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В статье изложены основные методы изучения микробных биопленок, позволяющие выявить: закономер-
ности образования биопленок микроорганизмами семейства Enterobacteriaceae, генетические программы,  
регулирующие процессы пленкообразования, качественные и количественные характеристики компонен-
тов микробных сообществ, влияние внешних факторов на этапы формирования биопленок и их диспергиро-
вания. Исследование феномена пленкообразования в сочетании с мониторингом резистентности кишечных 
микроорганизмов в составе биопленки к антибактериальным препаратам позволит приблизиться к понима-
нию роли биопленок в течении инфекционных процессов микробной природы.

Ключевые слова: биопленка, методы исследования, антибиотикорезистентность, микрофлора кишеч-
ника

Большинство накопленных знаний о свой-
ствах кишечной микрофлоры относится к ис-
следованиям, проводимым с чистой культурой 
или планктонными формами бактерий. Пример 
тому – данные о чувствительности микроорга-
низмов к антибактериальным препаратам (АБП). 
Для каждого отдельно взятого микроорганизма 
разработаны: процедуры определения чувстви-
тельности, параметры контроля качества, допу-
стимые значения минимальной ингибирующей 
концентрации (МИК) препаратов по стандартам 
мировых систем глобального мониторинга рези-
стентности [1, 2]. Бактерии могут существовать 
в природе в виде планктонных форм, однако 
подавляющее большинство (95-99%) микроор-
ганизмов в кишечнике существуют не изолиро-
ванно друг от друга, а в виде специфически ор-
ганизованных сообществ, биопленок (Biofilms, 
BF) [3]. BF сообщество – это организованная 
совокупность микроорганизмов, живущих во 
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внеклеточной полимерной матрице (Extracellular 
polymeric substance, EPS), которую они произ-
водят, прикрепившись к живой или неживой по-
верхности [4], что указывает на значимость EPS 
для защиты биопленки и стабильности ее функ-
ционирования. Структура и пространственная 
организация BF определяются видами бактерий 
и соотношением микроорганизмов и  полимерно-
го вещества в BF, составляющим 15% к 85% [5]. 
Окружение BF микроорганизмов кишечной груп-
пы индуцирует широко распространенный путь 
адаптивной аминокислотной ферментации, обе-
спечивающий преимущество колонизации E.coli 
за счет восстановления аминокислоты треонина 
до 1-пропанола. Это дает возможность кишеч-
ной палочке приспосабливаться к гипоксическим 
условиям, преобладающим в BF, прикрепленных 
к стенкам кишечника [6]. 

Пленкообразование – фактор колонизации, 
патогенности и вирулентности, предоставляет 
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бактериям массу преимуществ в условиях воз-
действия неблагоприятных факторов внешней 
среды и организма-хозяина [7, 8]. Так, МИК ан-
тибиотиков в отношении бактерий в BF может в 
тысячи раз превышать данный показатель для 
планктонных форм бактерий [9]. С этим связы-
вают тот факт, что большинство бактериальных 
инфекций склонны к хронизации [10]. По данным 
Национального института здоровья (NIH) США, 
около 80% бактериальных инфекций человека 
ассоциированы с микробными BF и с трудом 
поддаются лечению АБП [11]. 

Недавние исследования показали, что ме-
ханизм образования BF выступает ключевым 
фактором в инициации развития канцерогенеза 
толстой кишки. Кишечная микробная BF образу-
ется во внутреннем слое слизи толстой кишки и 
состоит из полимикробных сообществ. BF при-
водит к перераспределению Е-кадгерина эпи-
телиальных клеток толстой кишки, увеличивает 
проницаемость кишечника и вызывает потерю 
функции кишечного барьера, что усиливает дис-
бактериоз кишечника. Эти результаты привели 
к идентификации микроорганизмов, которые 
несут протоонкогены – гены, связанные с канце-
рогенозом, в том числе бактерия F. Nucleatum, 
за счет экспрессии адгезинов, таких как FadA и 
Fap2 (рис. 1) [12].

Установлена также связь между способно-
стью к биопленкообразованию микроорганиз-
мов, выделенных из кишечника, и реактивным 
артритом [13].

Таким образом, современные методы иссле-
дования позволяют выявить разные аспекты 
негативного влияния кишечных BF на организм 
человека, накоплено немало методов прямой и 
косвенной, а также качественной и количествен-

ной оценки биопленкообразования, включая 
недавнее открытие феномена пленкообразо-
вания [14]. В то же время нет единого мнения о 
наиболее подходящей классификации методов 
изучения BF. В обзоре представлены методы 
изучения BF, классифицированные по цели ис-
следования и принципу метода.

В зависимости от цели исследования можно 
выделить следующие приоритетные направле-
ния в изучении BF:

1. Диагностика и мониторинг эффективности 
лечения биопленочных инфекций, непосред-
ственно тканевых (tissue infections) и опосре-
дованных инфекций (device-related infections), 
связанных с колонизацией патогенов на поверх-
ности медицинских устройств и катетеров [15].

2. Изучение степени способности микроорга-
низмов образовывать BF и состоять в конкрет-
ном микробном сообществе [16].

3. Исследование генетически детерминиро-
ванных программ, регулирующих процессы био-
пленкообразования на разных стадиях [17].

4. Оценка влияния факторов иммунного воз-
действия на BF [18].

5. Отдельно надо отметить изучение меха-
низмов устойчивости BF к антибиотикам и раз-
работку препаратов, которые способствуют ее 
диспергированию. Адъювантные механизмы 
молекул против BF микроорганизмов семейства 
Enterobacteriaceae включают ингибирование че-
рез вмешательство в пути восприятия кворума, 
механизм адгезии, нарушение внеклеточной 
ДНК, белка, липополисахаридов, экзополисаха-
ридов, первичных и вторичных мессенджеров, 
участвующих в сигнальных путях [19].

6. Определение и мониторинг антибиотико-
чувствительности микроорганизмов в составе 

BF. Особое внимание на сегод-
няшний день привлекают экс-
пресс-методы, позволяющие 
одномоментно определять ре-
зистентность микроорганизмов 
кишечной группы к этиотропной 
терапии и их способность обра-
зовывать BF [20].

7. Разработка вакцин для про-
филактики биопленочной инфек-
ции [21]. 

8. Изучение этапов форми-
рования BF, роли структурных 
компонентов и их количествен-
ное измерение. Состав матрик-
са кишечной BF может сильно  
варьировать в зависимости от 
условий среды и вида микроор-
ганизмов (факультативно-аэроб-
ные микроорганизмы: Escherichia 
coli (Lac+), Escherichia coli (Lac-), 
Klebsiella spp., Citrobacter spp., 

Рисунок 1. – взаимодействие протоонкогенных адгезинов Fap2 и фузобакте-
риального GalNAc-связывающего лектина [12]  
Figure 1. – interaction of proto-oncogenic adhesins Fap2 and fusobacterial GalNAc-
binding lectin [12]
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Enterobacter spp., Cronobacter spp., Bacillus spp., 
Staphylococcus spp., Enterococcus spp., грибы 
рода Candida; факультативно-анаэробные микро-
организмы: Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., 
Clostridium spp., Bacteroides spp., Actinomyces 
spp., Propionibacterium spp) [13]. Приведенные 
цели требуют понимания закономерностей про-
цесса пленкообразования, который протекает в 
несколько этапов (рис. 2) [22].

Методы исследования BF можно разделить 
по принципу работы, который положен в основу 
метода:

Культуральные методы позволяют выращи-
вать модели BF.  Выделяют in vitro, in situ, ex vivo, 
и in vivo исследования. Наиболее часто исполь-
зуются in vitro методики, которые в свою очередь 
делятся на статические и  динамические. Стати-
ческие (закрытые) системы чаще используют в 
силу их простого исполнения.  Для выполнения 
данных методик применяют  пластиковые план-
шеты, в которые вносят микробный инокулят. 
После инкубации планктон удаляют вместе с 
питательной средой, а сформировавшиеся BF 
подвергают дальнейшим исследованиям в зави-
симости от поставленных целей [23, 24]. Преиму-
щество динамических (открытых) систем, когда 
микроорганизмы циркулируют в закрытой систе-
ме в жидкой питательной среде, заключается в 
максимальном приближении к условиям живых 
систем. Данные методы ограничены высокой 
стоимостью эксплуатации сложных конструкций. 
Отдельно рассматриваются микрокосмы – бо-
лее сложные модели, имитирующие условия in 
situ. Они включают несколько видов бактерий и 
материал их естественной среды обитания. Тео-
ретически как открытые, так и закрытые системы 
могут быть превращены в микрокосмы [25]. Куль-
тивирование ex vivo, как правило, проводится in 
vitro, однако эти термины не являются синони-

мами. В экспериментах BF культивируется на 
живых эукариотических клетках (HeLa, HMEC-1 
Cells и т. д.) или тканях, извлеченных из организ-
ма, но в лабораторных условиях. Способы куль-
тивирования могут быть как динамическими, так 
и статическими [26]. В методах культивирования 
BF in vivo используются разные млекопитаю-
щие, насекомые, простейшие и растения. Это 
позволяет изучать особенности биопленкообра-
зования, вирулентность и патогенность предста-
вителей микробных сообществ в условиях, при-
ближенных к природным [27].

Результаты исследований культурального 
метода в закрытых системах имеют некоторую 
погрешность в силу разной степени адгезии од-
них и тех же штаммов микроорганизмов в зави-
симости от свойств абиотической поверхности, 
которую колонизирует BF [28]. Однако подавля-
ющее большинство знаний о свойствах кишеч-
ных BF накоплено через использование стати-
ческих методов. Наблюдается существенное 
преобладание исследований на BF in vitro над in 
vivo: работы по изучению BF в живом организме 
в режиме реального времени важны и информа-
тивны, но весьма малочисленны. 

Микроскопические методы – это основной ва-
риант визуализации BF. Световая микроскопия 
позволяет определить степень биопленкообра-
зования, провести анализ клеточных компонен-
тов BF, выявить спектр структур матрикса, их тин-
кториальные свойства. Возможен также подсчет 
клеток с использованием методик без окрашива-
ния или с окраской как в световом микроскопе, 
так и с расширенными возможностями флюорес-
ценции. Подсчет клеток может быть выполнен 
на незрелых BF in situ, если же BF перешла в 
трехмерную структуру, требуется гомогенизация 
взвеси микроорганизмов в камере Петрова-Ха-
уссера [14]. Использование флуоресцентной 

микроскопии может улучшить ви-
димость клеток и отличить живые 
клетки от мертвых, выделить общее 
покрытие поверхности и объем BF, 
а также толщину слоя BF – степень 
ее зрелости. Продукция полиса-
харидного компонента – наиболее 
важное условие появления зрелой 
BF [29]. В отличие от обычной све-
товой микроскопии, электронная 
микроскопия (ЭМ) и конфокаль-
ная лазерная сканирующая микро-
скопия (Confocal Laser Scanning 
Microscopy, CLSM) признаны  
основными методами для визуали-
зации ультраструктуры BF.

CLSM позволяет получать трех-
мерные изображения BF, изучать 
динамические процессы и взаи-
морасположение молекул в клет-

Рисунок 2. – Формирование биопленки и факторы, влияющие на каждую 
стадию [23] 
Figure 2. – Biofilm formation and factors that affect each stage [23]



33Гепатология и гастроэнтерология  № 1, 2021  

ке, наблюдать за миграцией плазмид [14]. ЭМ 
позволяет изучить состав и ультраструктуру 
BF, визуализировать эффекты воздействия на 
них разнообразных факторов. Преимущество 
растровой (сканирующей) ЭМ – четкое изобра-
жение топографии поверхности исследуемого 
образца. С помощью атомно-силовой (зондовой) 
микроскопии возможно получение информации 
о свойствах бактерий (пластичность, жесткость, 
элементный состав образца), а также механиз-
мах адгезии бактерий к материалам и оценить 
шероховатость поверхности прикрепления био-
пленок. Трансмиссионная (просвечивающая) 
ЭМ, несмотря на сложность в пробоподготовке 
объектов, позволяет визуализировать наруж-
ные и внутренние структуры  матрикса BF и ее 
клеток, а применение гистохимических методов 
контрастирования дает возможность определять 
химический состав ее компонентов. Точный ана-
лиз эффектов воздействия разных факторов на 
BF позволяет осуществить последующая мор-
фометрия снимков [30].

При использовании микроскопических методов 
обязательное условие – исключение распростра-
ненной ошибки: восприятия агаровых колоний за 
BF. Фактом несоответствия истинной BF выступа-
ет пространственная структура, отсутствие адге-
зии, разный уровень экспрессии генов [31].

Иммунологические методы основаны на вы-
явлении антигенов микроорганизмов и выраба-
тываемых в ответ на их присутствие факторов 
иммунного ответа, в первую очередь антител. 
Как видно из немногочисленных исследований, 
клеточные и гуморальные механизмы врожден-
ного иммунитета несостоятельны в элиминации 
BF из организма. В некоторой степени они зави-
сят от степени зрелости BF и видового состава 
микроорганизмов, формирующих BF [30]. Что ка-
сается приобретенного клеточного иммунитета, 
то очаг поражения характеризуется массивной 
инфильтрацией Т-хелперами, выступающими в 
роли активных участников  хронического биопле-
ночного воспаления за счет продукции цитоки-
нов [33]. Попытки поиска специфических особен-
ностей биопленочного процесса (цитокинового 
профиля сыворотки, иммунограммы крови и т. д.) 
не выявили  ожидаемых закономерностей. Бо-
лее того, в некоторых случаях микроорганизмы 
могут извлекать пользу из контакта с иммунными 
эффекторами, что приводит к усилению пленко-
образования [34]. Однако применение методов 
серотипирования и серодиагностики остается 
перспективным для идентификации BF. Так, при 
применении   соответствующих моноклональных 
антител, меченых флуоресцеин изотиоциана-
том (FITC), возможно прямое быстрое опреде-
ление состава и плотности BF. Существование 
антигенов теоретически позволяет разработать 
простые и воспроизводимые иммунохимические 
методы обнаружения биопленочного матрикса 

в материале, полученном от пациента. Однако 
иммунологические методы, разрабатываемые 
в научно-исследовательских центрах, не имеют 
широкого применения в диагностике и лечении 
биопленочных инфекций. Такая же ситуация и 
с методами профилактики биопленочных ин-
фекций. Выявленные антитела к частным анти-
генам (поверхностные адгезины S. epidermidis, 
коллаген-связывающий фактор S. aureus, фим-
брии SMF-1 St. maltophilia и др.) не дают полной 
картины для создания вакцины от биопленочной 
инфекции [35]. Изучение взаимоотношений ми-
кробных сообществ с иммунной системой пре-
тендует на то, чтобы стать самостоятельным 
разделом иммунологической науки по вопросам 
антибиопленочного иммунитета. 

Молекулярно-генетические методы применя-
ются для идентификации генетических структур, 
контролирующих разные этапы пленкообразо-
вания, а также использования генов или белков 
в качестве мишеней для разработки терапевти-
ческих подходов. Важнейшим механизмом ге-
нетической регуляции в клеточном сообществе 
является чувство кворума (quorum sensing, QS). 
QS – это особый тип регуляции экспрессии генов 
бактерий, зависящий от плотности популяции. 
QS системы участвуют в контроле вирулентно-
сти бактерий и формирования BF. Так, повы-
шенная регуляция генов, кодирующих токсины и 
белки, связанных с  уклонением от иммунитета, 
играет важную роль в устойчивости BF S. aureus 
[36. Специализированные вещества, аутоиндук-
торы способны экскретироваться клетками и на-
капливаться в среде во время роста клеточной 
популяции. Ответ клетки зависит от концентра-
ции индуктора в среде, по достижении крити-
ческого значения которого запускается опреде-
ленная генетическая программа у каждой клетки 
сообщества. В результате достигается высокая 
степень координации экспрессии генов и меха-
низмов адаптации [37]. Роль мессенджеров-ау-
тоиндукторов первого типа у грамотрицательных 
бактерий выполняют N-ацетилгомосеринлакто-
ны (AHL), у грамположительных бактерий – оли-
гопептиды. Мессенджеры, также называемые 
аутоиндукторами второго типа, ответственные 
за передачу сигнала между грамположитель-
ными и грамотрицательными микроорганизма-
ми. Помимо QS регуляции, активно исследует-
ся роль регуляторов формирования BF малых 
РНК и циклический ди-гуанозин-монофосфат  
(c-di-GMP), участвующий в контроле синтеза 
экзополисахаридов. Ингибиторы QS и c-di-GMP 
могут иметь фармацевтическое значение, на их 
основе разрабатываются лекарственные сред-
ства, направленные на диспергирование BF че-
рез системы генетической регуляции [38]. 

Основными способами определения экс-
прессии генов являются разные варианты 
секвенирования, в том числе секвенирование 
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нового поколения (16S-метагеномика, Шот-
ган-метагеномика, анализ транскриптома ми-
кроорганизма, полногеномное секвенирование 
и другие). Секвенирование позволяет изучать 
генетический контроль образования BF, опреде-
лить уровень экспрессии каждого белок-кодиру-
ющего гена в геноме, различать варианты мРНК, 
получающиеся в результате альтернативного 
сплайсинга [39]. Измерение биолюминесценции 
(BPI) – метод изучения и детекции BF, который 
используется как in vitro, так и in vivo. При искус-
ственном введении в бактерии плазмид, ответ-
ственных за синтез люминесцирующего белка, 
проводится визуализация матрикса биопленки 
и адгезированных бактерий. С помощью упоми-
навшейся ранее CLSM, используя гены-репор-
теры, кодирующие флуоресцирующие белки, 
удалось показать, что интенсивность горизон-
тального переноса генов в BF выше, чем в план-
ктонных культурах [40]. С помощью данного ме-
тода определена неоднородность бактерий в BF 
и выявлены клетки-персистеры, ответственные 
за выживание популяции во время воздействия 
факторов, летальных для основной массы клеток 
[41]. Проводить идентификацию микроорганиз-
мов и их количественную оценку  можно путем 
прямого воздействия на геномную ДНК, исполь-
зуя полимеразную цепную реакцию (ПЦР). Коли-
чественная ПЦР (кПЦР) может дать результаты 
в течение нескольких часов, исключив этапы, 
требующие длительной инкубации. Недостаток 
кПЦР – ее тенденция к завышению количества 
жизнеспособных клеток из-за присутствия ДНК, 
полученной из мертвых клеток, и свободной вне-
клеточной ДНК. Выявлять микроорганизмы по 
базам данных и определять различия в уровне 
экспрессии разных генов планктонных и биопле-
ночных культур можно, используя технологию 
матрично-активированной лазерной десорбции/
ионизации (MALDI) [42]. Такой сложный процесс, 
как образование BF, основан на работе опре-
деленных генов, выявление которых позволяет 
приблизиться к пониманию данного феномена.

Химические или титриметрические методы, 
в них используются красители, которые могут 
связываться или адсорбироваться на компонен-
тах BF. Изложенные ниже методы заслуживают 
внимания, так как являются базой для дальней-
ших, более точечных исследований, имеют ряд 
преимуществ, а именно скорость выполнения, 
относительную простоту, точность получаемых 
результатов.

Анализ с кристаллическим фиолетовым (CV) 
позволяет получить показатели плотности всей 
BF, без учета соотношения количества клеток и 
массы BF. Метод основан на сорбции молекул 
красителя на структурах биопленки с последую-
щей их отмывкой (десорбцией) в органических  
растворителях. Растворитель помещают в чистые 
планшеты и измеряют оптическую плотность. Ре-

зультаты плотности BF интерпретируют согласно 
оптической плотности окрашенного растворителя 
[14]. Предполагая, что содержание белка в клет-
ках коррелирует с количеством клеток в BF, мож-
но заменить показатели общего роста BF опре-
делением общего белка. Количественный анализ 
протеина – это быстрый и общедоступный метод 
анализа, позволяющий провести относительную 
оценку роста BF. Чтобы определить это, BF уда-
ляют из субстрата и гомогенизируют в жидкой су-
спензии. После лизиса содержание белка можно 
измерить по изменению цвета в результате взаи-
модействия краситель-белок с помощью спектро-
метра. Однако этот метод подходит в качестве 
дополнения в сочетании с прямыми методами ко-
личественной оценки, но не как самостоятельно 
достаточный метод [43].

Анализ восстановления XTT (2,3-бис (2-ме-
токси-4-нитро-5-сульфофенил)-5- [карбонил (фе-
ниламин)] – 2H-гидроксид тетразолия) позволяет 
оценить метаболическую активность BF. Метод 
достаточно прост, имеет высокую пропускную 
способность, не нарушает целостности клеток и 
дает численные показатели бактерицидной для 
BF концентрации воздействующих веществ, ис-
пользуется также для определения бактериаль-
ной обсемененности пищевых продуктов [33]. 
Выбранная соль тетразолия разводится и инку-
бируется с BF в течение 1-3 часов при темпера-
туре культивирования. В течение этого времени 
при наличии кофакторов и ферментов клеточ-
ного метаболизма бесцветная соль восстанав-
ливается в формазон, интенсивность которого 
пропорциональна жизнеспособности клеток. Ее 
можно обнаружить визуально или с использова-
нием спектрометра. Существует множество раз-
ных модификаций этого метода, в том числе и 
коммерческих [44].

Физические методы, когда общая биомасса 
BF может быть получена путем измерения сухой 
или влажной массы. Для определения сухой мас-
сы ростовой субстрат (обычно это предметное 
стекло) взвешивается, затем на его поверхности 
культивируется BF. Модель находится в печи при 
постоянной температуре до тех пор, пока вода 
полностью не будет удалена и не будет достиг-
нут постоянный вес, после чего образец снова 
взвешивается. Этот метод прост в применении и 
доступен во всех микробиологических лаборато-
риях, однако он не позволяет выявить различия 
между компонентами биопленки, такими как EPS, 
и разными типами микроорганизмов [39].

Результаты, полученные с помощью разных 
методов обнаружения BF (микробная актив-
ность, общее количество клеток, трехмерное 
распределение бактерий в BF, идентификация 
разных компонентов BF и др.), также могут раз-
личаться [45].

Исследование BF представлено многими 
методами, начиная от старых методик, таких 
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как подсчет КОЕ, до более современных мето- 
дов – флуоресцентная маркировка BF в соче-
тании с математическим прогнозным модели-
рованием (CUSUM) [46]. Новые знания о BF, 
полученные с помощью современных методов 
исследований, изменили взгляды на инфекцион-
ные заболевания. Разработка и стандартизация 
методов позволит применять их в практической 

медицине для выбора рациональной антими-
кробной химиотерапии кишечных инфекций, 
оценки ее эффективности, выявления циркуля-
ции  в  стационарах  штаммов  микроорганизмов 
с повышенной  способностью  к  формированию 
BF, что расширит спектр знаний о влиянии BF 
в качестве факторов, способных модулировать 
течение ряда патологических процессов [12, 13].
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