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СПОСОБНОСТЬ ESCHERICHIA COLI ФОРМИРОВАТЬ БИОПЛЕНКИ В ПРИСУТСТВИИ 
НАНОЧАСТИЦ ОКСИДА АЛЮМИНИЯ
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Изучено влияние различных концентраций взвесей наночастиц оксида алюминия размером 30 и 70 нм на способность 
Escherichia сoli формировать биопленку in vitro. В работе использован высоковирулентный штамм Escherichia сoli, вы-
деленный от больного хроническим пиелонефритом. Штамм характеризовался высокой способностью формировать 
биопленку (СБФБ). Установлено, что наночастицы оксида алюминия размером 30 нм ингибировали СБФБ, при этом 
происходило достоверное снижение изучаемого признака в 2 раза и изучаемые клоны Escherichia сoli переходили в ка-
тегорию микроорганизмов со средней СБФБ. Выявлено, что интенсивность подавления фактора зависела не только от 
размера, но и от концентрации наночастиц в среде. Наиболее эффективной для подавления СБФБ была концентрация 
наночастиц оксида алюминия 0,015 мкг/мл, которая снижала интенсивность фактора в 2 раза. 
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The effect of various concentrations of suspensions of nanoparticles  of aluminum oxide of size of 30 and 70 nm on capacity of 
Escherichia сoli to form biofilm in vitro was examined. The study used highly virulent strain of Escherichia сoli isolated from 
a patient with chronic pyelonephritis. The strain was characterized by high capacity of forming biofilm. It is established that 
nanoparticles of  aluminum oxide with size of 30 nm inhibited capacity of forming biofilm. At that, a reliable decreasing of 
analyzed indication in two times occurred and analyzed clones of  Escherichia сoli passed to category of microorganisms with 
average capacity of forming biofilm. It is established that intensity of factor suppression depended both on size and concentration 
of nanoparticles in medium. The most effective in suppression of capacity of forming biofilm was concentration of nanoparticles 
of aluminum oxide 0,015 mkg/ml that decreased intensity of factor in two times. 
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Введение. Исследования механизмов развития инфек-
ционного процесса, включая образование персистирующих 
форм микроорганизмов, не могут не учитывать наличия 
особого биологического явления – формирования бактери-
альных биопленок [6, 8]. По некоторым данным, более чем 
в 90% случаев инфекционных заболеваний возбудитель об-
разует биопленки [3], нахождение в которых обеспечивает 
микроорганизмам значительные преимущества по сравне-
нию с изолированными клетками [2]. Формирование био-
пленок в очаге воспаления ведет к хронизации инфекцион-
ного процесса и сопровождается неудовлетворительными 
результатами терапии. Наиболее актуальные виды бактерий, 
образующие биопленки при инфекциях, – Staphylococcus 
spp., Streptococcus spp., Enterococcus spp., Actinomyces spp., 
Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus spp., представители 
семейства Enterobacteriaceae [4, 11]. 

Для борьбы с биопленками разрабатывают новые под-
ходы к их идентификации к изучению, новые антибиотики, 
способные проникать и эффективно действовать внутри 
биопленки, ведут поиск ингибиторов образования и созре-
вания биопленки. Исследованию влияния факторов раз-
личного генеза на биопленкообразование как патогенных, 
так и условно-патогенных микроорганизмов посвящено 
значительное количество работ [7, 9, 12, 15]. Современ-
ное направление медицины – наномедицина – изучение 
свойств металлов в форме наночастиц открывает перспек-
тивы в создании новых противомикробных средств [14]. В 
настоящее время активно обсуждают возможность исполь-
зования солей и оксида алюминия в медицине и фарма-
цевтике [1, 5]. Однако влияние наноразмерных частиц на 
процессы формирования микробных биопленок изучены 
недостаточно. 

Цель работы – изучение способности Escherichia coli в 
условиях in vitro размножаться и формировать биопленки в 
присутствии наночастиц оксида алюминия.

Материал и методы. Объектом исследований стали 20 
клонов штамма E. coli, выделенного из мочи больного хро-
ническим пиелонефритом. Выделение и идентификацию 
E. coli проводили общепринятыми методами на основании 
морфологических, тинкториальных, культуральных свойств. 
Биохимический профиль оценивали с помощью тест-систем 
ENTEROtest фирмы LACHEMA (Чехия). Выделение клонов 
осуществляли путем рассева суточной бульонной культуры 
на плотную питательную среду в соответствии с методикой 
J. Lederberg [16].

В работе использовали наночастицы оксида алюминия 

размером 30 и 70 нм, полученные методом плазмохимиче-
ского синтеза (ТОО «Плазмотерм», Москва).

Антимикробный эффект наночастиц оксида алюминия 
изучали с использованием тест-культуры E. coli К12 (из 
музея патогенных и условно-патогенных культур при Госу-
дарственном НИИ стандартизации и контроля медицинских 
биологических препаратов им. Л.А. Тарасевича) согласно 
методическим указаниям по изучению противомикробной 
активности фармакологических веществ [10]. Оценку анти-
микробного эффекта наночастиц проводили на плотной пи-
тательной среде – 1,5% ГРМ-агар (НПО «Питательные сре-
ды», Махачкала) с добавлением 0,1 мл взвеси тест-культуры 
в концентрации 1·109 КОЕ/мл. В толще агара стерильным 
пробойником делали лунки диаметром 6 мм, в которые вно-
сили по 0,1 мл испытуемых взвесей наночастиц оксида алю-
миния. В качестве контроля использовали изотонический 
раствор хлорида натрия. Все лунки были равноудалены друг 
от друга для исключения диффузии наночастиц в агаре. По-
сле 24 ч инкубации в термостате при 37oC определяли зоны 
задержки роста микроорганизмов вокруг лунок с различной 
концентрацией наночастиц. 

Для оценки действия нанопрепаратов на способность 
бактерий формировать биопленку готовили взвеси разных 
концентраций нанопорошка оксида алюминия в жидкой 
питательной среде до достижения концентрации вещества 
0,005, 0,01 и 0,015 мкг/мл раствора. 

Способность бактерий формировать биопленку (СБФБ) 
изучали по методике G.F. O’Tool [17]. Бактериальную взвесь 
готовили в бульоне Мюллера–Хинтона, оптическую плот-
ность доводили на денситометре до 0,5 единиц оптической 
плотности (ЕОП), что соответствует концентрации 1,5·108 
КОЕ/мл и 5 Ед по стандарту мутности (ГИСК им. Тарасеви-
ча). Из разведения микроорганизмов в жидкой питательной 
среде с концентрацией 0,1 мл взвеси вносили в 0,9 мл рас-
твора наночастиц. Контролем служили взвеси бактерий, не 
обработанные наночастицами. Из опытных и контрольных 
пробирок бактериальную взвесь в объеме 150 мкл вносили 
в ячейки стерильного полистирольного планшета (Sarstedt, 
Германия). Планшет инкубировали на шейкере в течение 24 
ч при 37oC. На каждую пробирку отводили 8 ячеек планшета. 
Из лунок планшета с помощью стерильной пипетки удаля-
ли содержимое. Лунки трехкратно промывали фосфатным 
буфером, вносили по 170 мкл 0,25% раствора кристалли-
ческого фиолетового на 5 мин, после чего снова повторяли 
процедуру отмывки 4 раза и высушивали в течение 10 мин. 
В лунки добавляли по 200 мкл 96o этилового спирта и ин-
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кубировали при комнатной температуре 10 мин до полной 
экстракции кристаллического фиолетового в спирт. Для из-
мерения планшет помещали в многоканальный универсаль-
ный анализатор Multiscan Ascent (Финляндия), где при длине 
волны 540 нм определяли оптическую плотность в лунках. 
По полученным данным определяли среднее значение 8 лу-
нок и оценивали способность микроорганизма формировать 
биопленки in vitro. При значении оптической плотности до 
0,12 ЕОП определяли отсутствие СБФБ; 0,12–0,24 ЕОП – 
средняя; более 0,24 ЕОП – сильная СБФБ [8]. Модификацию 
способности бактерий формировать биопленку в присут-
ствии наночастиц оксида алюминия определяли в сравнении 
с исходным уровнем свойства. Все эксперименты проводили 
в двух сериях при трехкратном воспроизведении. Статисти-
ческую обработку результатов исследований проводили с ис-
пользованием программ Excel, StatPlus v. 5 согласно Методи-
ческим указаниям по статистической обработке результатов 
доклинических исследований [10].

Результаты и обсуждение. До соинкубирования микро-
организмов с разными концентрациями наночастиц в популя-
ции исследуемых клонов E. сoli определен средний уровень 
СБФБ. Установлено, что средний уровень изученного при-
знака у клонов E. coli был равен 0,44±0,09 ЕОП и оценивался 
как высокая способность формировать биопленки. Подобные 
результаты были получены Л.В. Лагун и соавт. [4], которые 
показали, что изоляты E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, 
S. aureus, выделенные от больных хроническими пиелонеф-
ритами, чаще по сравнению с микроорганизмами, выделен-
ными при острых пиелонефритах, проявляли способность к 
образованию биопленок в эксперименте. 

При изучении антимикробной активности препаратов 
выявлено, что концентрации 0,01, 0,015 и 0,005 мкг/мл для 
наночастиц размером 30 и 70 нм не обладали бактерицид-
ным действием, о чем свидетельствовало отсутствие зон за-
держки роста E. coli вокруг контрольных и опытных лунок. 
Эти концентрации были взяты для проведения дальнейших 
экспериментов по оценке влияния наночастиц алюминия на 
способность бактерий формировать биопленки. 

Тестирование модифицирующего воздействия наноча-
стиц оксида алюминия с размером частиц 30 и 70 нм в кон-
центрациях 0,01, 0,015 и 0,005 мкг/мл выявило зависимость 
между размером, концентрацией наночастиц и их влиянием 
на СБФБ. Наиболее значимое снижение СБФБ на 50% (p < 
0,05) регистрировали при действии частиц размером 30 нм в 
самой большой концентрации взвеси 0,015 мкг/мл (0,22±0,04 
ЕОП). При этом изучаемые клоны стали обладать средней 
СБФБ (0,12–0,24 ЕОП). В эксперименте под действием более 
низких концентраций взвеси наночастиц: 0,005 и 0,01 мкг/мл 
наблюдали менее выраженный ингибирующий эффект: 22,7 
(0,34±0,06 ЕОП) и 29,5%↓ (0,31±0,05 ЕОП) соответственно 
(p < 0,05). Полученный результат согласуется с данными M. 
Auffan и соавт. [14], которые в своем обзоре отмечают, что 
размер наночастицы влияет на ее кристаллическую струк-
туру, которая в свою очередь определяет реакционную спо-
собность наночастицы и особенности взаимодействия с 
окружающей средой. Авторы установили, что наночастицы, 
имеющие размер 10–30 нм, значительно изменяют физиоло-
гию клеток по сравнению с крупными наночастицами.

Ингибирующее действие наночастиц оксида алюминия 
размером 70 нм было менее выражено по сравнению с нано-
частицами размером 30 нм. Так, в присутствии наночастиц 
оксида алюминия размером 70 нм в концентрации 0,015 
мкг/мл СБФБ снижалась на 18,2% (0,36±0,03 ЕОП) по срав-
нению с контрольными значениями (0,44±0,09 ЕОП). Кон-
центрации наночастиц 0,01 и 0,005 мкг/мл снижали СБФБ 
на 15,9% (0,37±0,01 ЕОП против 0,44±0,09 ЕОП в контроле; 
p < 0,05).

Заключение. К числу заболеваний, связанных с присут-
ствием микробных биопленок, относятся инфекции моче-
выводящих путей (пиелонефрит, цистит, мочекаменная бо-
лезнь) [13]. Широкое распространение и увеличение доли 
высокотехнологичных оперативных вмешательств в уроло-
гии, установка катетеров, стентов, дренажей и протезов так-
же приводят к развитию биопленочной инфекции, зачастую 
нивелируя результаты операций [3, 6]. Образование биопле-
нок относится к факторам персистенции, которые играют 
значительную роль в этиологии и патогенезе хронических 
инфекционных процессов. В связи с этим актуальным стано-
вится поиск новых веществ, снижающих СБФБ.

Быстрое развитие нанотехнологий, преимущественно 
металлов, определяет необходимость тестировать эти веще-
ства как возможные средства борьбы с биопленками. Нано-
размерные порошки оксидов железа и алюминия широко и 
интенсивно исследуют с точки зрения применения в меди-
цине и биотехнологии. В частности, нанонопорошок оксида 
алюминия может быть использован в качестве контрастиру-
ющего вещества в ультразвуковой диагностике [5]. Сведения 
о влиянии наночастиц алюминия на СБФБ малочисленны. 
В представленной работе изучено влияние различных кон-
центраций взвесей наночастиц оксида алюминия с размером 
частиц 30 и 70 нм на способности E. сoli формировать био-
пленку in vitro. Установлено, что наночастицы оксида алю-
миния ингибировали СБФБ и интенсивность подавления 
фактора различалась в зависимости от размера и концентра-
ции наночастиц. Наиболее выраженный антагонистический 
эффект наблюдали при действии наночастиц размером 30 нм, 
при этом происходило снижение СБФБ в 2 раза и изучаемые 
клоны E. сoli переходили в категорию микроорганизмов со 
средней способностью формировать биопленки. Наиболее 
эффективной относительно влияния на СБФБ была концен-
трация наночастиц оксида алюминия 0,015 мкг/мл.

Учитывая, что будущее наномедицины и нанофармако-
логии, в частности, основано на рациональном дизайне на-
номатериалов и инструментов, тщательном изучении био-
логических свойств наночастиц, а также стандартизации 
процедур верификации нанопродуктов, полученные в работе 
результаты могут обосновать перспективность дальнейшего 
изучения воздействия металлических наноструктур на био-
логические объекты, в том числе на микроорганизмы, воз-
будителей инфекций человека.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской 
поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.
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