активных соединений комплекса использовали стандартный метод 
подавления роста в чашке Петри. Метод был по существу таким же, как описанный ранее [30]. 
Культуры E. coli D31 и M. luteus A270 выращивали в жидкой питательной среде LB (Invitrogen) 
в течение 18–20 часов при температуре 37 °C. Стерильные чашки Петри (диаметром 9 см) 
заполняли 7,5 мл среды LB, дополненной 12 г/л агарозы (Invitrogen). 4 × 106 КОЕ исследуемых 
микроорганизмов на чашку, измеренных по оптической плотности (OD), инокулировали в теплую 
среду. Аналиты растворяли в 20 мкл деионизированной стерильной воды и аликвоты раствора 
объемом по 2 мкл наносили на поверхность твердой среды. Диаметр зоны ингибирования 
роста измеряли после 24-часовой инкубации при 37 °С, зона ингибирования рассчитывалась и 
использовалась для относительной количественной оценки активности действия АМП против 
M. luteus и Е. coli.

Анализ ингибирования роста в жидкой среде. Для определения МИК применяли 
стандартный метод микроразведений с использованием среды LB (Invitrogen) согласно 
рекомендациям (Институт клинических лабораторных стандартов, 2015 г.). Методы разведения 
для определения антимикробной чувствительности аэробных бактерий. Утвержденный 
стандарт, 10-е издание, M07-A10. НККЛС, Уэйн, Пенсильвания). В каждую лунку 96-луночного 
плоскодонного планшета (Sarstedt, Ньютон, штат Северная Каролина), содержащего 100 мкл 
жидкой питательной среды LB (Invitrogen) с двойными разведениями антибиотика, инокулировали 
приблизительно 5 × 105 КОЕ/мл исследуемых бактерий. Исходный инокулят выращивали на 
твердой питательной агарной среде LB (Invitrogen), отдельные колонии собирали, переносили в 
жидкую среду (основа для приготовления среды LB, 25 г/л) и инкубировали в течение ночи при 
37 °C. Планшеты  для микротитрования инкубировали в течение 20 часов при 37 °С.

Формирование биопленки
Приготовление суточных биопленок проводилось в соответствии с процедурой, описанной 
ранее Christensen et al. [42]. Бактерии культивировали в 5 мл жидкой питательной среды LB 
(Invitrogen) в течение 18–20 часов при 37 °C. Культуры, выдержанные в течение ночи, разводили 
до концентрации 5 × 105 КОЕ/мл тестируемых микроорганизмов, измеренной по OD. В каждую 
лунку 96-луночного плоскодонного планшета (Sarstedt AG & Co., Ньютон, штат Северная 
Каролина) инокулировали аликвоты разведенной бактериальной суспензии объемом по 100 мл 
и инкубировали во влажной камере в течение 24 часов при 37 °C. Отрицательным контролем 
служила жидкая питательная среда LB.
Для визуализации и количественного определения образованной биопленки проводился 
анализ с кристаллическим фиолетовым в соответствии с рекомендациями [43]. Бактерии 
инкубировали в течение 24 часов на 96-луночных планшетах, отмывали от культуральной среды 
и окрашивали кристаллическим фиолетовым, как описано в разделе «Тест на эрадикацию 
биопленки». Оптическая плотность использовалась как мера толщины биопленки. Каждый 
эксперимент выполнялся по восемь раз.

Микроскопическая визуализация биопленки
Покровное стекло размером 24 × 24 мм (Thermo Fisher Scientific Gerhard Menzel B.V. & Co. KG, 
Брауншвейг, Германия) помещали в каждую лунку 6-луночного микротитровального планшета 
(Falcon, Becton Dickinson Labware, Франклин Лейкс, штат Нью-Джерси, США). Лунки заполняли 
2,8 мл бактериальной суспензии, приготовленной как указано выше, и инкубировали 24 
часа при 37 °С. Затем суточные биопленки трижды промывали 3 мл стерильного буферного 
физиологического раствора (PBS) для удаления неприкрепленных бактерий и заполняли свежей 



buffered saline (PBS) to remove unattached bacteria and filled with fresh culture medium

(control) or the medium supplemented with 4 mg/mL of FLIP7. The plates were incubated for

another 24 hours at 37˚C. Then coverslips were removed from the wells, washed in PBS, placed

on a glass slide upside down and photographed through a Leica DMI 2500 microscope (Leica

Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany), Nomarski optics x 400 and x 1000.

TTC cell killing assay

We used colorimetric antimicrobial susceptibility test which can measure the antimicrobial

susceptibility of biofilmed bacteria [44]. This method uses trimethyl tetrazolium chloride

(TTC) as an indicator of viable bacteria and is comprised of the following steps: preparation of

a 24-h old biofilm, treatment with the antimicrobial agent, addition of 0.02% TTC and mea-

surement of TTC absorbance at 540 nm. Since reduction of TTC by viable bacteria produces

red formazan, bacterial growth inhibition can be measured quantitatively by colorimetric

absorbance at 540 nm. The 24-h biofilms in a 96-well tissue culture microtitre plates were

washed three times with 200 μL of sterile physiological buffered saline (PBS) solutions to

remove unattached bacteria and air-dried. Serial two-fold dilutions of antimicrobials were pre-

pared. 100 μL of each concentration was added to each corresponding well and plates were

incubated 24 h at 37˚C in a humidified incubator. After incubation, 11 μl of 0.2% TTC (Len-

reactive, Russia) was added to a final concentration of 0.02%. After 1 h incubation at 37˚C, the

OD540 was measured on the Epoch microplate reader (BioTek). The mean OD540 value of 48-h

biofilmed cells without treatment with the antimicrobial agent was set as the control. Each

experiment was performed in triplicate. Then, the minimum biofilm inhibitory concentration

(MBIC) was determined as the lowest concentration of drug that resulted in a mean % value

less than 100%.

Crystal violet biofilm eradication assay

Biofilm eradication assays were performed using a previously described method with some

modifications [43]. The 24-h biofilms in a 96-well tissue culture microtitre plates were washed

three times with 200 μL of sterile PBS solutions and air-dried. Serial two-fold dilutions of anti-

microbials were prepared. 100 μL of each concentration was added to each corresponding well

and plates were incubated 24 h at 37˚C. After the incubation, the waste media was removed

and plates were washed three times with 200 μL PBS solutions, air-dried and stained with crys-

tal violet 0.1% (in water) (Lenreactiv, Russia) for exactly 2 min. The stained biofilms were

washed three times with 200 μL PBS solutions, air-dried and solubilised with 200 μL 95% etha-

nol for 1 h. Then the biofilm cell-associated dye was measured at OD570 using the Epoch

reader (BioTek). Each experiment was performed in triplicate. The minimum biofilm eradica-

tion concentration (MBEC) was assessed with MBEC50 and MBEC90, which is the concentra-

tion of drugs decreasing crystal violet binding in preformed biofilms, by 50% and 90%,

respectively.

Cytotoxicity assay

Human mononuclear leukocytes (lymphocytes and monocytes) have been used as a model for

FLIP7 cytotoxicity assessment. The cells were isolated from donor venous blood by means of

BD Vacutainer1 CPT (BD Biosciences) as recommended by the manufacturer, and trans-

ferred to RPMI culture medium enriched with glutamine, 10% fetal calf serum and antibiotic

antimycotic solution A5955 (Sigma-Aldrich). Lyophilized FLIP7 was diluted in the culture

medium, passed through the filter 0.45 μm and introduced into the medium a final concentra-

tion 0.5, 5 and 10 mg/mL. Then, the number of lymphocytes and monocytes differentially

Antimicrobial peptides in the fighting of antibiotic resistant biofilms

PLOSONE | DOI:10.1371/journal.pone.0173559 March 9, 2017 6 / 19

Антимикробные пептиды в борьбе с  антибиотикорезистентными биопленками

культуральной средой (контроль) или средой, дополненной 4 мг/мл пептидного комплекса 
FLIP7. Планшеты инкубировали еще 24 часа при 37 °С. Затем покровные стекла извлекали из 
лунок, промывали в PBS, помещали на предметное стекло вверх дном и фотографировали с 
помощью микроскопа Leica DMI 2500 (Leica Microsystems GmbH, Вецлар, Германия) и оптики 
Номарского с увеличением × 400 и × 1000.

Тест на уничтожение клеток с ТТХ
Мы использовали колориметрический тест на чувствительность к антимикробным препаратам, 
позволяющий измерить антимикробную чувствительность бактериальных биопленок [44]. 
При этом методе используется триметилтетразолий-хлорид (ТТХ) в качестве индикатора 
жизнеспособности бактерий, исследование состоит из следующих этапов: приготовление 
суточной биопленки, обработка антимикробным агентом, добавление 0,02% ТТХ и измерение 
поглощения ТТХ при 540 нм. Поскольку восстановление TTХ жизнеспособными бактериями 
приводит к образованию красного формазана, ингибирование роста бактерий можно 
количественно измерить путем колориметрической абсорбции при 540 нм. 24-часовые 
биопленки в 96-луночных микротитровальных планшетах трижды промывали 200 мкл 
стерильного буферного физиологического раствора (PBS) для удаления неприкрепленных 
бактерий и высушивали на воздухе. Приготавливали последовательные двукратные 
разведения антимикробных препаратов. В каждую лунку добавляли 100 мкл соответствующей 
концентрации и инкубировали планшеты в течение 24 ч при 37 °С во влажной камере. После 
инкубации добавляли 11 мкл 0,2% TTХ (Ленреактив, Россия) до конечной концентрации 0,02%. 
После инкубации в течение 1 часа при 37 °C измерялась OD540 на автоматическом фотометре 
для микропланшетов Epoch (BioTek). В качестве контроля применяли среднее значение OD540 
48-часовых биопленок без обработки антимикробным препаратом. Каждый эксперимент 
повторяли три раза. Затем минимальная концентрация, подавляющая образование биопленки 
(MBIC) определялась как самая низкая концентрация лекарственного средства, приводящая к 
среднему процентному значению менее 100%.

Тест на эрадикацию биопленкис кристаллическим фиолетовым
Тест на эрадикацию биопленки выполнялся аналогично ранее описанному методу с 
некоторыми модификациями [43]. 24-часовые биопленки в 96-луночных микротитровальных 
планшетах трижды промывали 200 мкл стерильного раствора PBS и высушивали на воздухе. 
Получали последовательные двукратные разведения антимикробных препаратов. В каждую 
лунку добавляли 100 мкл соответствующей концентрации и инкубировали в течение 24 ч при 
37 °С. После инкубации отработанную среду удаляли, а планшеты трижды промывали 200 мкл 
раствора PBS, высушивали на воздухе и окрашивали 0,1% кристаллического фиолетового в 
воде (Ленреактив, Россия) строго в течение 2 мин. Окрашенные биопленки трижды промывали 
200 мкл раствора PBS, высушивали на воздухе и растворяли в 200 мкл 95% этанола в течение 1 
часа. Затем связанный с клетками биопленки краситель измеряли при OD570 с использованием 
фотометра Epoch (BioTek). Каждый эксперимент повторяли три раза. Минимальную 
эрадикационную концентрацию для биопленки (MBEC) определяли как MBEC50 и MBEC90, 
что соответствует концентрации препарата, уменьшающей связывание кристаллического 
фиолетового в предварительно сформированных биопленках на 50% и 90%, соответственно.

Тест на цитотоксичность
В качестве модели для оценки цитотоксичности FLIP7 использовались мононуклеарные 
лейкоциты человека (лимфоциты и моноциты). Клетки были выделены из донорской 
венозной крови с помощью пробирок BD Vacutainer® CPT (BD Biosciences) в соответствии с 
рекомендациями производителя и перенесены в культуральную среду RPMI, обогащенную 
глутамином, 10% эмбриональной телячьей сывороткой и антибиотическим антимикотическим 
раствором A5955 (Sigma-Aldrich). Лиофилизированный FLIP7 растворяли в культуральной 
среде, пропускали через фильтр 0,45 мкм и вводили в среду в конечной концентрации 0,5, 5 
и 10 мг/мл. Затем подсчитывали количество лимфоцитов и моноцитов, дифференцированно 
окрашенных аннексином V (маркер апоптоза) и йодистым пропидием (PI, маркер некроза), 



stained with annexin V (apoptosis marker) and propidium iodide (PI, necrosis marker) was

counted using a standard flow cytometry Annexin-V-FITC binding assay according to the

manufacturer’s instructions (BioRad ANNEXIN V KIT). Analyses were performed by BD

FACSAria III flow cytometer (530/30nm and 616/23nm filters) with BD FACSDiva software.

The cells were divided into the following categories:

• Normal (undamaged) cells (annexin V and PI double negative)

• Apoptotic (annexin V positive)

• Necrotic (annexin V negative, PI positive)

Each experiment included 6 independent replications. Average numbers of apoptotic and

necrotic cells per 100 gated cells were used as a quantitative indicator of FLIP7 toxicity.

Statistical methods

MIC, MBIC and MBEC values (mean ± standard error) were calculated by means of the

Primer of Biostatistics software, version 4.03. Statistical significance of the differences was ana-

lyzed by ANOVA considering P values<0.05 as significant.

Results

Biofilm forming capacity of tested bacteria

To visualize and quantify the ability of bacteria to form biofilms, the standard crystal violet

staining method has been employed. All the studied bacteria were able to form detectable bio-

films on the plastic surface, but a one-day biofilm thickness measured in units of crystal violet

optical density varied from strain to strain (Table 1). Maximal ability to form biofilms was

detected in E. coli ATCC 25922 and S. aureus 203 strains.

Microscopic visualization of biofilm formation and FLIP7 anti-biofilm
effect

The biofilm formation was also analyzed by light microscopy using A. baumannii 28, E. coli
ATCC 25922 and S. aureus 203 strains, which demonstrated high biofilm formation capacity

in crystal violet assay. All three strains formed dense biofilms containing live bacteria attached

to the glass surface (Fig 1). The appearance of FLIP7 treated biofilms differed sharply from

Table 1. Biofilm formation capacity of tested bacteria (crystal violet assay).

Bacteria Strain characteristics Optical density A570 nm, units P* Biofilm formation capacity

Control 1 day biofilm

E. coli ATCC 25922 Antibiotic sensitive 0.1 ± 0.002 0.7 ± 0.05 <0.001 High

E. coli NCTC 13353 Beta-lactamase producing 0.1 ± 0.004 0.1 ± 0.03 0.17 Low

S. aureus 203 Antibiotic sensitive 0.1 ± 0.002 1.1 ± 0.08 <0.001 High

S. aureus 73.1 Azitromycin resistant 0.1 ± 0.01 0.3 ± 0.03 0.03 Intermediate

A. baumannii 28 Antibiotic multiresistant 0.1 ± 0.002 0.6 ± 0.04 <0.001 High

A. baumannii 143 Antibiotic multiresistant 0.1 ± 0.01 0.26 ± 0.03 0.02 Intermediate

A. baumannii 149.2 Antibiotic multiresistant 0.1 ± 0.01 0.8 ± 0.09 0.002 High

*P–statistical significance of differences in optical density compared to control wells without added bacteria. Each test consisted of 3 independent

measurements.

doi:10.1371/journal.pone.0173559.t001
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путем стандартного проточного цитометрического анализа Annexin-V-FITC в соответствии с 
инструкциями производителя (BioRad ANNEXIN V KIT). Анализ проводили с помощью проточного 
цитометра BD FACSAria III (фильтры 530/30 нм и 616/23 нм) с программным обеспечением BD 
FACSDiva.
Клетки были разделены на следующие категории:
• Нормальные (неповрежденные) клетки (двойное отрицательное связывание с аннексином 

V и PI)
• Апоптозные (положительное связывание с аннексином V)
• Некротические (отрицательное связывание с аннексином V, положительное — с PI)

Каждый эксперимент включал шесть независимых повторений. Среднее количество 
апоптозных и некротических клеток на 100 гейтированных клеток использовалось как 
количественный показатель токсичности FLIP7.

Статистические методы
Значения МИК, MBIC и MBEC (среднее ± стандартная ошибка) были рассчитаны с помощью 
программного обеспечения Primer of Biostatistics, версия 4.03. Статистическую значимость 
различий анализировали с помощью дисперсионного анализа, результаты считались 
достоверными при Р <0,05.

Результаты
Способность исследуемых бактерий к формированию биопленки 
Для визуализации и количественной оценки способности бактерий образовывать биопленки 
применялся стандартный метод окрашивания кристаллическим фиолетовым. Все исследуемые 
бактерии могли образовывать различимые биопленки на пластиковой поверхности, но толщина 
суточной биопленки, измеренная с помощью кристаллического фиолетового в единицах 
оптической плотности, варьировала в зависимости от штамма (таблица 1). Максимальная 
способность к образованию биопленок была обнаружена в штаммах E. coli ATCC 25922 и S. 
aureus 203.

Микроскопическая визуализация образования биопленки и активность 
FLIP7 против биопленок
Формирование биопленки также изучали с помощью световой микроскопии с использованием 
штаммов A. baumannii 28, E. coli ATCC 25922 и S. aureus 203, которые показали высокую 
способность образования биопленки в анализе с кристаллическим фиолетовым. Все три 
штамма образовывали плотные биопленки, содержащие живые бактерии, прикрепленные к 
поверхности стекла (рис. 1).

Таблица 1. Способность исследуемых бактерий к образованию биопленки (анализ с кристаллическим фиолетовым)

Бактерии Характеристики штамма

Оптическая плотность 
А570 нм, ед. Р* Способность к формированию 

биопленки

Контроль 1-суточная 
биопленка

E. coli ATCC 25922 Чувствительность к антибиотикам 0,1 ± 0,002 0,7 ± 0,05 <0,001 Высокая

E. coli NCTC 13353 Производство бета-лактамазы 0,1 ± 0,004 0,1 ± 0,03 0,17 Низкая

S. aureus 203 Чувствительность к антибиотикам 0,1 ± 0,002 1,1 ± 0,08 <0,001 Высокая

S. aureus 73.1 Резистентность к азитромицину 0,1 ± 0,01 0,3 ± 0,03 0,03 Средняя

A. baumannii 28 Мультирезистентность к антибиотикам 0,1 ± 0,002 0,6 ± 0,04 <0,001 Высокая

A. baumannii 143 Мультирезистентность к антибиотикам 0,1 ± 0,01 0,26 ± 0,03 0,02 Средняя

A. baumannii 149.2 Мультирезистентность к антибиотикам 0,1 ± 0,01 0,8 ± 0,09 0,002 Высокая

* P — статистическая значимость различий в оптической плотности по сравнению с контрольными лунками без добавленных бактерий. Каждый тест состоял из трех 
независимых измерений.

doi:10.1371/journal.pone.0173559.t001



Fig 1. Photomicrographs of biofilms formed by three bacterial strains in normal conditions and in the
presence of FLIP7. A. baumannii 28, E. coli ATCC 25922 and S. aureus 203 biofilms grown as described in
Materials and Methods section were incubated 24 hours in the culture medium (control) or the medium
supplemented with 4 mg/mL of FLIP7 and photographed using Nomarski optics at 400-fold and 1000-fold
(inset) magnification. All three strains formed dense biofilms containing live bacteria attached to the glass
surface (control). At the same time, FLIP7 presence in the medium led to the destruction of the biofilm, in the
remains of which are visible mainly cells that have lost their characteristic shape.

doi:10.1371/journal.pone.0173559.g001
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КОНТРОЛЬ FLIP7

Рис. 1. Микрофотографии биопленок, образованных тремя бактериальными штаммами в нормальных 
условиях и в присутствии FLIP7. A. baumannii 28, E. coli ATCC 25922 и S. aureus 203, выращенные, как описано в 
разделе «Материалы и методы», инкубировали 24 часа в культуральной среде (контроль) или среде, дополненной 
4 мг/мл FLIP7, и фотографировали с использованием оптики Номарского с 400-кратным и 1000-кратным (врезка) 
увеличением. Все три штамма образовывали плотные биопленки, содержащие живые бактерии, прикрепленные 
к поверхности стекла (контроль). В то же время присутствие FLIP7 в среде привело к разрушению биопленки, в 
остатках которой видны главным образом клетки, которые потеряли свою характерную форму.

doi: 10.1371 / journal.pone.0173559.g001



that of the normal state. Remains of biofilms turned into formless detritus and the few remain-

ing bacterial cells resembled the cells treated with membrane-acting peptides [45, 46].

The impact of FLIP7 and conventional antibiotics on the viability of
planktonic cultures and biofilms

Comparison of the sensitivity of bacteria living in planktonic and biofilm forms to FLIP7 and

reference antibiotics has been made by means of standard TTC cell viability assay (Table 2).

Reference antibiotics were selected for each strain based on its antibiotic resistance profile

described in Materials and Methods section. All tested materials demonstrated anti-biofilm

activity quantitatively characterized by MBIC90 value. However, MBIC90/MIC ratio demon-

strates the resistance growth variation depending on the biofilm-forming bacteria features. In

E.coli strains resistance to FLIP7 grew from 3.3 to 10.3 times (6.8 ± 3.5 in average) whereas

resistance to reference antibiotics increased 24–40 (31.4 ± 3.4) times. In S. aureus biofilms

FLIP7 resistance growth was even less significant: 0.9–2.3 times (1.6 ± 0.7) as compared to

planktonic forms while meropenem resistance growth varied in broad range from 3.6 to>167

times. Resistance in A. baumanii biofilms grew from 18 to 51 times (33 ± 9.64 in average) to

FLIP7 and 43 to 667 times to polymyxin B. Since both polymyxin B and FLIP7 active

Table 2. Planktonic and biofilm bacteria sensitivity to FLIP7 and reference antibiotics (TTC assay).

Strain Planktonic bacteria MIC, μg/mL Biofilm bacteria MBIC90, μg/mL P* MBIC90/ MIC ratio

E. coli ATCC 25922

FLIP7 500 ± 0.00 1667 ± 88 <0.001 3.3

Cefotaxime 0.125 ± 0.00 3 ± 0.7 0.005 24

Meropenem 0.03 ± 0.00 0.9 ± 0.3 <0.001 30

Polymyxin 0.5 ± 0.00 12.3 ± 0.3 <0.001 24.6

E. coli NCTC 13353

FLIP7 250 ± 0.00 2567 ± 617 0.02 10.3

Meropenem 0.06 ± 0.00 2.3 ± 0.9 0.073 38.3

Polymyxin 1.3 ± 0.3 52 ± 14 0.022 40.0

S. aureus 203

FLIP7 667 ± 167 1543 ± 137 0.015 2.3

Meropenem 0.03 ± 0.005 >5 >167
Vancomycin 0.5 ± 0.00 25± 13 0.134 50

S. aureus 73.1

FLIP7 8000 ± 0.00 7333 ± 167 0.016 0.9

Meropenem 0.08 ± 0.00 0.29 ± 0.08 0.06 3.6

A. baumannii 28

FLIP7 125 ± 0.00 6433 ± 1417 0.011 51

Polymyxin B 0.4 ± 0.1 267 ± 67 0.016 667

A. baumannii 143

FLIP7 125 ± 0.00 3767 ± 33 <0.001 30

Polymyxin B 0.25 ± 0.00 >20 >80
A. baumannii 149.2

FLIP7 416 ± 83 7600 ± 306 <0.001 18

Meropenem 0.5 ± 0.00 1.5 ± 0.06 <0.001 3

Polymyxin B 0.7 ± 0.2 30.3 ±6.2 0.009 43

*Each test consisted of 3 independent measurements

doi:10.1371/journal.pone.0173559.t002
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Внешний вид обработанных FLIP7 биопленок резко отличался от их обычного состояния. Остатки 
биопленок превратились в бесформенный детрит, а несколько оставшихся бактериальных 
клеток напоминали клетки, обработанные мембрано-активными пептидами. [45, 46].

Влияние FLIP7 и традиционных антибиотиков на жизнеспособность 
планктонных культур и биопленок 
Сравнение чувствительности бактерий в форме планктона и в форме биопленки к FLIP7 и 
антибиотикам сравнения проводилось с помощью стандартного теста на жизнеспособность 
клеток с TTХ (таблица 2). Указанные антибиотики были выбраны для каждого штамма на 
основании его профиля антибиотикорезистентности, описанного в разделе «Материалы и 
методы». Все исследованные материалы продемонстрировали антибиопленочную активность, 
которую можно количественно выразить значением MBIC90. Однако соотношение MBIC90/МИК 
демонстрирует вариации роста резистентности в зависимости от особенностей бактерий, 
формирующих биопленки. У штаммов E. coli устойчивость к FLIP7 возрастала с 3,3 до 10,3 
раза (в среднем 6,8 ± 3,5), тогда как резистентность к антибиотикам сравнения увеличивалась 
в 24–40 (31,4 ± 3,4) раза. В биопленках S. aureus рост резистентности к FLIP7 был еще менее 
значительным: 0,9–2,3 раза (1,6 ± 0,7) по сравнению с планктонными формами, в то время 
как рост резистентности к меропенему варьировал в широком диапазоне от 3,6 до >167 раз. 
Резистентность биопленок A. baumanii выросла с 18 до 51 раз (в среднем 33 ± 9,64) к FLIP7 
и с 43 до 667 раз к полимиксину B. Поскольку активные компоненты как полимиксина B, так 

Таблица 2. Чувствительность планктонных бактерий и биопленок к FLIP7 и антибиотикам сравнения (анализ с ТТХ)
Штамм МИК планктонных бактерий, 

мкг/мл
MBIC90 биопленочных 

бактерий, мкг/мл
Р* Соотношение MBIC90/МИК

E. coli ATCC 25922

FLIP7 500 ± 0,00 1667 ± 88 <0,001 3,3

Цефотаксим 0,125 ± 0,00 3 ± 0,7 0,005 24

Меропенем 0,03 ± 0,00 0,9 ± 0,3 <0,001 30

Полимиксин 0,5 ± 0,00 12,3 ± 0,3 <0,001 24,6

E. coli NCTC 13353

FLIP7 250 ± 0,00 2567 ± 617 0,02 10,3

Меропенем 0,06 ± 0,00 2,3 ± 0,9 0,073 38,3

Полимиксин 1,3 ± 0,3 52 ± 14 0,022 40,0

S. aureus 203

FLIP7 667 ± 167 1543 ± 137 0,015 2,3

Меропенем 0,03 ± 0,005 >5 >167

Ванкомицин 0,5 ± 0,00 25± 13 0,134 50

S. aureus 73.1

FLIP7 8000 ± 0,00 7333 ± 167 0,016 0,9

Меропенем 0,08 ± 0,00 0,29 ± 0,08 0,06 3,6

A. baumannii 28

FLIP7 125 ± 0,00 6433 ± 1417 0,011 51

Полимиксин В 0,4 ± 0,1 267 ± 67 0,016 667

A. baumannii 143

FLIP7 125 ± 0,00 3767 ± 33 <0,001 30

Полимиксин В 0,25 ± 0,00 >20 >80

A. baumannii 149.2

FLIP7 416 ± 83 7600 ± 306 <0,001 18

Меропенем 0,5 ± 0,00 1,5 ± 0,06 <0,001 3

Полимиксин В 0,7 ± 0,2 30,3 ±6,2 0,009 43

* Каждый тест состоял из трех независимых измерений

doi:10.1371/journal.pone.0173559.t002



compounds belong to AMPs, this bacteria seems to form biofilms well adapted to AMPs attack

in contrast to E. coli and S. aureus. It is notable that beta-lactam antibiotic meropenem demon-

strated stronger anti-biofilm activity against A. baumannii and S. aureus 73.1 but not against
other bacteria.

FLIP7 and reference antibiotics comparative cell killing and biofilm
eradicating activities

Anti-biofilm activity of the materials was further studied by means of TTC and crystal violet

assays using E. coli ATCC 25922 and S. aureus 203 strains as models (Table 3). E. coli biofilms

demonstrated 6-time resistance growth to FLIP7 in comparison with planktonic culture

according to both cell viability TTC and biofilm eradicating crystal violet assays. Thus, these

two FLIP7 effects realized at the same concentration and with this point of view, they are

closely related. Cefotaxime and meropenem reduced biofilm thickness by 90% when applied

in a concentration 4 times greater than planktonic culture MIC, but it did not lead to bacteria

death. To kill 90% of bacteria it was necessary to increase their concentration in the 17–33

times. Polymyxin concentration destroying 90% of the bacteria in E. coli biofilm exceeded the

MIC of planktonic culture 50 times.

Experiment with S. aureus biofilm revealed even more remarkable difference between

FLIP7 and reference antibiotics. S. aureus biofilm resistance against FLIP7 in comparison with

planktonic culture grew less than 2 times according to both TTC and crystal violet assays. At

the same time the MBEC90 values of meropenem and vancomycin exceeded the maximum

definable level 167 and 83 times, respectively. Additionally, Table 3 contains MBEC50 values

demonstrating dramatic growth of S. aureus biofilm resistance to the reference antibiotics but

not to FLIP7.

Composition of FLIP7 antimicrobial peptides

Composition of FLIP7 AMPs was primarily characterized by combination of liquid chroma-

tography and solid growth inhibition assays (Fig 2). 1 mg of FLIP7 was fractionated by HPLC,

52 fractions collected with 1 min intervals were lyophilized and their antibacterial activities

were quantified through solid growth inhibition assay using planktonic cultures of Gram-

Table 3. FLIP7 and reference antibiotics effects on the E. coliATCC 25922 and S. aureus 203 biofilms cell viability and thickness.

Planctonic Biofilm cells viability* Biofilm thickness*

Strains MIC* (TTC assay) (Cristal violet assay)

μg/mL MBIC90 MBIC90/ MBEC50 MBEC50/ MBEC90 MBEC90/

μg/mL MIC μg/mL MIC μg/mL MIC

E. coli

FLIP7 667 ± 167 4100 ± 208 6.15 817 ± 60 1.2 4083± 1543 6.1

Cefotaxime 0.125 ± 0.00 4.17 ± 0.83 33.4 0.14 ± 0.03 1.1 0.53 ± 0.04 4.24

Meropenem 0.06 ± 0.00 1 ± 0.00 16.7 0.14 ± 0.01 2.3 0.24± 0.0006 4.0

Polymyxin 0.5 ± 0.00 24.7 ± 0.3 49.4 9.4 ± 0.3 18.8 14.3 ± 1.1 28.6

S. aureus

FLIP7 500 ± 0.00 933 ± 17 1.9 590 ± 105 1.2 973 ± 15 1.9

Meropenem 0.03 ± 0.00 >5 >167 3.5 ± 0.8 116.7 >5 >167
Vancomycin 0.6 ± 0.00 >50 >83 17.5 ± 5.1 29.2 >50 >83

*Each test consisted of 3 independent measurements

doi:10.1371/journal.pone.0173559.t003
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и FLIP7 представляют собой АМП, эти бактерии, по-видимому, образуют биопленки, хорошо 
приспособившиеся к воздействию AMП, в отличие от E. coli и S. aureus. Примечательно, что 
бета-лактамный антибиотик меропенем продемонстрировал более высокую активность против 
биопленок A. baumannii и S. aureus 73.1, но не против других бактерий.

Сравнительное влияние FLIP7 и антибиотиков сравнения на 
уничтожение клеток и эрадикацию биопленки
Антибиопленочная активность материалов дополнительно изучалась с помощью тестов с 
TTХ и кристаллическим фиолетовым с использованием в качестве моделей штаммов E. coli 
ATCC 25922 и S. aureus 203 (таблица 3). Биопленки E. coli продемонстрировали 6-кратный 
рост резистентности к FLIP7 по сравнению с планктонной культурой, как показали анализ 
жизнеспособности клеток с TTХ и тест на эрадикацию биопленкис кристаллическим фиолетовым. 
Таким образом, оба эффекта FLIP7 реализованы в одной и той же концентрации, и с этой точки 
зрения тесно связаны. Цефотаксим и меропенем уменьшали толщину биопленки на 90% при 
применении в концентрации, в 4 раза превышающей МИК для планктонной культуры, однако это 
не приводило к смерти бактерий. Чтобы уничтожить 90% бактерий, необходимо было увеличить 
концентрацию этих антибиотиков в 17–33 раза. Концентрация полимиксина, разрушающая 90% 
бактерий в биопленке E. coli, в 50 раз превышала МИК для планктонной культуры.

Эксперимент с биопленкой S. aureus показал еще более заметную разницу между 
FLIP7 и антибиотиками сравнения. Устойчивость биопленки S. aureus к FLIP7 по сравнению 
с планктонной культурой выросла менее чем в 2 раза по результатам тестов с ТТХ и 
кристаллическим фиолетовым. В то же время значения MBEC90 меропенема и ванкомицина 
превышали максимальный определимый уровень в 167 и 83 раза, соответственно. Кроме 
того, в таблице 3 приведены значения MBEC50, демонстрирующие резкий рост устойчивости 
биопленки S. aureus к указанным антибиотикам, но не к FLIP7.

Состав антимикробных пептидов FLIP7
Структура АМП FLIP7 первоначально описывалась при помощи комбинации методов 
жидкостной хроматографии и анализа ингибирования роста на твердой среде (рис. 2). 1 мг 
FLIP7 фракционировали с помощью ВЭЖХ; 52 фракции, собранные с интервалами в 1 мин, 
лиофилизировали и количественно оценивали их антибактериальную активность путем 
анализа ингибирования роста на твердой среде с использованием планктонных культур 
грамотрицательных бактерий E. coli D31 и грамположительных бактерий M. luteus A270 на 
твердой агаровой среде.

Таблица 3. Воздействие FLIP7 и антибиотиков сравнения на жизнеспособность клеток и толщину биопленок E. coli ATCC 25922 и S. aureus 203 

Планктонные Жизнеспособность клеток биопленки* Плотность биопленки*

Штаммы МИК* (анализ с ТТХ) (анализ с кристаллическим фиолетовым)

мкг/мл MBIC90 MBIC90/ MBEC50 MBEC50/ MBEC90 MBEC90/

мкг/мл МИК мкг/мл МИК мкг/мл МИК

E. coli

FLIP7 667 ± 167 4100 ± 208 6,15 817 ± 60 1,2 4083± 1543 6,1

Цефотаксим 0,125 ± 0,00 4,17 ± 0,83 33,4 0,14 ± 0,03 1,1 0,53 ± 0,04 4,24

Меропенем 0,06 ± 0,00 1 ± 0,00 16,7 0,14 ± 0,01 2,3 0,24± 0,0006 4,0

Полимиксин 0,5 ± 0,00 24,7 ± 0,3 49,4 9,4 ± 0,3 18,8 14,3 ± 1,1 28,6

S. aureus

FLIP7 500 ± 0,00 933 ± 17 1,9 590 ± 105 1,2 973 ± 15 1,9

Меропенем 0,03 ± 0,00 >5 >167 3,5 ± 0,8 116,7 >5 >167

Ванкомицин 0,6 ± 0,00 >50 >83 17,5 ± 5,1 29,2 >50 >83

* Каждый тест состоял из трех независимых измерений

doi:10.1371/journal.pone.0173559.t003



negative E. coli D31 and Gram-positiveM. luteus A270 bacteria embedded to solid agar

medium. The majority of anti-M. luteus activity was present in fractions 28 to 30, whereas

compounds active against E. coli were found in a broad range of fractions starting from 23 to

34. The active fractions distribution was essentially the same as described previously [30].

Anti-biofilm activity of the same chromatographic fractions was analyzed using combina-

tion of TTC and crystal violet assays (Table 4). Fractions 1–21 and 40–52 containing no anti-

bacterial activities against planktonic (solid growth inhibition assay) and biofilm (TTC, crystal

violet assays) bacteria are excluded from Table 4 for simplicity. Experiments with E. coli ATCC
25922 biofilm revealed evidential cell killing activity in fractions 26 and 28 to 33 and biofilm

eradicating activity in fractions 28 to 34, respectively. According to the solid growth inhibition

assays (Fig 2), in which planktonic bacteria were tested, all fractions can be divided into inac-

tive (no zone of inhibition) and active (the zone size varies depending on the activity of the

fraction). The optical density in inactive fractions 5–21, 37, 40–47 (n = 26) measured by TTC

and crystal violet assays was, respectively, 0.7 ± 0.016 AU540 nm (σ = 0.076) and 1.23 ± 0.045

AU570 nm (σ = 0.229). The active fractions include two subsets with respect to anti-biofilm

activity. Most of the anti-biofilm activity belongs to the range of fractions 28–33, in which the

cell viability and biofilm thickness reach the minimum level. Here the optical densities in TTC

and crystal violet assays in each fraction are far beyond 3 σ threshold for the mean value of

inactive fractions. Mean values of TTC (0.23 ± 0.067) and crystal violet (0.26 ± 0.047) optical

densities in these fractions are also significantly lower (P<0.001) in comparison with inactive

fractions. Highest cell killing activity (96% suppression compared to the mean value of inactive

fractions) belongs to the fraction 32 whereas highest biofilm eradicating activity (90%

Fig 2. C. vicinaAMP complex chromatographic fractionation and anti-biofilm compounds
positioning. The complex was exposed to reversed phase HPLC and the resulting fractions antimicrobial
activity against E. coliD31 andM. luteus A270 strains was tested using solid growth inhibition assay as
explained in Materials andMethods section. The resulting fractions were used for mass spectrometry analysis
of the composition and antimicrobial activity of the components. Active fractions are marked by bars with a
height corresponding to the area of the growth inhibition zone.

doi:10.1371/journal.pone.0173559.g002
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Основная часть активности против M. luteus наблюдалась во фракциях 28-30, тогда как 
соединения, активные против E. coli, были обнаружены в широком диапазоне фракций с 23 
до 34. Распределение активных фракций было по существу таким же, как описано ранее [30].

Антибиопленочную активность одних и тех же хроматографических фракций анализировали 
с использованием комбинации тестов с TTХ и кристаллическим фиолетовым. Для простоты из 
таблицы 4 исключены фракции 1–21 и 40–52, не обладающие антибактериальной активностью 
против планктонных бактерий (анализ ингибирования роста на твердой среде) и биопленок 
(анализы с TTХ, кристаллическим фиолетовым). Эксперименты с биопленкой E. coli ATCC 
25922 продемонстрировали очевидную активность, связанную с уничтожением клеток, во 
фракциях 26 и 28–33, а также активность в отношении эрадикации биопленок во фракциях 28–
34, соответственно. В соответствии с анализом ингибирования роста на твердой среде (рис. 2), 
в котором тестировались планктонные бактерии, все фракции можно разделить на неактивные 
(без зоны ингибирования) и активные (размер зоны колеблется в зависимости от активности 
фракции). Оптическая плотность в неактивных фракциях 5–21, 37, 40–47 (n=26) при измерении 
посредством тестов с TTХ и кристаллическим фиолетовым составляла соответственно 0,7 ± 
0,016 AU540 нм (σ = 0,076) и 1,23 ± 0,045 AU570 нм (σ = 0,299; AU — единица оптической плотности). 
Активные фракции были разделены на две подгруппы в соответствии с антибиопленочной 
активностью. Большая степень антибиопленочной активности характерна для фракций 
28–33, в которых жизнеспособность клеток и толщина биопленки достигают минимального 
уровня. Здесь оптическая плотность в тестах с TTХ и кристаллическим фиолетовым в каждой 
фракции была далеко за пределами порога 3 σ для среднего значения оптической плотности 
в неактивных фракциях. Средние значения оптической плотности с TTХ (0,23 ± 0,067) и 
кристаллическим фиолетовым (0,26 ± 0,047) в этих фракциях были также достоверно ниже (Р < 
0,001) по сравнению с неактивными фракциями. Наибольшая активность по уничтожению клеток 
(подавление 96% по сравнению со средним значением неактивных фракций) наблюдается во 

Рис. 2. Хроматографическое фракционирование комплекса АМП C. vicina и расположение антибиопленочных 
компонентов. Комплекс подвергали обращенно-фазовой ВЭЖХ, и полученные фракции антимикробной активности 
против штаммов E. coli D31 и M. luteus A270 тестировали с использованием метода ингибирования роста на 
твердой среде, как описано в разделе «Материалы и методы». Полученные фракции использовали для масс-
спектрометрического анализа состава и антимикробной активности компонентов. Активные фракции обозначены 
полосками, высота которых соответствует площади зоны ингибирования роста.
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eradication) to the fraction 31. At the same time, fractions 22–27 and 38–39 active in solid

growth inhibition assay did not show evidential activity against E. coli biofilm.

Experiments with S. aureus 203 biofilm revealed strong cell killing activity in fractions 28

and 29 (94 and 91% suppression compared to inactive fractions, respectively) and biofilm

eradicating activity in fractions 28–30 (83 to 74%). The optical density of the inactive fractions

in the TTC and crystal violet assays was, respectively, 1.3 ± 0.04 AU540 nm (σ = 0.244) and

1.26 ± 0.04 AU570 nm (σ = 0.259). These values in active fractions are far beyond 3 σ threshold
of inactive fractions and cannot be explained by random variation. Comparison of mean

values of anti-biofilm active (0.1 ± 0.02 and 0.29 ± 0.037 for TTC and crystal violet assays,

respectively) and inactive fractions confirms the statistical significance of these differences

(P<0.001). Fractions 26, 27 and 31–37, although they showed residual activity on planktonic

culture, have no effect on the state of S. aureus biofilm.

Mass spectrometric identification of FLIP7 anti-biofilm compounds

The fractions 26, 28–34 exhibiting anti-biofilm activity in TTC and/or crystal violet assays

were further analyzed by electrospray mass spectrometry and the masses obtained were com-

pared with the masses of known C. vicina AMPs (Table 5). Fractions 25–26 were found to con-

tain the peptide with mass identical to domesticin-like peptide. Fractions 28 and 29 were

found to contain, besides other compounds, proline-rich peptide (2987 Da) and defensin

(4032 Da) and demonstrated high cell killing and biofilm eradicating activities both against E.
coli and S. aureus biofilms, particularly fraction 28. Fraction 30 contained two masses corre-

sponding to the masses of previously sequenced C. vicina diptericin AMPs. This fraction

exhibited maximal cell killing and biofilm eradicating activity against E. coli and moderate

Table 4. Cell killing (TTC assay) and biofilm eradicating (crystal violet assay) activity of FLIP7 fractions against E. coli and S. aureus biofilms.

Fraction№ S. aureus E. coli

TTC Crystal violet TTC Crystal violet

OD %* OD %* OD %* OD %*

22 1.28 1.09 0.77 1.29

23 1.44 0.99 0.84 1.11

24 1.38 0.85 0.71 0.93

25 1.54 1.08 0.45 64 0.96

26 1.44 1.14 0.46 66 0.74

27 1.44 0.81 0.70 0.74

28 0.08 6 0.22 17 0.05 7 0.17 14

29 0.12 9 0.33 26 0.30 43 0.24 20

30 0.75 0.33 26 0.09 13 0.14 11

31 1.96 1.07 0.24 34 0.12 10

32 1.32 0.57 0.03 4 0.29 24

33 1.09 0.62 0.41 59 0.39 32

34 1.21 1.10 0.47 0.44 36

35 1.23 1.15 0.47 1.26

36 1.30 1.17 0.47 0.72

37 1.39 0.56 0.56 0.56

38 1.53 0.73 0.62 0.73

39 1.45 1.10 0.62 1.10

*% of the mean level of inactive fractions

doi:10.1371/journal.pone.0173559.t004
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Таблица 4. Активность фракций FLIP7 по уничтожению клеток (анализ с ТТХ) и эрадикации биопленок (анализ c кристаллическим фиолетовым) против 
биопленок E. coli и S. aureus

Фракция № S. aureus E. coli
ТТХ Анализ c кристаллическим 

фиолетовым
ТТХ Анализ c кристаллическим 

фиолетовым
OD %* OD %* OD %* OD %*

22 1,28 1,09 0,77 1,29
23 1,44 1,99 0,84 1,11
24 1,38 0,85 0,71 0,93
25 1,54 1,08 0,45 64 0,96
26 1,44 1,14 0,46 66 0,74
27 1,44 0,81 0,70 0,74
28 0,08 6 0,22 17 0,05 7 0,17 14
29 0,12 9 0,33 26 0,30 43 0,24 20
30 0,75 0,33 26 0,09 13 0,14 11
31 1,96 1,07 0,24 34 0,12 10
32 1,32 0,57 0,03 4 0,29 24
33 1,09 0,62 0,41 59 0,39 32
34 1,21 1,10 0,47 0,44 36
35 1,23 1,15 0,47 1,26
36 1,30 1,17 0,47 0,72
37 1,39 0,56 0,56 0,56
38 1,53 0,73 0,62 0,73
39 1,45 1,10 0,62 1,10

* % от среднего уровня неактивных фракций

doi:10.1371/journal.pone.0173559.t004 

фракции 32, тогда как наивысшая активность по уничтожению биопленки (эрадикация 90%) 
— во фракции 31. В то же время фракции 22–27 и 38–39, активные в анализе ингибирования 
роста на твердой среде, не показали значимой активности против биопленки E. coli.

Эксперименты с биопленкой S. aureus 203 показали высокую активность по уничтожению 
клеток во фракциях 28 и 29 (подавление 94 и 91% по сравнению с неактивными фракциями, 
соответственно) и уничтожению биопленок во фракциях 28–30 (83–74%). Оптическая 
плотность неактивных фракций в анализах с TTХ и кристаллическим фиолетовым составляла, 
соответственно, 1,3 ± 0,04 AU540 нм (σ = 0,244) и 1,26 ± 0,04 AU570 нм (σ = 0,259). Эти значения в 
активных фракциях находятся далеко за пределами порога неактивных фракций 3 σ и не могут 
быть объяснены случайной вариацией. Сравнение средних значений активных (0,1 ± 0,02 и 
0,29 ± 0,037 для тестов с ТТХ и кристаллическим фиолетовым, соответственно) и неактивных 
в отношении биопленок фракций подтверждает статистическую значимость этих различий (Р 
< 0,001). Несмотря на наличие остаточной активности фракций 26, 27 и 31–37 в отношении 
планктонной культуры, их влияния на состояние биопленки S. aureus не обнаружено.

Масс-спектрометрическая идентификация антибиопленочных 
соединений FLIP7
Фракции 26, 28–34, демонстрирующие антибиопленочную активность в тестах с ТТХ и/
или кристаллическим фиолетовым, были дополнительно исследованы с помощью масс-
спектрометрии с электрораспылением, а полученные массы сравнили с массами известных 
АМП C. vicina (таблица 5). Было обнаружено, что фракции 25–26 содержат пептид с массой, 
идентичной массе доместицин-подобного пептида. Было выявлено, что фракции 28 и 29 
содержат, помимо других соединений, пролин-богатый пептид (2987 Да) и дефензин (4032 Да) 
и демонстрируют высокую эффективность уничтожения клеток и эрадикации биопленки как в 
отношении биопленок E. coli, так и S. aureus, в особенности фракция 28. Фракция 30 содержала 
два соединения с массами, соответствующими массам ранее секвенированных АМП C. 



biofilm eradicating (but not cell killing) activity against S. aureus. Fractions 33–34, among

other compounds, contained the mass 4156 Da precisely corresponding to the mass of cecro-

pin, previously sequenced C. vicina AMP. Fractions 31–32 did not contain any known C.
vicina AMPs although demonstrated anti-E. coli (but not anti-S. aureus) activities. The fraction
31 contained three groups of materials with masses noted in the Table 5. The fraction 32 con-

sisted of solely one group, which is characterized by masses similar or identical to only one

group of the materials from fraction 31. So, fractions 31 and 32 seem to contain a novel group

of AMPs. It is notable that fraction 31 demonstrated predominantly cell eradicating activity in

contrast to the fraction 32 having mainly cell killing activity. This fact points to the presence of

at least two compounds with complementary anti-biofilm activity.

Transcriptomic analysis ofC. vicina AMPs

In addition to the above mass spectrometric analysis of the maggots AMPs, their composition

was further analyzed by transcriptome analysis as described in Materials and Methods. The

transcriptome data are available at https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/sra.cgi?view=

search_obj (submission number SRR5210297). The database of the mRNAs containing 1.1

million entries was screened using sequences of known C. vicina AMPs as a query. Table 6

summarizes major findings of the database analysis. The analysis revealed two sequences

named here defensin 1 and defensin 2 identical to C. vicina [35] and Lucilia sericata [47]
defensins. In addition, we found one sequence identical to cecropin and a wide variety of

sequences with a high level of similarity with diptericins and proline-rich peptides previously

isolated from the hemolymph of C. vicina [30, 35]. Poole of proline-rich peptides include 47

sequences with similarity level of 82–86% from the previously sequenced peptide (P<0.001).

Diptericin-like peptides are present by 385 sequences with similarity level 70–82% to previ-

ously sequenced diptericin. Therefore, Table 6 contains only a small fraction of the likely

diversity of diptericins and proline-rich peptides.

Table 5. Mass spectrometric characteristics and activity profiles of FLIP7 anti-biofilm AMPs.

Fraction AMPs Molecular masses, Da Relative anti-biofilm activity1

Found in the sample Masses of known peptides E. coli S. aureus

TTC Crystal violet TTC Crystal violet

25–26 4442.2 4442.2 (domesticin-like peptide)2 + - - -

28 2986.7 +++ +++ +++ +++

4032.5 2987.0 (P-rich)3

29 2986.7 4032.0 (defensin)3 + ++ +++ ++

4032.5

30 8886.2 8886.2 (diptericin)3 +++ +++ - ++

8999.4 8999.7 (diptericin)3

31 3483–3631 + +++ - -

6773–6973 Not found

8468

32 6773–6798 +++ + - -

33 4156 4156.0 (cecropin)3 + + - -

34 4156 - + - -

1 Based on the data of Table 4
2[36]
3[30]

doi:10.1371/journal.pone.0173559.t005
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vicina семейства диптерицина. Эта фракция демонстрировала максимальную активность 
по уничтожению клеток и уничтожению биопленки против E. coli и умеренную активность по 
уничтожению биопленок, но не уничтожению клеток, против S. aureus. Фракции 33–34, среди 
других соединений, содержали соединение с массой 4156 Да, точно соответствующей массе 
цекропина — ранее секвенированного АМП C. vicina. Фракции 31–32 не содержали известных 
АМП C. vicina, хотя продемонстрировали активность против E. coli (но не S. aureus). Фракция 31 
содержала три группы материалов с массами, указанными в таблице 5. Фракция 32 состояла 
только из одной группы, которая характеризуется массами, подобными или идентичными 
только одной группе материалов из фракции 31. Таким образом, фракции 31 и 32, по всей 
видимости, содержат новую группу AMП. Примечательно, что фракция 31 продемонстрировала 
преимущественно эрадикационную активность в отношении клеток, в отличие от фракции 32, 
демонстрирующей, главным образом, активность по уничтожению клеток. Этот факт указывает 
на присутствие по меньшей мере двух соединений с дополнительной антибиопленочной 
активностью.

Транскриптомный анализ АМП C. Vicina
В дополнение к вышеуказанному масс-спектрометрическому анализу AMП личинок их состав 
дополнительно анализировали с помощью анализа транскриптома, как описано в разделе 
«Материалы и методы». Данные анализа доступны по адресу https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/
Traces/sra/sra.cgi?view=search_obj (номер заявки SRR5210297). База данных мРНК, содержащая 
1,1 млн записей, была подвергнута скринингу с использованием последовательностей 
известных АМП C. vicina по запросу. В таблице 6 приведены основные результаты анализа базы 
данных. Анализ выявил две последовательности, названные здесь дефензин 1 и дефензин 2, 
идентичные дефензинам C. vicina [35] и Lucilia sericata [47]. Кроме того, мы обнаружили одну 
последовательность, идентичную цекропину и широкий спектр последовательностей с высоким 
уровнем сходства с диптерицинами и пролин-богатыми пептидами, ранее выделенными из 
гемолимфы C. vicina [30, 35]. Пул пролин-богатых пептидов включает 47 последовательностей 
с уровнем сходства 82–86% с ранее секвенированным пептидом (Р < 0,001). Диптерицин-
подобные пептиды присутствуют в 385 последовательностях с уровнем сходства 70–82% 
с ранее секвенированным диптерицином. Таким образом, в таблице 6 содержится лишь 
небольшая часть возможного разнообразия диптерицинов и пролин-богатых пептидов.

Таблица 5. Масс-спектрометрические характеристики и профили антибиопленочной активности АМП FLIP7

Фракция Молекулярные массы АМП, Да Относительная активность биопленки
Найдено в образце Массы известных пептидов E. coli S. aureus

ТТХ Кристаллический 
фиолетовый 

ТТХ Кристаллический 
фиолетовы

25–26 4442,2 4442,2 (доместицин-подобный 
пептид)2

+ - - -

28 2986,7 +++ +++ +++ +++
4032,5 2987,0 (П-богатый)3

29 2986,7 4032,0 (дефензин)3 + ++ +++ ++
4032,5

30 8886,2 8886,2 (диптерицин)3 +++ +++ - ++
8999,4 8999,7 (диптерицин)3

31 3483–3631 + +++ - -
6773–6973 Не найдено

8468
32 6773–6798 +++ + - -
33 4156 4156,0 (цекропин)3 + + - -
34 4156 - + - -

1На основании данных из Таблицы 4
2[36]
3[30]

doi:10.1371/journal.pone.0173559.t005 



FLIP7 cytotoxicity to human blood cells

Flow cytometry cytotoxicity assay based on the differential count of necrotic (propidium

iodide positive, annexin V negative) and apoptotic (annexin V positive) cells incubated 12

hours in the cell culture medium supplemented with FLIP7 confirmed absence of the AMP

complex direct toxicity to human peripheral blood lymphocytes and monocytes (Table 7).

Number of necrotic lymphocytes and monocytes remained at the level of control variant.

ANOVA test also revealed no significant effect on the amount of necrotic lymphocytes and

monocytes in the whole range of concentrations according to P values represented in the table.

The number of annexin V positive cells in the lymphocyte population did not reveal a signifi-

cant FLIP7 impact as well. However, in the population of monocytes FLIP7 at concentration

10 mg/mL caused a significant increase of apoptotic cells number compared to control

(P = 0.004). ANOVA test confirms a significant FLIP7 effect on the monocytes’ apoptosis in

the studied concentration range.

Discussion

Results of the study of C. vicina AMP complex presented in this article clearly demonstrate the

complex activity against established antibiotic resistant biofilms formed by human pathogenic

E. coli, S. aureus and A. baumannii. However, the biofilms’ resistance growth over planktonic

Table 6. Sequences ofC. vicinaAMPs determined by transcriptome analysis and peptide sequencing.

Peptide UniProt ID AA sequence Information source

mRNA data
base

Peptide
sequencing

Defensin 1 C0HJX7 ATCDLLSGTGANHSACAAHCLLRGNRGGYCNGKAVCVCRN + +1

Defensin 2
(Lucifensin-II)

B3EWY5 ATCDLLSGTGIKHSACAAHCLLRGNRGGYCNGRAICVCRN + -

Cecropin C0HJX8 GGWLKKIGKKIERVGQHTRDATIQGLAVAQQAANVAATAR + +1

Diptericin 1 C0HJX9 DSKPLNLVLPKEEPPNNPQTYGGGGGSRKDDFDVVLQGAQXEV. . .(N-terminal) - +1

Diptericin 2 QNKPFKLTLPKEEPKNLPQLYGGGGGSRKQGFDVSLGAQQKVWESQNKRHSVDNAGY + -

P-rich 1 C0HJY0 FVDRNRIPRSNNGPKIPIISNP. . .(N-terminal) - +1

P-rich 2 FVDRSRRPNSNNGPKIPIISNPPFNPMPDLPGRE + -

P-rich 3 FVDRSRRPNSNNGPKIPIISNPPFNPNARPAW + -

P-rich 4 IVDRSRRPNSNNGPKIPIISNPPLIQMPDLPG + -

Domesticin-like
peptide

SRDARPVQPRFNPPPPKRERPIIYDAPIRRPGPKTMYA + +2

1 [30]
2 [36]

doi:10.1371/journal.pone.0173559.t006

Table 7. Numbers (mean ± standard error) of apoptotic (annexin V positive) and necrotic (propidium iodide positive, annexin V negative) human
peripheral blood leukocytes per 100 gated cells after in vitro incubation with FLIP7.

FLIP7, mg/mL Lymphocytes Monocytes

Apoptotic Necrotic Apoptotic Necrotic

0 2.5 ± 0.8 0.40 ± 0.136 26.8 ± 5.50 0.57 ± 0.180
0.5 2.2 ± 0.69 0.31 ± 0.139 27.5 ± 6.28 0.38 ± 0.103
5 2.2 ± 0.40 0.76 ± 0.263 40.4 ± 12.70 0.31 ± 0.077
10 3.5 ± 0.84 0.46 ± 0.183 71.7 ± 10.91 0.23 ± 0.049
P 0.817 0.384 0.009 0.207

doi:10.1371/journal.pone.0173559.t007
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Таблица 6. Последовательности АМП C. Vicina, определенные с помощью транскриптомного анализа и секвенирования пептидов

Пептид UnitProt ID Последовательность АА

Источник информации

База 
данных 
мРНК

Секвени-
рование 

пептидов
Дефензин 1 C0HJX7 ATCDLLSGTGANHSACAAHCLLRGNRGGYCNGKAVCVCRN + +1

Дефензин 2 
(Люцифензин-II) B3EWY5 ATCDLLSGTGIKHSACAAHCLLRGNRGGYCNGRAICVCRN + -

Цекропин C0HJX8 GGWLKKIGKKIERVGQHTRDATIQGLAVAQQAANVAATAR + +1

Диптерицин 1 C0HJX9 DSKPLNLVLPKEEPPNNPQTYGGGGGSRKDDFDVVLQGAQXEV. . .(N-концевой) - +1

Диптерицин 2 QNKPFKLTLPKEEPKNLPQLYGGGGGSRKQGFDVSLGAQQKVWESQNKRHSVDNAGY + -
П-богатый 1 C0HJY0 FVDRNRIPRSNNGPKIPIISNP. . .(N-концевой) - +1

П-богатый 2 FVDRSRRPNSNNGPKIPIISNPPFNPMPDLPGRE + -
П-богатый 3 FVDRSRRPNSNNGPKIPIISNPPFNPNARPAW + -
П-богатый 4 IVDRSRRPNSNNGPKIPIISNPPLIQMPDLPG + -
Доместицин-

подобный пептид SRDARPVQPRFNPPPPKRERPIIYDAPIRRPGPKTMYA + +2

1На основании данных из Таблицы 4
2[36]
3[30]

doi:10.1371/journal.pone.0173559.t005 

Цитотоксичность FLIP7 для клеток крови человека
Анализ цитотоксичности с помощью проточной цитометрии на основе дифференциального 
подсчета некротизированных (пропидиум йодид-положительных, аннексин V-отрицательных) 
и апоптозных (аннексин V-положительных) клеток, инкубированных в течение 12 часов 
в культуральной среде, дополненной FLIP7, подтвердил отсутствие прямой токсичности 
комплекса AMП для лимфоцитов и моноцитов периферической крови человека (таблица 7). 
Количество некротизированных лимфоцитов и моноцитов оставалось на уровне контрольного 
варианта.
Дисперсионный анализ также не выявил достоверного влияния на количество некротизированных 
лимфоцитов и моноцитов во всем диапазоне концентраций в соответствии со значениями Р, 
представленными в таблице.
Подсчет аннексин V-положительных клеток в популяции лимфоцитов также не выявил 
значимого влияния FLIP7. Однако в популяции моноцитов при концентрации FLIP7 10 мг/мл 
наблюдалось значительное увеличение числа апоптозных клеток по сравнению с контролем 
(P = 0,004). Дисперсионный анализ подтверждает достоверное влияние FLIP7 на апоптоз 
моноцитов в исследуемом диапазоне концентраций

Обсуждение
Результаты исследования комплекса АМП C. vicina, представленные в этой статье, 
наглядно демонстрируют активность комплекса в отношении биопленок с известной 
антибиотикорезистентностью, образованных патогенными для человека бактериями E. coli, 

Таблица 7. Число (среднее ± стандартная ошибка) апоптозных (аннексин V-положительных) и некротизированных (пропидиум йодид-положительных и 
аннексин V-отрицательных) лейкоцитов периферической крови человека на 100 гейтированных клеток после инкубации in vitro с FLIP7

FLIP7, мг/мл
Лимфоциты Моноциты

Апоптозные Некротизированные Апоптозные Некротизированные
0 2,5 ± 0,8 0,40 ± 0,136 26,8 ± 5,50 0,57 ± 0,180

0,5 2,2 ± 0,69 0,31 ± 0,139 27,5 ± 6,28 0,38 ± 0,103
5 2,2 ± 0,40 0,76 ± 0,263 40,4 ± 12,70 0,31 ± 0,077
10 3,5 ± 0,84 0,46 ± 0,183 71,7 ± 10,91 0,23 ± 0,049
Р 0,817 0,384 0,009 0,207

doi:10.1371/journal.pone.0173559.t007



cells’ level considerably depends on the bacterial species. The growth quantified by MBIC90/

MIC ratio is negligible in S. aureus (from zero to twofold), moderate (three to tenfold) in E.
coli and significant (18 to 51-fold) in A. baumannii strains. Nevertheless, increase of the bio-
films resistance to the range of reference antibiotics in most cases was significantly higher (24

to 667-fold) than the complex values. FPL7 activity is mostly attractive in its MBEC/MIC ratio

rather than on its absolute MIC value, in comparison to standard antibiotics. Another key

advantage of the complex is its ability to block resistance development in Gram-negative bacte-

ria [30]. Equally important is the fact that the complex is active against both planktonic and

biofilm forms of bacteria. Since each bacterial infection is initiated by free-living cells and in

most cases goes to form biofilms, it allows the complex to control different stages of disease

development. The complex anti-biofilm activity involves two coordinated processes: cells kill-

ing and matrix degradation that occur at the same threshold concentrations of the complex

and, therefore, may prevent the spread of surviving bacteria beyond the hotbed of infection

after the destruction of the matrix.

To perform its anti-biofilm function, the complex operates with at least five fully sequenced

peptides named in this paper as Calliphora defensin 1, cecropin, diptericin 1, P-rich 1 and

domesticin-like peptides (Table 6). The same AMPs were identified in C. vicina using plank-
tonic bacteria as a test system [30, 35,36]. Diptericin 1 had previously been only partially

sequenced, now its complete sequence is available. Moreover, the data obtained demonstrated

the presence of some additional anti-E. coli AMPs, which remain to be structurally character-

ized. Thus, the complex comprises at least 7 AMPs synthesized and accumulated in the mag-

gots’ hemolymph in response to bacterial infection (Table 5). Sequenced peptides belong to

four families of cationic AMPs: defensins, cecropins, diptericins and proline-rich peptides,

respectively. Defensins, cecropins and proline-rich peptides are widely distributed and well-

studied insect AMPs [17, 18]. Defensins are a group of AMPs containing α-helix/β-sheet ele-
ments coordinated by three disulfide bridges and known to be selectively active against Gram-

positive bacteria. Cecropins are linear amphipathic α-helical AMPs selectively active against

Gram-negative bacteria. Diptericins are members of glycine-rich AMP family selectively toxic

to some Gram-negative Enterobacteria like E. coli by means of cell wall disruption [38]. C.
vicina proline-rich peptides belong to the group of proline/arginine-rich AMPs, which are

known to kill bacteria by damaging DNA and/or protein synthesis [39]. Thus, C. vicina AMP

complex comprises three structurally distinct groups of cell wall disrupting AMPs targeted

predominantly to the membranes of Gram-negative (cecropins, diptericins) or Gram-positive

(defensins) bacteria and one group affecting intracellular targets (proline/arginine rich

peptides).

Bioassays of the complex chromatographic fractions indicated that all found AMP families

possess anti-biofilm activity of two types: cell killing (determined by TTC assay) and matrix

destroying (determined by crystal violet assay). However, the proportions of these effects as

well as activity against biofilms formed by different types of bacteria are characteristic for each

family. Chromatographic fractions containing defensin 1 and P-rich 1 peptides provided the

bulk of anti-staphylococcal activity and significant part of anti-E. coli activity. Cecropin, dip-
tericin and domesticin-like peptide fractions as well as unidentified AMPs were selectively

active against E. coli but not S. aureus biofilms. The diverse composition of the AMPs toxic to

E. coli corresponds to the mass dissemination of Enterobacteria and related Gram-negative

species in C. vicina natural habitats.
Analysis of the composition of C. vicina AMPs demonstrates sophisticated nature of this

defense system. In reality it may be even more intricate. Transcriptome analysis revealed about

500 mRNA isoforms encoding sequences of all four AMP families. Of this amount, diptericins

family contains not less than 385 mRNAs comprising motif of five glycine residues typical to
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S. aureus и A. baumannii. Однако повышение резистентности биопленок по сравнению со 
степенью резистентности планктонных клеток значительно зависит от вида микроорганизма. 
Рост, количественно определяемый отношением MBIC90/МИК, ничтожно мал у S. aureus (от 
нуля до двух), умеренный (три — десять раз) у E. coli и значительный (18–51 раз) в штаммах 
A. baumannii. Тем не менее, степень резистентности биопленок к ряду антибиотиков сравнения 
в большинстве случаев была значительно выше (в 24–667 раз), чем значения комплекса. 
Активность FLIP7 в основном привлекает своим соотношением MBEC/МИК по сравнению 
со стандартными антибиотиками, а не абсолютным значением МИК. Другим ключевым 
преимуществом комплекса является его способность блокировать развитие резистентности 
у грамотрицательных бактерий [30]. Не менее важно, что комплекс активен как в отношении 
планктонных бактерий, так и в отношении биопленок. Поскольку каждая бактериальная 
инфекция инициируется свободноживущими клетками и в большинстве случаев далее 
образуется биопленка, это позволяет при помощи комплекса контролировать разные стадии 
развития болезни. Активность комплекса в отношении биопленок включает в себя два 
согласованных процесса: уничтожение клеток и разрушение матрикса, — которые происходят 
при одинаковых пороговых концентрациях комплекса и, следовательно, могут препятствовать 
распространению выживших бактерий за пределы очага инфекции после разрушения матрикса.

Антибиопленочная функция комплекса обусловлена действием по меньшей мере пяти 
полностью секвенированных пептидов, обозначенных в этой статье как дефензин 1, цекропин, 
диптерицин 1, пролин-богатый пептид 1 и доместицин-подобные пептиды Calliphora (таблица 
6). Те же самые АМП были выявлены у C. vicina с использованием в качестве тестовой 
системы планктонных бактерий [30, 35,36]. Диптерицин 1 ранее был секвенирован лишь 
частично, теперь же доступна его полная последовательность. Более того, полученные 
данные продемонстрировали наличие некоторых дополнительных АМП против E. coli, которые 
нуждаются в последующем изучении. Таким образом, комплекс содержит по меньшей мере 7 
AMП, которые синтезируются и накапливаются в гемолимфе личинок в ответ на бактериальную 
инфекцию (таблица 5). Секвенированные пептиды относятся к четырем семействам катионных 
AMП: дефензины, цекропины, диптерицины и пролин-богатые пептиды, соответственно. 
Дефензины, цекропины и пролин-богатые пептиды – широко распространенные и хорошо 
изученные АМП насекомых [17, 18]. Дефензины представляют собой группу AMП, содержащих 
элементы альфа-спираль / бета-лист, связанные тремя дисульфидными мостиками и известные 
своей избирательной активностью в отношении грамположительных бактерий. Цекропины 
представляют собой линейные амфипатические альфа-спиральные AMП, избирательно 
активные в отношении грамотрицательных бактерий. Диптерицины являются членами 
семейства глицин-богатых AMП, избирательно токсичных для некоторых грамотрицательных 
энтеробактерий, таких как E. coli, за счет разрушения клеточной стенки [38]. Пролин-богатые 
пептиды C. vicina относятся к группе пролин-/аргинин-богатых AMП, которые, как известно, 
убивают бактерии, нарушая синтез ДНК и/или белка [39]. Таким образом, комплекс АМП C. 
vicina состоит из трех структурно различных групп AMП, разрушающих клеточную стенку и 
ориентированных преимущественно на клеточные мембраны грамотрицательных (цекропины, 
диптерицины) или грамположительных (дефензины) бактерий, и одной группы, влияющей на 
внутриклеточные механизмы (пролин-/аргинин-богатые пептиды).

Биотестирование хроматографических фракций комплекса показало, что все выявленные 
семейства AMП обладают антибиопленочной активностью двух типов: уничтожение клеток 
(определяемое анализом с ТТХ) и разрушение матрикса (определяемое анализом с 
кристаллическим фиолетовым). Однако соотношение данных видов воздействия и активности 
в отношении биопленок, образованных различными типами бактерий, для каждого семейства 
индивидуальны. Хроматографические фракции, содержащие дефензин 1 и пролин-богатые 
пептиды 1, обеспечивали большую часть антистафилококковой активности и значительную долю 
активности против E. coli. Фракции, содержащие цекропин, диптерицин и доместицин-подобные 
пептиды, а также неопознанные AMП, были избирательно активны в отношении биопленок E. 
coli, но не S. aureus. Разнообразный состав AMП, токсичных для E. coli, соответствует массовому 
распространению энтеробактерий и родственных им видов грамотрицательных бактерий в 
естественных местах обитания C. vicina.

Анализ состава АМП C. vicina демонстрирует сложный характер этой системы защиты. 
На самом деле он может быть еще более сложным. Анализ транскриптома выявил около 500 



insect diptericins and demonstrating 70–82% sequence similarity with previously sequenced

C. vicina diptericin 1. Not all detected mRNAs lead to AMPs. For example, we have found in

C. vicinamRNA encoding lucifensin-II, defensin from another blowfly species Lucilia sericata
[47] but did not find the peptide itself. There is little doubt that many other AMP-encoding

mRNAs also remain "silent" as it was demonstrated in some insects [29, 48]. Others may

encode peptides having no antimicrobial activity. Nevertheless, we cannot exclude that the

complex comprises more AMPs than found today.

AMPs are regarded as promising drug candidates for the treatment of biofilms [31–33].

According to data presented in this article, C. vicina defensins, diptericins, cecropins and pro-
line-rich peptides can be added to this list. However, nature seems to be not in vain using

multi-component complexes instead of single AMPs. In addition to the above-mentioned

advantages, it allows the immune system to explore synergistic activity of various AMPs. The

synergy is described repeatedly in the literature with regard to the combination of two [27–29]

or three [49] AMPs. An analysis of more complex combinations remains a formidable task.

No less important is the fact that the resulting synergistic combination must possess a number

of other qualities to become a medicine. This makes the development of therapeutic AMP

combinations extremely difficult. The study of the natural AMP complexes can be very helpful

in solving this problem. Particularly promising from this point of view are AMP complexes of

C. vicina and other blowflies living in environments with the highest concentration of human

pathogenic microflora [25]. Besides the information about the structure and properties of the

antimicrobial compositions withstood rigorous and impartial examination by natural selec-

tion, the larvae of C. vicina can supply the necessary components for their production. Meth-

ods of in situ and in vitro biosynthesis of C. vicina AMP complex make it technically and

economically feasible [25, 36]. In future, this and similar natural AMP complexes can be

applied in various fields of medicine, from routine bacterial infections to chronic inflamma-

tory diseases and cancer. The most promising is their use for the treatment and prevention of

diseases caused by antibiotic-resistant biofilms.
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изоформ мРНК, кодирующих последовательности всех четырех семейств АМП. Одно из этих 
семейств — семейство диптерицинов — содержит не менее 385 изоформ мРНК, содержащих 
последовательности из пяти глициновых остатков, типичные для диптерицинов насекомых, и 
демонстрирует 70–82% сходство последовательностей с ранее секвенированным диптерицином 
1 C. vicina. Не все обнаруженные мРНК формируют АМП. Например, мы обнаружили мРНК C. 
vicina, кодирующую люцифензин-II — дефензин другого вида мух Lucilia sericata [47], но не 
нашли сам пептид. Нет никакого сомнения в том, что многие другие мРНК, кодирующие AMП, 
также являются «молчащими», как это было продемонстрировано у некоторых насекомых [29, 
48]. Другие мРНК могут кодировать пептиды, не имеющие антимикробной активности. Тем 
не менее мы не можем исключить, что комплекс содержит больше AMП, чем обнаружено на 
сегодняшний день.

AMП считаются потенциально перспективными препаратами для борьбы с биопленками 
[31–33]. Согласно данным, представленным в этой статье, к этому списку можно добавить 
дефензины, диптерицины, цекропины и пролин-богатые пептиды C. vicina. Однако природа, 
по всей видимости, не напрасно использует многокомпонентные комплексы, а не отдельные 
AMП. В дополнение к вышеупомянутым преимуществам, это позволяет иммунной системе 
использовать синергетическую активность различных AMП. Синергия в литературе 
неоднократно описана в отношении комбинации двух [27–29] или трех [49] AMП. Важной 
задачей остается анализ более сложных комбинаций. Не менее важно, что для того, чтобы 
стать лекарством, полученная синергетическая комбинация должна обладать и рядом других 
качеств. Это сильно затрудняет разработку терапевтических комбинаций AMП. Изучение 
природных комплексов AMП может быть очень полезным для решения этой проблемы. 
Особенно перспективными с этой точки зрения являются комплексы АМП C. vicina и других 
мух, живущих в среде с высочайшей концентрацией патогенной для человека микрофлоры 
[25]. Информация о структуре и свойствах антимикробных комбинаций выдержала тщательное 
и беспристрастное исследование естественным отбором и, более того, личинки C. vicina могут 
поставлять необходимые компоненты для производства таких комбинаций. Методы биосинтеза 
комплекса АМП C. vicina in situ и in vitro делают его технически и экономически целесообразным 
[25, 36]. В будущем этот и подобные природные комплексы АМП могут применяться в различных 
областях медицины, от лечения обычных бактериальных инфекций до лечения хронических 
воспалительных заболеваний и рака. Наиболее перспективным является их использование для 
лечения и профилактики заболеваний, вызванных антибиотикорезистентными биопленками.
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searches using compositionally adjusted substitution matrices. FEBS J. 2005; 272: 5101–5109. doi: 10.
1111/j.1742-4658.2005.04945.x PMID: 16218944

Antimicrobial peptides in the fighting of antibiotic resistant biofilms

PLOSONE | DOI:10.1371/journal.pone.0173559 March 9, 2017 18 / 19

Антимикробные пептиды в борьбе с  антибиотикорезистентными биопленками



42. Christensen GD, SimpsonWA, Younger JJ, Baddour LM, Barrett FF, Melton DM, et al. Adherence of
coagulase-negative staphylococci to plastic tissue culture plates: a quantitative model for the adher-
ence of staphylococci to medical devices. J Clin Microbiol. 1985; 22(6): 996–1006. PMID: 3905855

43. Lee HW, Koh YM, Kim J, Lee JC, Lee YC, Seol SY, et al. Capacity of multidrug-resistant clinical isolates
of Acinetobacter baumannii to form biofilm and adhere to epithelial cell surfaces. Clin Microbiol Infect.
2008; 14(1): 49–54. doi: 10.1111/j.1469-0691.2007.01842.x PMID: 18005176

44. Knezevic P, Petrovic OA. Colorimetric microtiter plate method for assessment of phage effect on Pseu-
domonas aeruginosa biofilm. J Microbiol Methods. 2008; 74(2–3): 114–118. doi: 10.1016/j.mimet.2008.
03.005 PMID: 18433900

45. Palm-Apergi C, Hällbrink M. A new rapid cell-penetrating peptide based strategy to produce bacterial
ghosts for plasmid delivery. J Control Release. 2008; 132(1): 49–54. doi: 10.1016/j.jconrel.2008.08.011
PMID: 18786580

46. Kacprzyka L, Rydengårdb V, Mörgelinc M. Antimicrobial activity of histidine-rich peptides is dependent
on acidic conditions. Biochimica et Biophysica Acta—Biomembranes. 2007; 1768(11): 2667–2680.

47. Cerovsky V, Zdarek J, Fucik V, Monincova L, Voburka Z, Bem R. Lucifensin, the long-sought antimicro-
bial factor of medicinal maggots of the blowfly Lucilia sericata. Cell Mol Life Sci. 2010; 67: 455–466. doi:
10.1007/s00018-009-0194-0 PMID: 19921400

48. Riddell CE, Garces JDL, Adams S, Barribeau SM, Twell D, Mallon EB. Differential gene expression and
alternative splicing in insect immune specificity. BMCGenomics. 2014; 15: 1031. Available from: http://
www.biomedcentral.com/1471-2164/15/1031 doi: 10.1186/1471-2164-15-1031 PMID: 25431190

49. YuG, Baeder DY, Regoes RR, Rolff J. Combination effects of antimicrobial peptides. Antimicrob Agents
Chemother. 2016; 60: 1717–1724. doi: 10.1128/AAC.02434-15 PMID: 26729502

Antimicrobial peptides in the fighting of antibiotic resistant biofilms

PLOSONE | DOI:10.1371/journal.pone.0173559 March 9, 2017 19 / 19

Антимикробные пептиды в борьбе с  антибиотикорезистентными биопленками


