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Изучено биопленкообразование приоритетных оппортунистических патогенов в плазме крови и LB-бульоне. В сравнении с LB-
бульоном плазма крови стимулирует биопленкообразование микроорганизмов в последовательности: Staphylococcus aureus > 
Pseudomonas aeruginosa > Escherichia coli. Методом ИК-спектроскопии биопленок выявлено, что плазма крови способствует 
образованию наружных экзополисахаридов S. aureus. Культивирование биопленок в плазме в зависимости от содержания же-
леза показало, что исследованные штаммы S. aureus, P. aeruginosa, E. coli лучше образуют биопленки в плазме с нормальным 
содержанием железа, железодефицитная и нагруженная железом плазма уменьшает их биопленкообразующую активность.
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Введение. По данным электронного ресурса PubMed, за 
последние 3 года опубликовано более 5000 работ по биоплен-
кам [1], из них около 1000 работ посвящены биопленкам, об-
разуемым микроорганизмами на поверхности катетеров, что 
свидетельствует о высоком интересе медицинского сообщества 
к этому вопросу. Трудно представить современную медицину 
без обеспечения сосудистого доступа. Ежегодно только в США 
устанавливается более 5 млн центральных венозных катетеров 
[2–4]. Любые инвазивные процедуры неизбежно ведут к нару-
шению целостности кожи, слизистых оболочек и способствуют 
попаданию оппортунистических патогенов в кровоток. Кровь 
обладает бактерицидными свойствами. Нарушение гомеостаза 
железа организма хозяина и связанные с ним изменения эффек-
торных механизмов врожденного иммунитета могут способ-
ствовать выживанию патогенов в кровотоке за счет образова-
ния биопленок. Сформированные на внутренней поверхности 
катетеров биопленки являются очагом персистирующей инфек-
ции, ведущей к высокой смертности среди катетеризированных 
больных. Способность к биопленкообразованию (БПО) зависит 
от природы материала катетера и белкового состава крови [5, 
6], данные по влиянию содержания сывороточного железа на 
формирование биопленок в литературе отсутствуют.

Цель работы – изучение процесса образования биопленок 
проблемными оппротунистическими патогенами в плазме 
крови в зависимости от содержания железа.

Материалы и методы. В качестве объектов исследова-
ния выбраны Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa 
и Escherichia coli, поскольку они вызывают 80% случаев ин-
фекций мочевыводящих путей, 70% инфекций операционно-
го поля, 77% ангиогенных инфекций, 92% нозокомиальных 
пневмоний [7]. Исследованы клинические изоляты, выделен-
ные из крови пациентов Окружной клинической больницы  
г. Ханты-Мансийска, и эталонные штаммы – S. aureus 209, P. 
aeruginosa АТСС 27853, E. coli ATCC 25922.

Исследовали кровь доноров мужского пола группы 0 (I) Rh 
(+) с нормальным, пониженным и избыточным содержанием 
железа, последнее создавалось искусственно путем добавле-
ния раствора цитрата железа (II) до конечной концентрации 
50,0 мкМ. Кровь забирали с помощью вакуумной системы Va-
cutainer в пластиковые пробирки с цитратом натрия. Содержа-
ние железа определяли феррозиновым способом с использо-
ванием набора IRON (Chronolab AG, Швейцария). Биопленки 
выращивали в плазме крови и LB-бульоне (состав, г/100 мл: 
триптон – 1,0; дрожжевой экстракт – 0,5; хлорид натрия – 1,0) 
при постоянном перемешивании при 37°С в течение 48 ч на 
поверхности полистирола. Биопленкообразующую активность 
(БПО-активность, опт. ед.) оценивали по изменению оптиче-
ской плотности раствора генцианвиолета после его экстракции 
70%-ным этанолом из окрашенной биопленки фотоэлектроко-
лориметрическим методом по способу О’Toolе [8].

Изменения в составе матрикса биопленки регистрирова-
ли методом инфракрасной (ИК) спектроскопии. Для этого 
микроорганизмы инкубировали при 37oC в течение 48 ч в сы-
воротках. После подращивания микробную биопленку инак-
тивировали парами хлороформа в течение 3 ч и высушивали. 
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терных областей поглощения. В области между 1800–1500 см-1  
преобладают колебания амидных связей в белках. Как видно 
из представленных на рис. 2 спектров, интенсивность по-
лос поглощения в этой области практически не отличается. 
Наиболее информативными для сравнительного анализа со-
става биопленок являются область 1242–1080 см-1-полосы 
поглощения асимметричных и симметричных колебаний 
фосфодиэфирных связей Р=О в нуклеиновых кислотах (ДНК 
и РНК) и область 1200–900 см-1-валентные колебания свя-
зей С–О–С и С–О в бактериальных полисахаридах [10, 11]. 
Сравнительный анализ ИК-спектров биопленок в этих обла-
стях показал, что плазма с нормальным содержанием железа 
способствует увеличению интенсивности полос поглощения 
валентных колебаний связей С–О–С и С–О в полисахаридах, 
тогда как интенсивность полос поглощения колебания связей 
Р=О в нуклеиновых кислотах снижается.

ИК-спектры позволяют понять, что плазма стимулирует 
образование наружных экзополисахаридов, что и объясняет 
увеличение показателя БПО в плазме. Микробные полисаха-
риды, как правило, содержат большое количество ионоген-
ных групп, увеличивающих отрицательный заряд микробной 
клетки. Использование материалов с отрицательно заряжен-
ной поверхностью для изготовления катетеров уменьшает их 
микробную колонизацию [12]. Проведенное исследование 
подтверждает и объясняет механизм этого явления.

Многие механизмы врожденного иммунитета зависят от 
гомеостаза железа: его нарушение как в сторону увеличения, 
так и уменьшения концентрации сывороточного железа ведет 

ИК-спектры записывались на спектрометре Spectrum One c 
Фурье-преобразованием (Perkin Еlmer) в интервале частот 
400–4000 см-1 в таблетках с бромидом калия (2%-ый раствор 
микробной биопленки в бромиде калия; таблетки прессова-
лись в пресс-форме под давлением 1000 кг/см2). Для сравни-
тельного анализа ИК-спектров при приготовлении таблеток 
использовалось одинаковое количество микробной биоплен-
ки во всех случаях.

Результаты и обсуждение. Результаты изучения БПО-
активности микроорганизмов в LB-бульоне и плазме крови 
человека при разных концентрациях железа представлены 
на рис. 1. Способность микроорганизмов к образованию 
биопленок различается в зависимости от их таксономиче-
ской принадлежности и условий культивирования. В LB-
бульоне лучше образовывали биопленку штаммы P. aerugi-
nosa (БПО-активность 0,25–0,27 опт. ед.), что обусловлено 
синтезом внеклеточного полисахарида альгината. Среднюю 
способность к БПО продемонстрировали все штаммы E. coli  
(0,17–0,18 опт. ед.). Самые низкие значения БПО-активности 
(0,10–0,13 опт. ед.) имели штаммы S. aureus. Можно вы-
строить следующий ряд по уменьшению БПО-активности 
в LB-бульоне: P. аeruginosa > Е. coli > S. aureus. Исполь-
зование в качестве среды культивирования плазмы крови с 
нормальным содержанием железа (16,5 мкМ) увеличивало 
БПО всех исследованных культур независимо от таксоно-
мической принадлежности. В большей степени плазма сти-
мулировала формирование биопленок S. aureus: показатель 
БПО-активности штамма S. aureus 209 увеличивался с 0,30 
до 0,36 опт. ед. С нашей точки зрения, это связано с наличием 
у S. aureus плазмокоагулазной активности, способствующей 
модификации фибрином поверхностных свойств полистиро-
ловой подложки.

Кровь содержит больше половины всего железа организ-
ма и играет важную роль в его обмене. Для микроорганиз-
мов железо является важнейшим регулятором патогенности. 
Изменение гомеостаза железа организма хозяина в сторону 
уменьшения или увеличения его концентрации может суще-
ственно изменять инфекционную чувствительность. Поэто-
му нами проведено изучение влияния концентрации сыворо-
точного железа на формирование биопленок оппортунисти-
ческих патогенов.

Наиболее выраженную железозависимость БПО в плазме 
продемонстрировали все тестируемые штаммы S. aureus, P. 
aeruginosa: данный показатель для S. aureus 209 и P. aerugi-
nosa 27853 уменьшился в 1,3 и 1,4 раза соответственно при 
увеличении концентрации сывороточного железа с 16,5 до 
50,0 мкМ. Культивирование S. aureus и P. aeruginosa в же-
лезодефицитной плазме уменьшало их БПО-активность в 
1,2 раза. Наименее железозависимыми оказались штаммы 
E. coli, для которых увеличение концентрации железа до 50 
мкМ и уменьшение до 8,8 мкМ вело к снижению БПО в 1,2 
раза. Культивирование бактерий в железодефицитной плаз-
ме и плазме с избыточной концентрацией железа уменьшало 
БПО-активность всех исследованных штаммов микроор-
ганизмов. Добавление ионов железа в LB-бульон увеличи-
вает показатель гидрофобности, влияет на величину заряда 
микробной клетки и уменьшает БПО [9]. Железо в крови не 
присутствует в свободном состоянии и вряд ли может спо-
собствовать изменению поверхностного заряда и показателя 
гидрофобности микробной клетки.

Для объяснения влияния плазмы на БПО проведен срав-
нительный анализ ИК-спектров биопленок S. aureus, вы-
ращенных в плазме, в зависимости от содержания железа  
(рис. 2). ИК-спектроскопия позволяет быстро и надежно по-
лучить информацию о качественном составе экзополимерно-
го матрикса биопленок. 

ИК-спектр биопленки представляет собой не просто сум-
му полос поглощения ее отдельных компонентов, он включа-
ет полосы, характеризующие связи между макромолекулами 
полимеров матрикса. Несмотря на сложность интерпретации 
ИК-спектров биопленок, можно выделить несколько харак-

Рис. 1. Показатель БПО эталонных штаммов S. aureus 209, 
P. aeruginosa АТСС 27853, E. coli ATCC 25922 в LB-бульоне 
(пунктирная линия) и цельной крови в зависимости от со-
держания железа.

Рис. 2. ИК-спектры биопленок S. aureus 209 в плазме крови в 
зависимости от содержания железа.
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к развитию иммунодефицитных состояний [13]. В норме го-
меостаз железа сбалансирован и оно связано с железосвязы-
вающими белками, что делает его недоступным для патогенов. 
Это важный фактор, сдерживающий развитие патогенов в кро-
ви. Полученные результаты вполне логичны, если рассматри-
вать биопленки как механизм выживания микроорганизмов в 
организме хозяина. При железодефицитных состояниях же-
леза в крови недостаточно для роста и экспрессии факторов 
патогенности микроорганизмов, и образование биопленок 
подавлено. В условиях избыточного содержания железа его 
концентрация достаточна для оптимального существования 
патогенов, и их переход от планктонного к «оседлому» образу 
жизни не является необходимым. Избыток железа в сыворотке 
может приводить к развитию оксидативного стресса, что так-
же будет подавлять адгезию возбудителя. При нормальном со-
держании сывороточного железа его концентрация достаточна 
для оптимального размножения патогена, однако антимикроб-
ные механизмы иммунитета стимулируют переход патогена от 
планктонной формы существования к биопленочной.

Выводы. 1. Плазма крови стимулирует БПО P. aeruginosa, 
E. coli, S. аureus в последовательности S. aureus > P. аeruginosa 
> Е. coli и способствует продукции отрицательно заряжен-
ных внеклеточных экзополисахаридов.

2. Как избыток, так и недостаток железа в плазме умень-
шает БПО оппортунистических патогенов в последователь-
ности: P. aeruginosa > S. aureus > Е. coli.
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Царев В.Н., Николаева Е.Н., Ягодина Е.В., Трефилова Ю.А., Ипполитов Е.В.

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ ГИНГИВИТА И ПАРОДОНТИТА  
У ВИЧ-ИНФИЦИРОВАННЫХ ПАЦИЕНТОВ

ГБОУ ВПО «Московский государственный медико-стоматологический университет им. А.И. Евдокимова» Минздрава 
России, 127473, Москва

Проведено обследование 102 пациентов Клинической инфекционной больницы № 2 г. Москвы с верифицированным диаг-
нозом ВИЧ-инфекция, являвшихся серопозитивными по результатам обнаружения анти-ВИЧ-АТ в сыворотке крови. Цель 
исследования – изучить частоту колонизации десен вирулентными анаэробными бактериями у ВИЧ-инфицированных 
(ПЦР) и АТ к ВИЧ в десневой жидкости (ИФА). Установлено, что в соскобе десневой борозды у ВИЧ-инфицированных 
доминируют анаэробные бактерии P. gingivalis и A. actinomycetemcomitans, а при пародонтите – P. gingivalis и T. for-
sythia. Полученные данные позволяют рекомендовать тест-систему «Мультидент-5» для ПЦР-диагностики, а набор 
реагентов Calypte® HIV-1/2 – для ИФА с целью выявления АТ к ВИЧ в десневой жидкости. На результаты ПЦР и ИФА 
не оказывают влияния сопутствующая стоматологическая (пародонтит, гингивит) и соматическая патология.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  ВИЧ-инфицированные; анаэробные бактерии; ИФА; ПЦР; маркерная ДНК; гингивит; паро-
донтит.

Для цитирования: Клиническая лабораторная диагностика. 2016; 61 (1): 54–59.




