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Pseudomonas aeruginosa – один из основных возбудителей оппортунистических инфекционных заболеваний человека, 
особенно часто встречающихся у иммунокомпрометированных пациентов. Это связано со способностью бактерии 
к формированию микробных биопленок на биотических и инертных поверхностях предметов обихода, госпитальной 
среды и изделий медицинского назначения, что приводит к формированию множественной устойчивости возбудителя 
к широкому спектру антимикробных препаратов. В связи с этим разработка методов, препятствующих процессам 
пленкообразования P. aeruginosa, является актуальным направлением биомедицины. 
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Pseudomonas aeruginosa is one of the main pathogens of opportunistic human infectious diseases, especially common in 
immunosuppressed patient. This occurs due to its ability to form microbial biofilms on the biotic and inert surfaces of household 
items, hospital environment and medical products, which cause pathogen’s resistance to a wide range of antimicrobial agents. 
Hence, the development of methods that hamper the film-forming processes of P. aeruginosa is an actual direction of 
biomedicine.
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P. aeruginosa может являться ассоциантом нормальной 
микрофлоры ряда биотопов организма человека 

и  вызывать оппортунистические инфекционные заболева-
ния различной локализации, которые могут протекать как 
в острой, так и в хронической форме [1, 2].

В процессе эволюции клетки P. aeruginosa приобрели 
целый комплекс защитных механизмов, что значительно за-

трудняет лечение вызванных ими заболеваний. В составе 
генома P. aeruginosa закодированы ферменты, обуславли-
вающие резистентность возбудителя к антибиотикам ряда 
бета-лактамов, аминогликозидов и макролидов [2]. Помимо 
этого, P. aerugionsa благодаря жгутикам, пилям IV типа и 
растворимым продуктам жизнедеятельности, образующим 
внеклеточный матрикс, способна формировать биопленки. 
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Жгутики, придающие подвижность бактериальным клеткам, 
способствуют образованию поверхностного монослоя био-
пленки, а благодаря пилям – и микроколоний на ней [3]. 
Одним из основных компонентов биопленки являются поли-
сахариды. Окружая себя полисахаридным матриксом, бак-
териальные клетки маскируют свои антигены, тем самым 
делая себя невидимыми для компонентов иммунной систе-
мы человека [4]. Кроме того, экзополисахариды, входящие 
в состав биопленки, затрудняют диффузию антибактериаль-
ных препаратов и предохраняют бактериальные клетки 
от негативных воздействий окружающей среды [5].

Биопленки, образуемые P. aeruginosa, могут быть плоски-
ми (недифференцированными) либо структурными (диффе-
ренцированными). Формирование недифференцированной 
биопленки происходит путем образования плотного слоя 
сливающихся клеток [6]. Процесс формирования дифферен-
цированной биопленки начинается с возникновения поверх-
ностных агрегатов и может приводить либо к формированию 
небольших колоний микроорганизмов, состоящих из под-
вижной и неподвижной субпопуляций бактериальных кле-
ток, либо к формированию более крупных микроколоний, 
возникших в ходе клонального роста агрегатов [7].

В связи с этим разработка мер по предотвращению фор-
мирования микробных биопленок на инертных поверхностях 
изделий медицинского назначения является актуальной про-
блемой биомедицины. Начальным этапом в процессе фор-
мирования биопленок является неспецифическая адгезия 
бактериальных клеток на поверхности субстрата, которая 
происходит в первые несколько часов культивирования мик
роорганизмов [8]. Применение биосовместимых полимер-
ных соединений, способных изменять поверхностные свойст
ва субстрата, делая его непригодным для адгезии бактери-
альных клеток, является перспективным в борьбе с микроб
ными биопленками. 

Целью данного исследования являлось изучение дейст
вия полиазолидинаммония, модифицированного гидрат-
ионами йода, на процесс формирования микробных биопле-
нок штаммами P. aeruginosa.

Материалы и методы

В работе использовали стандартный и клинический штам-
мы P. aeruginosa. Объектом исследования явилось биосов-
местимое полимерное соединение – полиазолидинаммоний, 
модифицированный гидрат-ионами йода (ПААГ-М), произ-
водства ООО НПО «Константа» (Россия), для которого 
ранее были установлены широкий спектр антимикробной 
активности и низкий уровень токсичности [9–11].

Количественный учет интенсивности пленкообразования 
проводили по величине связывания микробными биопленка-
ми красителя кристаллического фиолетового (ед. OD) [12]. 
Для этого взвесь исследуемых микроорганизмов с началь-
ной концентрацией клеток 105 КОЕ/мл вносили по 100 мкл 
в ячейки 96-луночных плоскодонных пoлистирольных план-
шетов, содержащих в каждой лунке ряда по 100 мкл мясо-
пептонного бульона (МПБ). 

Штаммы P. aeruginosa культивировали при температуре 
37°С в течение 24, 48, 72 и 96 ч. После соответствующей 
экспозиции планктoнные формы клеток удаляли, ячейки 

планшетов аккуратно промывали стерильной водой и вноси-
ли в них по 100 мкл 1%-ного водного раствора кристалли
ческого фиолетового. Через 10 минут краситель удаляли, 
а  лунки трижды аккуратно промывали. Краситель, связан-
ный с биопленками, растворяли в смеси 1÷4 ацетон/этанол и 
определяли оптическую плотность на спектрофотометре 
для микропланшетов Epoch «BioTek» (США) при длине 
волны 420 нм. Контрольные лунки содержали ацетон-
этаноловую смесь.

Для формирования микробных биопленок на поверхности 
катетера его фрагменты помещали в МПБ, содержащий 
суточные культуры исследуемых штаммов P. aeruginosa 
в концентрации 2 × 105 м.к./мл. Опытные образцы катетера 
предварительно обрабатывали 0,5%-ным раствором 
ПААГ-М. Культивирование образцов проводили при темпе-
ратуре 37�С в течение суток, после чего оценивали процесс 
пленкообразования с использованием сканирующей элек-
тронной микроскопии.

Электронно-микроскопическое исследование микробных 
биопленок на поверхности фрагментов уретрального катете
ра как модели изделий медицинского назначения проводили 
с использованием растрового электронного микроскопа 
Aspex Explorer (FEI Company, США). На поверхность образ-
цов напыляли токопроводящую пленку золота. Микроскопию 
проводили при ускоряющем напряжении 20 kV, ток эмиссии – 
50 μА. Изображение получали во вторичных электронах.

Статистическую обработку полученных данных осущест-
вляли при помощи пакета программ STATISTICA 6,0.

Результаты и обсуждение

Оценка пленкообразующей способности P. aeruginosa 
позволила установить, что интенсивность связывания кра
сителя стандартными штаммами была в 1,66 раза выше 
по сравнению с клиническими штаммами (рис. 1).

Обработка лунок иммунологического планшета иссле-
дуемым полимерным соединением способствовала нару-
шению формирования микробных биопленок, что выража-
лось в  снижении интенсивности связывания кристалличе
ского фиолетового стандартным штаммом в 7 раз, а кли
ническим  – в  4,17 раза (критерий Вилкоксона Z = 2,02, 
p < 0,05).
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Рис. 1. Влияние ПААГ-М на процесс формирования микробных 
биопленок стандартным и клиническим штаммами P. aeruginosa.
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Поскольку развитие катетер-ассоциированных инфекций 
связано с формированием микробных биопленок на поверх-
ности изделий медицинского назначения при проведении 
инвазивных манипуляций, для дальнейших исследований 
был выбран полиуретановый уретральный катетер, на фраг-
ментах которого в условиях in vitro формировали микробные 
биопленки. Было установлено, что через 24 ч культивирова-
ния микробные биопленки, образованные как стандартным, 
так и клиническим штаммами P. aeruginosa, имели сложную 
трехмерную структуру: бактерии в них формировали много-
клеточные слои, покрытые интенсивно выраженным экзопо-
лимерным матриксом (рис. 2). В массиве биопленки отмеча-
лось наличие большого количества каналов, через которые 
осуществляется транспорт питательных веществ, продуктов 
метаболизма и сигнальных молекул.

На рисунке 2А представлена электронная микрофотогра-
фия микробной биопленки, образованной клиническим 
штаммом P. aeruginosa №26. В контрольном образце клетки 
имели размеры, соответствующие их исходным характери-
стикам, визуализировался интенсивный экзополимерный 
матрикс, в который были погружены микробные клетки. 
Через 24 ч культивирования формирование микробной био-
пленки происходило на всей поверхности образца.

Обработка образцов уретрального катетера сублеталь-
ными концентрациями ПААГ-М способствовала нарушению 
процесса адгезии микробных клеток на его поверхности: 
отмечали изолированные скопления микробных клеток, рас-
положенные в один слой, размер клеток был в 1,5 раза 
меньше по сравнению с контрольными (рис. 2Б). Кроме того, 
наблюдалось практически полное отсутствие экзополимер-
ного матрикса.

С использованием методов спектроскопии и сканирую-
щей электронной микроскопии установлено достоверное 
нарушение процесса пленкообразования стандартным и 

клиническим штаммами P. aeruginosa при обработке инерт-
ных поверхностей лунок иммунологического планшета и 
образцов уретрального катетера сублетальными концентра-
циями полимерного соединения ПААГ-М. 

Мы предполагаем, что положительно заряженный ПААГ-М 
способен электростатически связываться с отрицательно за-
ряженными поверхностными структурами клеточной стенки 
бактерии, тем самым не позволяя им нормально функциони-
ровать. Согласно литературным данным, некоторые поверх-
ностные структуры P. aeruginosa, такие как пили и жгутики, а 
также вырабатываемая бактериальными клетками внеклеточ-
ная слизь принимают активное участие в процессе пленкоо-
бразования. При нарушении их функции можно ожидать сни-
жения активности пленкообразования. Также ПААГ-М, воз-
можно, способен изменять поверхностные свойства субстра-
та, тем самым нарушая этап неспецифической адгезии и 
препятствуя образованию первичных поверхностных агрега-
тов, необходимых для формирования полноценной биопленки. 

Полученные в ходе исследования результаты позволяют 
рекомендовать ПААГ-М для предварительной обработки из-
делий медицинского назначения и объектов госпитальной 
среды с целью предотвращения формирования микробных 
биопленок.
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