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Резюме
В статье рассматривается вариант решения проблемы образования микробной пленки на кон-

струкционном материале из диоксида титана с наномодифицированной поверхностью в форме 
анатаза. Рассмотрена возможность использования низкомолекулярного катионного пептида 
варнерина. Особенностью данного способа является выраженная активность пептида варнерина 
в отношении общей биомассы и живых клеток микробных пленок, что доказано в эксперимен-
тально-лабораторном исследовании. Наноструктурированная поверхность диоксида титана 
при культивировании биопленок Staphylococcus epidermidis 33 не препятствует проявлению 
антибактериального действия варнерина. Способ ингибирования образования бактериальных 
пленок на поверхности предложенного конструкционного материала может быть использован 
в клинической стоматологии для профилактики и лечения воспалительных послеоперационных 
осложнений у больных с приобретенными дефектами челюстно-лицевой области и после опе-
рации дентальной имплантации.

Ключевые слова: стоматология, диоксид титана, наномодифицированная поверхность, 
анатаз, биопленка, ингибирование, Staphylococcus epidermidis 33.
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Актуальность исследования

На  сегодняшний  день  многочисленные 
работы отечественных и зарубежных авторов 
подтверждают  существование  микроорга-
низмов в виде биопленок – высокоорганизо-
ванных сообществ, окруженных органическим 
матриксом [14, 6]. Проведенные исследования 
свидетельствуют о  том, что бактерии в био-
пленках  имеют  антибиотикорезистентность 
в 1000 раз большую, чем планктонные куль-
туры, тех же видов микоорганизмов, чем суще-
ственно усложняется борьба с инфекциями [11].

В ряде работ подтверждено, что наличие био-
пленки является основополагающим фактором 
в развитии воспалительных заболеваний мягкот-
канного пародонта [1, 2]. Данный факт связан 
с тем, что только 20-25 % микроорганизмов рас-
полагаются на поверхности  зубов,  остальная 
часть  фиксируется  на  слизистой  оболочке 
и на конструкционных материалах, из которых 
изготовлены ортопедические конструкции, в том 
числе имплантационные системы [3, 8, 13].

С  появлением  новых  конструкционных 
материалов в ортопедической  стоматологии 
имеется опасность возникновения нозокоми-
альных инфекций [12], возбудителями которых 
чаще всего являются коагулазонегативные ста-
филококки, существующие в виде сообществ 
микроорганизмов – биопленок [15].

Представляется  возможным  увеличение 
антибактериальной активности поверхности 
титановых  имплантатов  посредством  нано-
симых на их поверхность, методом магнетрон-
ного распыления, компонентов, обладающих 
бактерицидными свойствами: ионы серебра 
или антибиотики [9]. Высокую антибактери-
цидную активность показал катионный пептид 
варнерин [5].

Цель работы

Изучение  влияния  низкомолекулярного 
катионного пептида варнерина, нанесенного 
на наноструктурированную поверхность кон-
струкционного  материала  для  подавления 
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The summary
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пленкообразующих  свойств  микроорга-
низмов. В качестве конструкционного мате-
риала был выбран спеченный диоксид титана 
в форме рутила, так как именно данная кри-
сталлическая  модификация  образуется  при 
спекании изделий из диоксида титана и при 
окислении поверхности титана, в частности, 
титановых имплантатов. Ранее нами прово-
дилось изучение возможности ингибирования 
микробной пленки на образцах диоксида цир-
кония и диоксида титана с наноструктуриро-
ванной поверхностной обработкой [7, 10].

Материалы и методы исследования

Образцы для исследований изготавливали 
на  кафедре  «Материалы,  технологии  и  кон-
струирование машин» Пермского националь-
ного  исследовательского  политехнического 
университета,  которые  представляли  собой 
диоксид  титана  в  виде  таблеток  диаметром 
5 мм и высотой 1,5 мм, с нанесенным на поверх-
ность,  методом  золь-гель  технологии,  нано-
структурированным  слоем  в  виде  наиболее 
активной  низкотемпературной формы  диок-
сида титана – анатаза [4]. Изображения скани-
рующей электронной микроскопии (СЭМ-изо-
бражения) поверхности образцов с нанесенным 
наноструктрированным слоем получены на ска-
нирующем  электронном микроскопе Hitachi 
(Япония) и представлены на рис. 1.

Наноструктурированное покрытие образо-
вано ламеллярными структурами, состоящими 
из отдельных дискообразных наноразмерных 
частиц.  Расстояние  между  параллельными 
ламеллярными  структурами  соответствует 
величине двойного электрического слоя в золях 
(не более 100 нм). Толщина наноструктуриро-
ванного слоя составляет 50-70 мкм.

Методом спектроскопии комбинационного 
рассеяния света (рамановской спектроскопии) 
был  изучен  фазовый  состав  поверхности 
образцов  на  Фурье-спектрометре  Senterra 
(Bruker, Германия) при длине волны излуча-
ющего лазера  532 нм. На рис.  2 изображен 
рамановский спектр полученного покрытия, 
представленный низкотемпературной фазой 
анатаз и детектируемыми, но с очень низкой 
интенсивностью  пиками  фазы  рутил  при 
611 см-1 и 446 см-1. Наличие пиков рутила свя-
зано с тем, что образование покрытия проис-
ходит по островковому механизму.

Исследование  роста  биопленок  S. 
eрidermidis 33 на экспериментальных образцах 
проведено в Лаборатории биохимии развития 
микроорганизмов Института экологии и гене-
тики микроорганизмов УрО РАН (г. Пермь).

До начала экспериментов образцы диоксида 
титана  с  наноструктурированным  поверх-
ностным  покрытием  помещали  по  одному 
в индивидуальные стеклянные флаконы и под-
вергали стерилизации автоклавированием при 
температуре 121°С и давлении 1 атм. в течение 
60 мин. Из образцов лиофилизированного низ-
комолекулярного пептида варнерина предвари-
тельно готовили стерильные водные растворы 
с концентрацией пептида 120 мг/мл.

В ходе эксперимента все таблетки образцов 
с наноструктурированной поверхностью были 
разделены на три группы:

1  группа  контрольная  (n=6)  –  образцы 
диоксида  титана  с  наноструктурированной 
поверхностью. Определяли сорбцию краси-
телей поверхностью керамики. В стерильные 

Рис. 1. СЭМ-изображение поверхности образца 
с наноструктурированным поверхностным 

слоем. The SEM-image of a surface of a 
sample with the nanostructured blanket

Рис. 2. Рамановский спектр наноструктурированного 
покрытия на поверхности образца диоксида титана. 

The Raman range of the nanostructured covering 
on a surface of a sample of dioxide of the titan
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флаконы со стерильными таблетками вносили 
по 2 мл богатой питательной среды LB. Фла-
коны помещали в термостат при температуре 
37°С на 48 ч, затем дважды промывали 10 mM 
фосфатным буфером (рН=7,2) и окрашивали.

2 группа экспериментальная (n=6) – образцы 
из диоксида титана с наномодифицированным 
поверхностным слоем. Для изучения процессов 
пленкообразования S. epidermidis 33  во фла-
коны со стерильными таблетками добавляли 
по 2 мл инокулума S. epidermidis 33 в среде LB 
(107 КОЕ/мл), помещали их в термостат при 
температуре 37°С на 48 ч без смены среды. 
После инкубации планктонную культуру уда-
ляли, таблетки переносили в стерильные фла-
коны и дважды промывали 10mM фосфатным 
буфером,  после  чего  помещали  их  в  новые 
флаконы и окрашивали.

3 группа экспериментальная (n=6) – образцы 
из диоксида титана с наномодифицированным 
поверхностным слоем. Проводили изучение 
антибактериального эффекта поликатионного 
пептида варнерина после 48-часового выращи-
вания биопленок S. epidermidis 33 и их после-
дующей  двукратной  промывки  фосфатным 
буфером. Для этого таблетки по одной штуке 
помещали в стерильные флаконы, содержащие 
1 мл водного раствора варнерина (120 мг/мл), 
на  4  час  с  последующей  однократной  про-
мывкой фосфатным буфером и окрашиванием.

Таблетки всех выше перечисленных групп 
окрашивали двумя способами для определения 
биомассы и количества живых клеток в био-
пленке.  Изучение  биомассы  пленок  прово-
дили путем измерения связывания клетками 
бактерий и матриксом биопленок красителя – 
0,1 %-й раствор генцианвиолет. Несвязанный 
краситель  удаляли  путем  двукратного  про-
мывания  буфером  с  последующей  экстрак-
цией связавшегося красителя 96 % этанолом 
в течение 12 ч и детекцией оптической плот-
ности (OD) спиртового экстракта на спектро-
фотометре PD-303 (APEL, Япония) при длине 
волны 570 нм в кюветах на 1 см.

Количество жизнеспособных клеток в био-
пленках выявляли по уровню восстановления 
водорастворимого тетразолия MTS в системе 
Cell  Proliferation Assay  («Promega»,  США) 
по прописи фирмы-производителя. Количество 
образовавшегося формазана измеряли на спек-
трофотометре СФ РД-303 при длине волны 490 
нм в кюветах на 1 см.

Все эксперименты проведены троекратно. 
Для повышения корректности сравнения полу-
ченных экспериментальных данных их выра-
жали в условных единицах (УЕ), отражавших 
отношение оптической плотности растворов 
восстановленного генцианвиолета или тетра-
золия на 1 см2 поверхности экспериментальных 
образцов.

Статистическую  обработку  проводили 
с помощью программного обеспечения «Prism 
6» (Graph Pad Soft wate Inc., США) с использо-
ванием однофакторного дисперсионного ана-
лиза (one-way ANOVA). Достоверность полу-
ченных результатов оценивали при р<0,05.

Результаты и обсуждение

Полученные и обработанные результаты экспе-
риментального исследования содержания живых 
клеток Staphylococcus epidermidis 33 и общей био-
массы в пленках, культивировавшихся в течение 
48 ч, представлены в таблицах 1, 2.

Таблица 1
Содержание живых клеток в 48-часовых пленках 

Staphylococcus epidermidis 33 на таблетках из диоксида 
титана до и после воздействия варнерином

Характеристика 
образцов

Сорбция 
красителя 
(формазан) 
образцами 
в среде LB 
(контроль) 

Биопленки 
Staphy-
lococcus 

epidermidis 
33 (OD)
(48 час) 

Биопленки 
Staphylococcus 
epidermidis 33  

(48 час),  
обработанные 

варнерином
Диоксид титана 
с наноструктури-
рованной поверх-
ностью

0,042±0,001
р>0,05

1,79±0,043
р<0,05

0,05±0,043
р>0,05

Таблица 2
Биомасса пленок Staphylococcus epidermidis 33 
через 48 часов роста на образцах из диоксида 

титана до и после воздействия варнерином

Характеристика 
образцов

Сорбция 
генционвиоле-
та образцами 

в среде LB

Биопленки 
Staphylococcus 
epidermidis 33

(48 час) 

Биопленки 
Staphylococ-
cus epidermi-

dis 33 (48 час), 
обработанные 

варнерином
Диоксид титана 
с нанострук-
турированной 
поверхностью

0,25±0,031
р<0,005

0,70±0,124
р<0,05

0,27±0,05
р<0,05

Как  видно  из  таблиц,  на  контрольных 
образцах  наноструктурированное  покрытие 
диоксида титана не оказывает влияния на свя-
зывание  красителей  в  среде  LB.  Действие 
варнерина  показывает  свою  выраженную 
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эффективность на образцах диоксида титана 
с  наноструктурированным  покрытием, 
при  этом  практически  приближаясь  к  циф-
ровым  значениям  группы  контроля,  досто-
верно  снижая  количество  живых  клеток 
Staphylococcus epidermidis 33 и общую био-
массу  в  биопленках  после  их  48-часового 
выращивания на экспериментальных образцах.

Представленные  данные  таблиц  для 
большей наглядности сведены в диаграмму 
и представлены на рис. 3.

Приведенные  данные  показывают,  что 
наноструктурирование поверхности диоксида 
титана с дополнительной обработкой низкомо-
лекулярным катионным пептидом варнерином 
приводит  к  достоверному  значительному 
снижению связывания красителя генцианви-
олета. Таким образом, подтверждено  суще-
ственное  снижение  роста  биомассы пленок 
Staphylococcus epidermidis 33 при их культи-
вации на наноструктурированной поверхности 
диоксида титана, обработанного варнерином.

Выводы

Действие низкомолекулярного катионного 
пептида варнерина на диоксиде титана с нано-
структурированной  поверхностью  эффек-
тивно в отношении биомассы и живых клеток 
микробных пленок.

Поверхностное  наноструктурированное 
покрытие диоксида  титана  в форме  анатаза 
при двухсуточном культивировании биопленок 
Staphylococcus epidermidis 33 не препятствует 
проявлению  эффективного  антибактериаль-
ного действия пептида варнерина.

Обработка варнерином поверхности диок-
сида  титана  с наноструктурированным ана-
тазом достоверно снижает биомассу образовав-
шихся биопленок Staphylococcus epidermidis 33 
при двухсуточном культивировании более, чем 
в 2,5 раза.

Одновременно содержание жизнеспособных 
клеток при культивировании в течение 48 часов 
на образцах с наномодифицированной поверх-
ностью и обработкой варнерином практически 
приближается к значения контрольной группы, 
не прошедшей таковую обработку пептидом.

Данный факт имеет практическое значение 
для  использования  полученных  экспери-
ментальных результатов в клинической пра-
ктике врача-стоматолога в качестве способа 
профилактики  и  лечения  воспалительных 
заболеваний полости рта, в том числе после-
операционных осложнений, у больных с при-
обретенными дефектами челюстно-лицевой 
области и после операции дентальной имплан-
тации путем ингибирования образования бак-
териальных  пленок  на  поверхностях  пред-
ложенных  конструкционных  материалов 
из диоксида титана с наномодифицированной 
поверхностью  в  виде  анатаза  (патент  РФ 
№ 153902; патент РФ № 2582228).

Рис. 3. Сравнение содержания живых клеток и биомассы 
в 48-часовых биопленках Staphylococcus epidermidis 33
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