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Цель исследования — оценить возможности использования новых медико-биологических технологий для идентификации бакте-
риальных биопленок и апробировать их на модели стафилококковой биопленки.

Материалы и методы. Для исследования стафилококковой биопленки применялись масс-спектрометрия, лазерная сканирующая 
(конфокальная) микроскопия, сканирующая электронная микроскопия, ферментативная и окислительная деструкция внеклеточного 
биопленочного матрикса.

Результаты. Продемонстрированы возможности новых медико-биологических технологий в идентификации видовой принадлежнос-
ти биопленкообразующего стафилококка, а также в обнаружении обязательных атрибутов стафилококковой биопленки. Масс-спектромет-
рия позволила идентифицировать вид биопленкообразующего стафилококка (Staphylococcus aureus). Микроскопическое исследование, 
проведенное методом лазерной сканирующей конфокальной микроскопии, выявило характерную для биопленок S. aureus трехмерную 
организацию. С помощью сканирующей электронной микроскопии были визуализированы структуры внеклеточного биопленочного мат-
рикса S. aureus. Установлено, что внеклеточный матрикс изучаемой биопленки образован ДНК-протеиновыми комплексами.

Ключевые слова: Staphylococcus aureus; биопленка; масс-спектрометрия; лазерная сканирующая конфокальная микроскопия; 
сканирующая электронная микроскопия.
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The aim of the investigation was to estimate the availability of new biomedical technologies to identify bacterial biofilms and evaluate them 
on a staphylococcal biofilm model.

Materials and Methods. We studied staphylococcal biofilms by mass spectrometry, laser scanning (confocal) microscopy, scanning 
electron microscopy, enzymatic and oxidative destruction of extracellular biofilm matrix. 

Results. We demonstrated the capabilities of new biomedical technologies in identification of generic specificity of biofilm-forming 
staphylococcus, and in detection of the necessary characteristics of staphylococcal biofilm. Mass spectrometry enabled to identify the type of 
biofilm-forming staphylococcus (Staphylococcus aureus). Microscopic study using laser scanning confocal microscopic technique revealed 
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3-demensional organization typical of S. aureus biofilms. Scanning electron microscopy enabled to visualize the structures of extracellular 
S. aureus biofilm matrix. The extracellular matrix of the test biofilm was found to be formed of DnA-protein complexes.

Key words: Staphylococcus aureus; biofilm; mass-spectrometry; laser scanning confocal microscopy; scanning electron microscopy.

Патогенез многих бактериальных инфекций челове-
ка связан с образованием биопленок. Бактериальные 
биопленки — это слой бактериальных клеток, прикреп-
ленных к поверхности и друг к другу, заключенных в 
биополимерный матрикс [1]. Стафилококки — акту-
альные возбудители гнойно-воспалительных заболе-
ваний — активно формируют биопленки в организ-
ме человека и на поверхности сопряженных с ним 
устройств (катетеров, протезов, имплантатов). Это 
касается Staphylococcus aureus, Staphylococcus epi-
dermidis, Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus 
haemoliticus и других их видов [2–6]. Стафилококки в 
составе биопленок приобретают устойчивость к дейст-
вию антимикробных препаратов, а также к атакам со 
стороны иммунной системы человека [7, 8], поэтому 
стафилококковые биопленочные инфекции характери-
зуются затяжным течением, склонностью к рецидивам 
и отсутствием эффекта от традиционных методов ан-
тимикробной терапии [9]. Однако даже внутри одного 
вида не все штаммы обладают способностью образо-
вывать биопленки. Например, от 22 до 32% клиничес-
ких изолятов S. aureus не формируют биопленки [10, 
11]. Из этого следует, что для выбора оптимальной 
тактики лечения следует проводить микробиологичес-
кую диагностику, которая не только должна включать 
видовую идентификацию возбудителя, но и отвечать 
на вопрос о наличии или отсутствии биопленочного 
процесса в каждом конкретном случае. Иными слова-
ми, существует необходимость дифференцировки био-
пленочных и небиопленочных штаммов выделенного 
возбудителя. Для того, чтобы доказать присутствие 
биопленки, используют разнообразные методические 
подходы, направленные на обнаружение: 1) элементов 
биопленочного внеклеточного матрикса; 2) генов, конт-
ролирующих биопленкообразование; 3) сложных архи-
тектурных структур, специфичных для биопленки [12]. 
Предварительно производят видовую идентификацию 
микробов, формирующих биопленку. 

Цель исследования — оценить возможности ис-
пользования новых медико-биологических технологий 
для идентификации бактериальных биопленок и апро-
бировать их на модели стафилококковой биопленки. 
В задачи исследования входила идентификация видо-
вой принадлежности возбудителя, а также подтверж-
дение того, что исследуемый штамм стафилококка 
формирует биопленку. Доказательством существова-
ния биопленки служило обнаружение двух обязатель-
ных биопленочных атрибутов — бактериальных клеток 
и внеклеточного матрикса [12].

Материалы и методы. Объектом исследования 
был придонный слой бульонной культуры клинического 
изолята коагулазопозитивного стафилококка (штамм 
5983/2) в пластиковых чашках Петри. В чашку (диа-
метр 40 мм) вносили 3,5 мл бульона Tryptic soy Broth 

(TsB) (Becton, Dickinson and Company, США), содер-
жащего 1% глюкозы, и добавляли 0,5 мл стандарти-
зованной по оптическим характеристикам (0,5 единиц 
на приборе DensiLameter II, ф. ERBA Lachema, Чехия) 
суточной культуры исследуемого стафилококка в том 
же бульоне; 1 мл содержал примерно 108 колониеобра-
зующих единиц стафилококков. Инкубировали 48 ч при 
37оС. После инкубации осторожно сливали надосадоч-
ный питательный бульон. Образовавшийся на дне чаш-
ки слой стафилококков дважды отмывали раствором 
Хенкса (по 4 мл). 

Идентификацию видовой принадлежности проводи-
ли на основе технологии mALDI-TOF ms (Германия) ме-
тодом прямого профилирования на масс-спектромет-
ре microflex (Bruker Daltonics, Германия), оснащенном 
азотным лазером 337 нм, с использованием програм-
мы maldi Biotiper automatiс (Германия). При помощи 
бактериальной петли со дна чашки Петри забирали 
микробный материал и наносили его непосредственно 
на мишень. Затем материал смешивали с 1 мкл матри-
цы (насыщенный раствор α-циано-4-гидроксикоричной 
кислоты в смеси 50% ацетонитрила и 2,5% трифторук-
сусной кислоты), высушивали на воздухе, после чего 
мишень загружали в масс-спектрометр и подвергали 
исследованию. Сравнение полученного масс-спектра с 
масс-спектрами референсной библиотеки осуществля-
лось с помощью программного обеспечения flexControl 
и flexAnalysis (Bruker Daltonics, Германия). Надежность 
идентификации отражала система баллов (scores), 
разработанная на основе статистических алгоритмов: 
2,300–3,000 баллов соответствует достоверной вероят-
ности видовой идентификации [13].

Микроскопическое исследование проводили с помо-
щью лазерного сканирующего (конфокального) микро-
скопа Lsm 510 meta (Zeiss, Германия). Непосредственно 
в чашке Петри слой стафилококков окрашивали флюо-
рохромными красителями с помощью тест-системы 
FilmTracer™ 1-43 Green Biofilm Cell stain (Invitrogen, 
США) согласно инструкции фирмы-производителя. 
Полученные изображения реконструировали и анали-
зировали при помощи компьютерной программы Zeiss 
Lsm Image Browser (Германия). Отдельная серия мик-
роскопических исследований подвижности биопленоч-
ных стафилококков (с аналогичной флюорохромной 
окраской) была проведена с применением технологии 
«резонансный сканер» на лазерном сканирующем (кон-
фокальном) микроскопе TCs sP5 (Leica microsystems, 
Швейцария); изображения были восстановлены при по-
мощи программного обеспечения LAs AF Lite.

Для ультраструктурных исследований рельефа 
биопленки использовали сканирующий электронный 
микроскоп Jsm 6390А (JEOL, Япония). Фиксацию пре-
парата осуществляли при 4оС в два этапа. Вначале про-
водили предфиксацию (30 мин) образца в 2,5% раство-

Современные технологии исследования бактериальных биопленок



16   СТМ ∫ 2013 — 5(1)

 оригинальные исследования  

Рис. 1. Масс-спектрограмма формирующего био-
пленку штамма, демонстрирующая спектр соот-
ношений массы к заряду ионизированных пепти-
дов — дериватов бактериальных протеинов. По 
оси X — пики, каждый из которых соответствует 
ионизированному пептиду (белку или части бел-
ка) с уникальным отношением масса/заряд, по оси 
Y — интенсивность пика (в условных единицах), 
которая эквивалентна количеству белка (пептида). 
Статистический анализ спектров позволяет досто-
верно утверждать, что исследуемый изолят прина-
длежит к виду S. aureus (score — 2,420)

ре глутарового альдегида (рН=7,2) (Em grade, ф. Agar 
scientific Inc., Великобритания) с последующим трое-
кратным отмыванием дистиллированной водой. Затем 
препарат фиксировали (30 мин) 0,5% раствором OsO4 с 
последующим троекратным отмыванием в дистиллиро-
ванной воде. После этого препарат криофиксировали 
в жидком азоте (–196°С) и подвергали низкотемпера-
турной дегидратации (–100°С) в высоком вакууме в 
течение 24 ч. После лиофилизации препарат монтиро-
вали на держатель электронного микроскопа и на его 
поверхность методом ионного распыления в аргоновой 
плазме наносили слой платины (10 нм), используя ус-
тановку JFC-1600 (JEOL, Япония). Сканирующая элек-
тронная микроскопия проводилась при увеличении от 
1000 до 10 000 раз.

Биохимическая идентификация элементов межкле-
точного биопленочного матрикса выполнялась путем 
обработки биопленок субстанциями, обеспечивающи-
ми специфическую деструкцию разных типов матрикса 
[14–16]. Для того, чтобы подтвердить структурную роль 
белков в образовании матрикса, использовали проте-
иназу К (Amresco, США) и трипсин (Thermo scientific, 
Финляндия), для обнаружения в составе матрикса вне-
клеточной ДНК (еДНК) применяли ДНКазу (Fermentas, 
Литва). Для выявления полисахаридов проводили об-
работку биопленок периодатом натрия. Протеиназа К 
была растворена в 100 ммоль Tris-Cl-буфера (pH=7,5) 
в концентрации 1000 мкг/мл. ДНКаза была растворе-
на в 10 ммоль Tris-Cl-буфера (pH=8,0), содержащего 
2 ммоль mgCl2, в концентрации 1000 мкг/мл. Эти фер-
менты добавляли к биопленкам (в растворе Хенкса, 
4 мл) в соотношении к объему раствора 1:9; биопленки 
с ферментами инкубировали 60 мин при 37°C. В се-
рию проб были добавлены последовательно ДНКаза 
(конечная концентрация 100 мкг/мл, инкубация 60 мин 
при 37°C) и протеиназа К (конечная концентрация 
100 мкг/мл, инкубация 60 мин при 37°C). Для каждой 
серии опытов были предусмотрены контрольные образ-
цы, в которые добавляли соответствующие буферные 
растворы без ферментов. Из образцов с биопленками 
удаляли раствор Хенкса и добавляли по 4 мл дистил-
лированной воды, содержащей 40 ммоль периодата 
натрия (натрия йоднокислого мета), инкубировали 23 ч 

при 4оС. В качестве контроля использовали биопленки 
с добавлением одной из систем: 1) 4 мл дистиллиро-
ванной воды, содержащей 40 ммоль периодата натрия 
и 40 ммоль глюкозы; 2) 4 мл дистиллированной воды, 
содержащей 40 ммоль глюкозы; 3) 4 мл дистиллиро-
ванной воды. После инкубации биопленки дважды 
отмывали дистиллированной водой, окрашивали 1% 
раствором кристаллического фиолетового (4 мин при 
комнатной температуре), затем ополаскивали дистил-
лированной водой и элюировали краситель смесью 
(1:1) этанол-изопропанол (4 мл). О целостности био-
пленки судили по степени окраски элюата, интенсив-
ность которой (светопоглощение) оценивали спект-
рофотометрически (610 нм). Результаты выражали в 
процентах относительно контрольных проб.

Все опыты выполняли в трех повторениях, серии экс-
периментов повторяли четырежды; полученные данные 
анализировали, используя как стандартные статисти-
ческие методы (расчет средних значений, стандартных 
отклонений, критерия Манна–Уитни), так и модули, 
которые входят в пакеты программного обеспечения 
используемых в работе приборов (масс-спектрометр 
microflex, сканирующий электронный микроскоп Jsm).

Результаты и обсуждение. Данные видовой иден-
тификации биопленочных бактерий при помощи техно-
логии mALDI-TOF ms (Германия) (рис. 1) подтвердили 
их достоверную принадлежность (score — 2,420) к виду 
S. aureus. 

Визуализация биопленки с помощью конфокальной 
микроскопии и программного обеспечения Lsm Image 
Browser выявила характерную для биопленок трехмер-
ную организацию (рис. 2). Толщина двухсуточной био-
пленки S. aureus колебалась от 20 до 47 мкм. 

Микроскопическое наблюдение за живой биоплен-
кой в режиме реального времени позволило обнару-
жить особый вид хаотического (теплового) движения 
стафилококков, находящихся в ее составе (рис. 3). 
Некоторые стафилококки, являясь микроскопическими 
частицами, совершали хаотические колебания внутри 
ограниченного объема, соизмеримого с их размерами. 
При этом стафилококки могли не иметь прямых контак-
тов с соседними клетками. В отличие от классического 
броуновского движения перемещения стафилококков 
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Рис. 2. Реконструкция двухсуточной биопленки, сформи-
рованной S. aureus (штамм 5983/2), полученная на осно-
ве лазерной сканирующей (конфокальной) микроскопии. 
Прижизненное исследование биопленки, стафилококки ок-
рашены красителем FilmTracer™ 1-43 Green Biofilm Cell stain 
(Invitrogen). Соотношение экстинкция/эмиссия — 488 нм/
543 нм. Объектив х63, водная иммерсия. Метка по оси Х — 
50 мкм, по оси Z — 20 мкм

Рис. 3. Серия микрофотографий, от-
ражающая ограничение подвижности 
биопленочных стафилококков при хао-
тическом (тепловом) движении. На фо-
тографиях 1–6 отражены перемещения 
стафилококков, окрашенных зеленым 
цветом. Стрелка указывает на группу 
стафилококков, которые изменяют 
свое положение относительно коорди-
натной сетки (пересекающиеся белые 
отрезки) с неизменяемыми координа-
тами. Лазерная сканирующая (конфо-
кальная) микроскопия. Прижизненная 
окраска с использованием флюо-
рохромного красителя FilmTracer™ 
1-43 Green Biofilm Cell stain (Invitrogen). 
Соотношение экстинкция/эмиссия — 
488 нм/543 нм. Объектив х40. Время 
между снимками — 0,075 с

Ультрамикроскопическое исследование биопленок 
и прямая визуализация матрикса проведены при по-
мощи сканирующей электронной микроскопии (рис. 4). 
В пространственном расположении стафилококков 
прослеживались два уровня организации. Первый 
уровень связан с тем, что стафилококки формирова-
ли кластеры, включающие от 9 до 55 клеток. На более 
высоком уровне организации стафилококковые клас-
теры формировали единую надкластерную структуру, 
состоящую из многих слоев, — биопленку. Массив 
биопленки пронизан многочисленными каналами, ус-
тья которых открывались на внешнюю (исследуемую) 
поверхность биопленки. Через просветы каналов не 
видно подложки, на которой сформировалась биоплен-
ка. На 100 мкм2 поверхности биопленки открывается в 
среднем от 4 до 6 устьев каналов. В образовании сте-
нок каналов в районе устьев принимают участие от 9 
до 27 стафилококков. 

Между стафилококками наблюдалось два типа 
контактов: непосредственное взаимодействие, с по-
мощью которого формируются кластеры, и матрикс-
опосредованные связи. Последние обнаруживались 
при увеличении от 3000 до 15 000: между отдельными 
стафилококками существовали необычные «перемыч-
ки» — структуры биопленочного матрикса, связываю-
щие бактерии друг с другом. Клеточная поверхность 
большинства стафилококков — ровной округлой фор-
мы, исключения составляли участки клеточной поверх-
ности, связанные с внеклеточным матриксом. Эта по-
верхность была неровной, матрикс представлял собой 
неструктурированную, неоформленную субстанцию. 
Следует отметить, что биопленочный матрикс в услови-
ях in vitro может быть образован как активно секретиру-
емыми бактериальными полимерами, так и дериватами 
клеток, полученными в результате аутолиза [17].

Микроскопические исследования показали наличие 
атрибутов, обязательных для биопленок, — бактерий 
(S. aureus) и внеклеточного матрикса. Это означает, 
что объект нашего изучения являлся биопленкой. Факт 

были ограничены. Это свидетельствовало о том, что 
стафилококки механически связаны между собой, и 
являлось косвенным подтверждением существования 
необходимого атрибута любой биопленки — внеклеточ-
ного матрикса, связывающего биопленочные микробы 
между собой и с подлежащей поверхностью. Из-за сво-
их малых размеров структурные элементы матрикса не 
могли быть визуализированы методом конфокальной 
микроскопии. 
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Рис. 4. Сканирующая электронная микроскопия поверхности 
двухсуточной биопленки, сформированной S. aureus (штамм 
5983/2): а — увеличение 1500, метка — 10 мкм; стрелками 
указаны биопленочные каналы; б — увеличение 10 000, мет-
ка — 1 мкм; стрелками указаны элементы внеклеточного био-
пленочного матрикса

Рис. 5. Воздействие субстанций, разрушающих различные структуры внеклеточного биопленочного матрикса, на двухсуточную 
биопленку, сформированную S. aureus (штамм 5983/2). По оси X: 1 — контроль (пробы без внесения субстанций, разрушающих 
матрикс); 2 — трипсин; 3 — протеиназа К; 4 — ДНКаза; 5 — последовательная обработка ДНКазой и протеиназой К; 6 — пери-
одат натрия (натрий йоднокислый мета). По оси Y — интенсивность окраски биопленки, отражающая ее целостность, в процен-
тах относительно контроля

образования биопленки золотистым стафилококком 
не стал неожиданным, так как известно, что пример-
но 74% инвазивных и 68% неинвазивных клинических 
изолятов стафилококка являются биопленкообразую-
щими [18].

При изучении влияния на биопленку субстанций, раз-
рушающих внеклеточный матрикс (рис. 5), установлено, 
что обработка протеиназами приводит к статистически 
значимому снижению показателей окраски биопленок: 
при обработке трипсином показатели снижаются при-
мерно на 57% и составляют 43,3±5,8% от негативного 
контроля (p<0,01), при обработке протеиназой К — на 
45% и составляют 55,4±4,3% от контроля (p<0,01). Это 
свидетельствует о снижении биопленочной массы за 
счет разрушения протеинов внеклеточного матрик-
са. ДНКаза вызывала менее выраженное разруше-
ние биопленок: показатели снижались примерно на 
15%, но при этом статистически значимо отличались 
от контроля — 84,9±7,1% (p<0,05). Это указывает на 
возможное участие ДНК в образовании внеклеточного 
матрикса. Результаты, подтверждающие роль ДНК в 
построении матрикса, были получены в серии опытов 
при обработке биопленок последовательно ДНКазой и 
протеиназой К: показатели окраски биопленок снижа-
лись на 83% и составляли 16,9±2,0% от контрольных 
значений (p<0,001). Биопленочный матрикс был устой-
чив к периодатному окислению: биопленки, обрабо-
танные периодатом натрия, не отличались от контро-
ля (p>0,05). Устойчивость к периодатному окислению 
свидетельствует об отсутствии полисахаридных струк-
тур в составе внеклеточного биопленочного матрикса.

Полученные данные позволяют сделать вывод о 
биохимическом составе внеклеточного матрикса ис-
следуемой биопленки: он состоит из ДНК-протеино-
вых комплексов, механическая целостность биопленки 
не зависит от полисахаридных компонентов. Это не 
противоречит литературным данным [17, 19–22], в ко-
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торых подтверждается существование штаммов золо-
тистого стафилококка с различными типами матрикса. 
Разрушение матрикса всегда приводит к отторжению 
биопленки, поэтому информация о его биохимической 
структуре является крайне важной для управления 
биопленочными процессами. Она позволяет оптимизи-
ровать выбор антибиопленочных препаратов, действие 
которых может быть направлено на деградацию ДНК-
матрикса (препараты на основе ДНКаз стрептококко-
вого происхождения), разрушение протеинового мат-
рикса (трипсин), дезинтеграцию матрикса на основе 
поли-β-(1,6)-N-ацетилглюкозамина (дисперсин Б).

Нужно отметить, что авторы сознательно не исполь-
зовали в исследовании некоторые методы, применя-
емые в мировой практике. Речь идет о тестах с кра-
сителем «конго красный» и некоторых генетических 
методах, результаты которых могут быть не только ма-
лоинформативными, но и некорректными [12].

Технологии, примененные в настоящей работе для 
исследования стафилококковой биопленки, позволяют 
сделать следующие выводы: 1) изучаемый штамм ста-
филококка при росте (48 ч) в бульоне формирует био-
пленку на полимерной поверхности; 2) исследуемый 
биопленкообразующий изолят принадлежит к виду 
S. aureus; 3) внеклеточный матрикс полученной био-
пленки образован ДНК-протеиновыми комплексами, 
его механическая целостность не зависит от полисаха-
ридных компонентов.

Заключение. Новые медико-биологические тех-
нологии позволяют успешно идентифицировать ви-
довую принадлежность биопленкообразующего ста-
филококка, обнаруживать обязательные атрибуты 
стафилококковой биопленки. Масс-спектрометрия 
дает возможность идентифицировать вид биопленко-
образующего стафилококка (Staphylococcus aureus). 
Микроскопическое исследование, проведенное мето-
дом лазерной сканирующей конфокальной микроско-
пии, выявляет характерную для биопленок S. aureus 
трехмерную организацию. Сканирующая электронная 
микроскопия визуализирует структуры внеклеточного 
биопленочного матрикса S. aureus.
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