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РЕЗЮМЕ

Введение. Биопленки являются формой микробных сообществ, фиксированных на различных абиотических и биотиче-

ских поверхностях. Этот способ существования микроорганизмов создает большие проблемы в фармацевтической, меди-

цинской, ветеринарной практике. Создание микроорганизмами биопленок делает их недосягаемыми для подавляющего 

большинства антимикробных средств. Существование биопленок при хронических инфекциях требует совершенно новых 

подходов к лечению. Некоторые механизмы формирования и поддержания определенных типов биопленок еще не вполне 

ясны.

Цель работы – сравнительная оценка и подбор эффективных методов изучения структурно-функциональных особенностей 

формирования биопленок микроскопическими грибами и бактериями для дальнейшей разработки эффективных фармакологи-

ческих препаратов.

Результаты. Исследованы структурно-функциональные особенности непатогенных штаммов микроскопических грибов 

рода Candida и бактерий Escherichia coli на способность образовывать биопленки по новому модифицированному методу. 

Разработан простой и экономичный способ получения биопленок, который позволяет изучить роль процесса трубкообразова-

ния в сообществах Candida – Escherichia.

Заключение. Предложенная модель может быть использована для изучения терапевтического воздействия различных 

лекарственных препаратов на биопленки и механизмы их первоначальной адгезии.
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Введение

Биопленки являются формой микробных 
сообществ, фиксированных на различ-

ных абиотических и биотических поверхностях. 
В природе они распространены повсеместно и со-
стоят из микробных клеток и внеклеточного ма-
трикса. Изучение биопленок в настоящее время 
вызывает огромный интерес исследователей, так 
как этот способ существования микроорганизмов 
создает большие проблемы для фармацевтиче-
ской, медицинской, ветеринарной практики [1]. 
Например, бактерии в биопленках могут обмени-
ваться плазмидами резистентности к лечебным 
препаратам, а также они не поддаются воздей-
ствию иммунной системы хозяина [2]. Микроорга-
низмы в биопленках создают свои «государства», 
где они живут и размножаются, а при благопри-
ятных условиях выходят в организм, способствуя 
новому витку заболевания. Представления о био-
пленках, подтвержденные с помощью современ-
ных методов визуализации, изменили взгляды на 
заболевания в целом. Согасно последним исследо-
ваниям, хронические инфекции принципиально 
отличаются от острых, а существование биопле-
нок при хронических инфекциях требует совер-
шенно новых подходов к их лечению [3].

Известно, что существуют различия бакте-
рий в составе биопленок и планктонно растущих, 
которые проявляются в метаболической актив-
ности, скорости роста, наличии каналов в ма-
триксе и т.д. Однако некоторые механизмы фор-
мирования и поддержания определенных типов 
биопленок еще не вполне ясны: Кто играет пер-
востепенную роль в биопленочных сообществах 
Candida–Escherichia. Могут ли образовывать био-
пленки непатогенные штаммы?

Известно, что любой инфекционный про-
цесс начинается с адгезии возбудителя на клет-
ках-мишенях. Потенциальную патогенность C. 
albicans принято характеризовать проявлением 
факторов вирулентности, основанных на физи-
ологических особенностях клетки и характере 
ее взаимодействия с макроорганизмом [4]. Дол-
гое время считалось, что образование гермина-
тивных, т.е. зародышевых или проростковых, 
трубок у кандид служит одним из основных фак-
торов патогенности, приводящим к развитию 
кандидоза, поскольку трубкообразующие штам-
мы обладают более выраженной способностью 
прикрепляться к органическим и неорганиче-
ским субстратам [5]. В настоящее время установ-
лена четкая корреляция между способностью 
кандид к трубкообразованию и его вирулентно-
стью в эксперименте. Однако, как считают неко-
торые авторы, 10–15% выделяемых от пациентов 
С. albicans не способны к воспроизведению гер-
минативных трубок [6].

Лечение хронических инфекций в настоящее 
время уже не может основываться на традицион-
ной концепции микробиологии. Новые представ-
ления о биопленках требуют разработки антими-
кробных препаратов нового поколения.

Цель работы – сравнительная оценка и под-
бор эффективных методов изучения структурно-
функциональных особенностей формирования 
биопленок микроскопическими грибами и бак-
териями для дальнейшей разработки эффектив-
ных фармакологических препаратов.

Материал и методы
В опытах использовали культуры микроор-

ганизмов: Candida albicans, клинический штамм, 

SUMMARY

Introduction. Biofilms are a form of microbial communities fixed onto various abiotic and biotic surfaces. This way in which the 

microorganisms exist creates major problems in pharmaceutical, medical, and veterinary practice. The creation of biofilms by 

microorganisms makes them inaccessible to the vast majority of antimicrobial agents. The existence of biofilms in chronic infections 

requires entirely new treatment approaches. Some mechanisms for the formation and maintenance of certain types of biofilms are not 

yet completely clear.

Objective: to comparatively assess and select effective methods for studying the structural and functional features of the formation 

of biofilms by microscopic fungi and bacteria for the further design of effective pharmacological preparations.

Results. The investigators studied the structural and functional features of non-pathogenic strains of microscopic fungi of the genus 

Candida and bacteria Escherichia coli on the ability to form biofilms by a new modified method. A simple and economical method for 

producing biofilms was developed, which allows one to study the role of the tube formation process in Candida-Escherichia communities.

Conclusion. The proposed model can be used to study the therapeutic effect of various drugs on biofilms and the mechanisms of 

their initial adhesion.

Key words: microscopic fungi, bacteria, biofilms, adhesive properties, matrix, microscopy.
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выделенный от собаки с бессимптомной фор-
мой вагинального кандидоза; Escherichia coli (E. coli) 
«Эколюм» представляют собой лиофилизирован-
ные культуры люминесцентных непатогенных 
бактерий, содержащиеся в среде инертных газов 
в стеклянных флаконах производства НВО «Им-
мунотех». 

Тест «проростковая проба» – один из основ-
ных методов идентификации С. аlbicans. Такое 
исследование морфологии микроскопических 
грибов проводится на специальных средах, так 
как все выросшие на стандартных средах гри-
бы выглядят одинаково – в виде округлых почку-
ющихся клеток. С целью стимуляции специфи-
ческих репродуктивных структур (конидий), а 
также элементов мицелия (псевдогифы) приме-
няют специальные среды, зачастую обедненные 
питательными веществами: кукурузный агар с 
добавкой твин-80, рисовый агар, картофельно-
морковный агар с желчью и др. [7]. В данном ис-
следовании кандиды культивировали на плот-
ной среде Сабуро с добавлением пенициллина 
и стрептомицина 100 ЕД/л или на рисовом агаре 

(Rice Extract Agar, Франция); эшерихии – на сре-
де Эндо (ЭНДО-ГРМ, Россия). 

Для исследования морфологии микроорга-
низмов на поверхность рисового агара, сред Са-
буро и Эндо наливали сверху 1 мл сердечно-моз-
гового бульона (СМБ), в бульон вносили по 0,1 
мл чистых бульонных культур E .coli и C. albicans 
с титром 106 КОЕ/мл и смешанную взвесь указан-
ных микроорганизмов. Стерильное покровное 
стекло помещали на поверхность агара с помо-
щью пинцета, шпателем распределяли культуры 
так, чтобы они и жидкая среда попали сверху на 
стекло (рис 1). Микроорганизмы культивирова-
ли при температуре 37˚С в течение 48 ч. Аккурат-
но пинцетом снимали покровные стекла и фик-
сировали смесью Никифорова (спирт – эфир 1:1) 
в течение 10 мин. Фиксированный мазок окра-
шивали 1% раствором метиленового синего в те-
чение 3 мин. После промывания и подсушива-
ния окрашенное покровное стекло помещали на 
предметное стекло мазком вниз, а между ними 
наносили 1 каплю иммерсионного масла. Такая 
методика приготовления биопленок не встреча-
лась нами ни в отечественных, ни в зарубежных 
источниках [8].

Результаты и обсуждение
При культивировании газоном на плотной 

среде Сабуро C. albicans формировала равномер-
ный газон. Однако такой «газон» вырастал на по-
верхности агара, а на поверхности стекла рост 
был весьма скудный. При микроскопирова-
нии таких препаратов видны были одиночные 
клетки дрожжеподобных грибов (ДПГ) овальной 
или удлиненно-овальной формы размером от 3 
до 10 мкм. Считать такой рост биопленкой не-
возможно. 

Известно, что рисовый агар индуцирует труб-
кообразование и служит для определения хлами-
доспор ДПГ. Для этого готовые одноразовые ам-
пулы с рисовым агаром подогревали на водяной 
бане и разливали в чашки Петри. После инкуба-
ции на чашках с рисовым агаром рост микро-
организмов наблюдался не только на поверхно-
сти среды, но и на покровном стекле (рис 2). Это 
можно объяснить тем, что активность образова-
ния герминативных трубок у C. albicans на рисо-
вом агаре высока и ДПГ образовывали сеть кле-
ток, сцепленных между собой. Морфологически 
под микроскопом эти образования выглядели 
как типичные биопленки (рис. 3). Они состояли 
как из дрожжевых форм, так и трубкообразую-
щих, которые подобно корням деревьев удержи-

Рис. 1. Приготовление биопленок: 

а – наложение стекла на среду; б – распределение 

сверху 1 мл сердечно-мозгового бульона

Fig. 1. Preparation of biofilms: 

а – overlaying the medium with glass; b – above 

distribution of 1 ml of brain-heart-infusion broth

а б

Рис. 2. Биопленки Candida albicans 

на рисовом агаре: а – в чашке Петри; 

б – на предметном стекле

Fig. 2. Candida albicans biofilms 

on rice extract agar: а – in a Petri dish; 

b – on a glass slide

а б
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вали овальные клетки. При подсчете в 100 полях 
зрения микроскопа количество ДПГ в мицели-
альной форме относительно общего числа кле-
ток составило 28±12%.

Культивирование E. coli на агаре Эндо дало 
тот же эффект, что и кандид на среде Сабуро. 
Под микроскопом видны были редкие одиноч-
ные палочки с закругленными концами длиной 
1–2 мкм.

Картина полностью поменялась, когда было 
проведено совместное культивирование 2 микро-
организмов на рисовом агаре. Высокое содержа-
ние длинных гифальных нитей кандид привело к 
тому, что эшерихии удержались и размножились 
на стекле в большом количестве. Непосредствен-
но образовалась плотная биопленка, состоящая 
из клеток и матрикса.

Таким образом, при формировании биопле-
нок существенную, а порой и ключевую роль, 
играют морфологические формы микроорга-
низмов. Оптимальное решение для эффектив-
ного культивирования биопленок C. albicans и 
E. coli – стимуляция сначала трубкообразования 
у C. albicans, что обеспечит хорошее прилипание 
к абиотическим поверхностям всей конструк-
ции. Такая организация обеспечивает физио-
логическую и функциональную стабильность 
и, следовательно, выживание в экологической 
нише. Пока нельзя утверждать, что эта модель 
(ДПГ+бактерии) будет работать абсолютно со все-
ми микроорганизмами. Для этого нужно прове-
сти серию экспериментов сочетания кандид и 
морфологически разных бактерий. Вероятно, 
похожие результаты совместного культивирова-

ния биопленок будут получаться с палочковид-
ными бактериями того же размера, как E. coli. 
Гифообразование, как важнейший критерий па-
тогенности кандид в организме [9] и обязатель-
ный этап для предложенного метода создания 
биопленок, можно моделировать и другими спо-
собами. Например, с помощью бычьей сыво-
ротки или в жидкой питательной среде Spider-
medium [10, 11]. 

Заключение
Предложенная методика формирования 

биопленок Candida– Escherichia может быть ис-
пользована для оценки влияния различных ле-
карственных препаратов и их дозировок на 
устойчивость микроорганизмов-симбионтов. 
Терапевтическое воздействие таких препаратов 
может быть направлено на механизмы первона-
чальной адгезии биопленки, блокирование син-
теза или разрушение полимерного матрикса, на-
рушение межклеточного обмена информацией. 
Кроме того, оно может сочетаться с собственно 
антимикробными агентами. Подобное лечение, 
действующее на структуру или функции биопле-
нок, может оказаться более эффективным, чем 
стандартная антибактериальная и антимикоти-
ческая терапия.
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