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Резюме.

Цель – изучение способности к пленкообразованию C.albicans и E.coli, выделенных у пациенток с вагинитами, а 

также их чувствительности к доксициклину, амоксиклаву, офлоксацину, флуконазолу, клотримазолу в планктон-

ном виде и в составе моно- и микст-биопленок.

Материал и методы. В ходе исследования изучались свойства и способность к пленкообразованию C.albicans 

2924 и E.coli 2646, выделенных со слизистых у пациенток с клиническими признаками вагинита. Определялись 

минимальная подавляющая концентрация (МПК) и минимальная бактерицидная концентрация (МБК) антибио-

тиков для планктонных форм микроорганизмов: бактерий и кандид в составе моно-биопленки, а также в составе 

микст-биопленки.

Результаты. Выявлено, что исследуемые микроорганизмы способны образовывать биопленку. При изучении чув-

ствительности микроорганизмов в составе биопленок (БП) выявлено, что МПК препаратов  для моно-биопленок 

возрастают в 2-4 раза, для микст-биопленок в 2,5-8,5 раза относительно МПК препаратов для планктонных форм 

E.coli и C.albicans. Бактерицидные концентрации амоксиклава, офлоксацина, доксициклина, флуконазола, кло-

тримазола для планктонных форм являются неэффективными для биопленочных форм этих же микроорганизмов. 

Заключение. Определение чувствительности микроорганизмов в составе БП к антибактериальным препаратам 

необходимо для назначения рациональной антибиотикотерапии и разработки протоколов эмпирической антибак-

териальной терапии. Актуальным является изучение механизмов резистентности бактерий в составе биопленки,  

разработка новых фармацевтических препаратов с высоким потенциалом действия на биопленки, так как стан-

дартная терапия высокими дозами антибиотиков (АБ) токсична для макроорганизма, что диктует необходимость 

апробации новых средств.

Ключевые слова: резистентность, микробные пленки, антибиотики, антимикотические препараты, минималь-

ная подавляющая концентрация. 

Abstract.

Objectives. To model biofilms of mixed paired cultures of C.albicans and E.coli in vitro and study the characteristics of 

their sensitivity to antimicrobial drugs (doxycycline, amoxiclav, ofloxacin, fluconazole, clotrimazole) in planktonic form, 

as well as in the composition of mono- and mixed biofilms.

Material and methods. In the course of the study, the properties and ability to film formation of C.albicans 2924 and 

E.coli 2646 isolated from mucous membranes in patients with clinical signs of vaginitis were investigated. The minimum 

inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of antibiotics were determined for 

planktonic forms of microorganisms: bacteria and candida in the composition of a mono-biofilm, as well as in the 

composition of a mixed biofilm.

Results. It has been revealed that the studied microorganisms are capable of forming a biofilm. On studying the sensitivity 

of microorganisms in biofilms (BF) it has been found that the MIC of preparations for mono-biofilms increases 2-4 times, 

for mixed biofilms 2.5-8.5 times compared to the MIC of preparations for planktonic forms of E.coli and C.albicans.  
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Bactericidal concentrations of amoxiclav, ofloxacin, doxycycline, fluconazole, clotrimazole for planktonic forms are not 

effective for biofilm forms of the same microorganisms.

Conclusions. To determine the sensitivity of microorganisms in the composition of biofilms to antibacterial drugs is 

necessary for the administration of rational antibiotic therapy and the development of empirical antibiotic therapy 

protocols. It is important to study the mechanisms of bacterial resistance in the composition of biofilms, develop new 

pharmaceuticals with a high potential for action on biofilms, since standard therapy with high doses of antibiotics (AB) is 

toxic for the macroorganism, which dictates the need to test new agents.

Key words: resistance, microbial films, antibiotics, antimycotic drugs, minimum inhibitory concentration.

18 июня 2019 во Всемирной организации 

здравоохранения объявили о запуске новой гло-

бальной кампании по борьбе с лекарственной 

устойчивостью [1]. По данным ВОЗ, около 50 

процентов антибиотиков (АБ) используются не 

по назначению [2]. Мониторинг устойчивости к 

антибактериальным средствам клинически зна-

чимых микроорганизмов – неотъемлемое звено 

системы инфекционного контроля в странах, где 

реализуется программа по сдерживанию рези-

стентности бактерий к АБ [1-3].

Проблему резистентности все чаще рассма-

тривают в свете того факта, что 95-99% микро-

организмов в природных местах обитания суще-

ствуют в виде биопленок [4, 5]. Биопленка – это 

колония микроорганизмов (15%) в матрице син-

тезированного ими внеклеточного полимерного 

вещества (85%). Внеклеточный матрикс является 

барьером для действия иммунных клеток и анти-

бактериальных веществ [6]. Регуляторные систе-

мы в биопленке работают по принципу феноме-

на, получившего название «ощущение кворума» 

(от англ. Quоrum sеnsing; QS) [7,8]. QS-регуляция 

дает возможность бактериям скоординированно 

контролировать экспрессию генов популяции [9]. 

В этом типе поведения бактерии используют пре-

имущества, которые не были доступны им как 

индивидуальным клеткам, проявляя сходство с 

«социальным» поведением многоклеточных ор-

ганизмов [10]. 

Биопленке присуще множество уникаль-

ных и еще до конца не изученных качеств. Одним 

из клинически значимых свойств бактерий  в со-

ставе биопленок является  более высокая устой-

чивость к АБ в сравнении с их свободно живу-

щими аналогами. Минимальная подавляющая 

концентрация (МПК) и минимальная бактери-

цидная концентрация (МБК) антибиотиков  в от-

ношении бактерий в биопленках может в тысячи 

раз превышать этот показатель для планктонных 

форм бактерий [11]. По этой причине инфекци-

онный процесс может приобретать хронические 

и рецидивирующие формы [12]. В связи с гетеро-

генностью консорциума механизмы, отвечающие 

за резистентность, функционируют в биоплен-

ке одновременно, обеспечивая высокие уровни 

антибиотикорезистентности. Эти механизмы в 

корне отличаются от механизмов устойчивости, 

используемых планктонными клетками. 

Предложено несколько механизмов рези-

стентности биопленок к антибиотикам. В основе 

их заложен принцип многоклеточного организма:

– физический барьер, за счет синтезирован-

ных клетками экзополисахаридов, внеклеточной 

ДНК, белков и липидов [13, 14];

– изменение метаболизма в биопленке [15-17]; 

– генетический механизм – обмен плазмида-

ми, ответственными за резистентность к антибио-

тикам.

Таким образом, биопленки могут увеличи-

вать распространение мультирезистентных бак-

терий [18].

На основании мониторинга этиологической 

структуры бактериальных инфекций ведущими 

возбудителями мочеполовой системы являются 

грамотрицательные микроорганизмы, принадле-

жащие к семейству Еntеrоbасtеriасеае. Наиболее 

частый представитель этого семейства − Е.соli 

[19]. Их ведущая этиологическая значимость об-

условлена доминированием среди факультатив-

но-анаэробной флоры кишечника, откуда они 

попадают во влагалище [20]. Кишечные палочки 

характеризуются наличием большого числа фак-

торов патогенности, обеспечивающих существо-

вание палочек в моно- и микст-биопленках [21]. 

При попадании во влагалище кишечные палоч-

ки неизбежно вступают в сообщества с грибами 

рода Саndida.

Носительство дрожжеподобных грибов в 

человеческой популяции достигает 80%. Среди 

инфекционных поражений грибами рода Саndida 

лидирует вульвовагинитный кандидоз [22]. По 
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данным литературы, 3/4 женского населения мира 

в течение жизни переносят хотя бы 1 эпизод вуль-

вовагинита, причем в 25-30% случаев он вызван 

грибами С.аlbiсаns [23]. Факторы вирулентности 

дрожжеподобных грибов играют ключевую роль 

в столь высокой распространенности [24]. Среди 

них наибольшее значение играют следующие: 

адгезины, обусловливающие адгезию гриба к 

клеткам хозяина; кислотные протеазы и фосфо-

липазы, обеспечивающие проникновение и по-

вреждение клеточных  оболочек; диморфизм – 

морфологическая структура зависит от рН среды; 

способность формировать биопленки. С.аlbiсаns 

производит количественно большую и структур-

но более сложную биопленку, чем другие пред-

ставители дрожжеподобных грибов [25].

Материал и методы

Исследование проводилось на клинических 

штаммах Е.соli 2646 и С. аlbiсаns 2924, выделен-

ных у больных с вагинитами. Изучалась способ-

ность данных штаммов к пленкообразованию 

с использованием электронной микроскопии. 

Определялась их чувствительность к доксици-

клину, амоксиклаву, офлоксацину, флуконазолу, 

клотримазолу в различных формах существова-

ния (планктонной, моно- и микст-биопленках). 

Проводился сравнительный анализ чувствитель-

ности к препаратам для разных форм существо-

вания микроорганизмов.

Эксперимент проводился с соблюдением 

определенных правил, которые необходимо вы-

полнять, чтобы предохранить исследуемую куль-

туру от загрязнения посторонними микроорганиз-

мами [26]. Определение МПК антибактериальных 

препаратов выполнялось методом серийных раз-

ведений в бульоне, в работе руководствовались 

системой предельных значений EUCAST [27]. 

Использовали суточную культуру микроорганиз-

мов, выращенную на скошенном мясопептонном 

агаре в концентрации 1,5x108 КОЕ/мл ед. (0,5 ед. 

по Мак-Фарланду) для Е.соli и 6x108 КОЕ/мл ед. 

(2 ед. по Мак-Фарланду) для С.аlbiсаns в стериль-

ном физиологическом растворе хлорида натрия. 

Концентрацию микробных тел контролировали 

измерением оптической плотности растворов по 

шкале MсFаrlаnd на детекторе мутности суспен-

зий DЕN-1 Biоsаn. Результат измерения зависит 

от размеров микроорганизмов. Представленные 

числовые значения стандарта мутности по Мак-

Фарланду являются средними для бактерий. Для 

дрожжевых микроорганизмов, размеры которых 

больше, эти значения должны быть разделены на 

30 [28]. Антимикотики и антибиотики растворяли 

и титровали в 96-луночных U-образных планше-

тах в концентрациях от 1000 мкг/мл до 7,5 мкг/

мл. В каждую лунку планшета к разведениям пре-

паратов в бульоне Мюллера-Хинтона для Е.соli 

и бульоне Сабуро для С.аlbiсаns вносили 20 мкл 

инокулята. Контролем служили питательная сре-

да с культурой микроорганизмов без препарата и 

питательная среда с антибиотиком. Планшеты с 

культурой инкубировали при 35°С в течение 24 

часов. Результаты учитывали визуально в прохо-

дящем свете по определению наличия роста куль-

тур в опытных и контрольных лунках. МПК опре-

деляли по наименьшей концентрации АБ, которая 

подавляла видимый рост микроорганизма [29]. 

Помутнение среды указывает на наличие высокой 

численности бактерий (более 107 кл/мл), что сви-

детельствует о резистентности микроорганизмов 

к препарату [30]. Затем проводился посев из лунок 

на чашки: мясопептонный агар для Е.соli и среду 

Сабуро для С.аlbiсаns, с последующим определе-

нием МБК – наименьшая концентрация препара-

та, при которой отсутствует бактериальный рост 

в виде колоний микроорганизмов. Экспозиция 24 

ч. при 35°С. 

Для выращивания моно- и микст-биопленок 

использовали стерильные 96-луночные полисти-

роловые U-образные планшеты. В каждую лун-

ку вносили по 100 мкл  бульона, 20 мкл взвеси 

микроорганизмови помещали в термостат для 

инкубации. Для контроля роста биопленки под 

электронным микроскопом  в лунки помещали 

специальные медные сеточки диаметром 3,5 мм, 

покрытые формваровой плёнкой. В течение трех 

дней ежедневно проводили промывание лунок 

фосфатным буферным раствором (рН 7,2-7,4) 

для удаления планктонных клеток, затем вносили 

свежую питательную среду и продолжали инку-

бировать, а также делали отбор некоторых из них 

для исследования ультраструктуры биопленки с 

помощью трансмиссионной электронной микро-

скопии: микроскоп JЕM 1011 (JЕОL, Япония), 

ускоряющее напряжение 80 KV. Произвели отбор 

10 препаратов-сеточек, для каждого образца сде-

лали по 10 фотографий в последовательно слу-

чайном поле зрения.

Для изучения действия препаратов на 4-е 

сутки после промывки поставили двойные разве-

дения (1000 мкг/мл – 7,5 мкг/мл) антибиотиков и 

продолжали инкубировать [31]. Через 24 часа (на 
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5-й день) каждую лунку промывали фосфатным 

буферным раствором, затем туда вносили све-

жую питательную среду и 1% раствор резазурина 

для регистрации окислительно-восстановитель-

ного потенциала в лунках. Изменение цвета реза-

зурина отражало активность действия препарата 

на биопленку. В результате бактериостатическо-

го или бактерицидного действия антибиотика 

микроорганизмы не проявляют жизнедеятельно-

сти, и цвет резазурина не изменялся (синий). При 

устойчивости микроорганизма к антибиотику 

индикатор менял цвет на розовый [32]. Результат 

регистрировали через 1, 2, 3, 6 и 18-24 часа. Из-

менение окраски в опытных лунках по времени 

и интенсивности окраски сравнивали с контроль-

ными. Результаты МПК и МБК препаратов для 

биопленок, полученные по методике с испльзо-

ванием резазурина, сравнивали с результатами 

электронной микроскопии. 

Для каждой пары «микроб-антибиотик» 

в форме планктона и биопленок было выполне-

но три повтора эксперимента. Математическая 

и статистическая обработка результатов выпол-

нялась средствами MiсrоsоftЕxсеl 2010, а также 

пакета для статистической обработки данных 

Stаtistiса 10.

Результаты и обсуждение

Результаты электронной микроскопии по-

казали, что исследуемые микроорганизмы Е.соli 

2646 и С.аlbiсаns 2924 способны образовывать 

биопленку. Кишечные палочки, адгезированные 

на поверхности кандид, являются признаком ис-

тинной биопленки, в отличие от агаровых коло-

ний, которые достаточно часто представляют как 

биопленки (рис. 1). МПК и МБК мкг/мл препа-

ратов проанализированы с использованием опи-

сательной статистики, представлены в таблице 

1, диаграммах размаха (рис. 2). Наибольшую ак-

тивность в отношении планктонной формы Е.соli 

проявляет офлоксацин – 15 мкг/мл, в составе мо-

нопленки 60 мкг/мл, в составе микст-пленки 120 

мкг/мл. Наименьшую активность в отношении 

Е.соli проявляет амоксиклав – 500 мкг/мл, в со-

ставе монопленки 1000 мкг/мл, в составе микст-

пленки 1000 мкг/мл. В отношении планктонной 

формы С.аlbiсаns активен флуконазол – 15 мкг/

мл, в составе монопленки 500 мкг/мл, в составе 

микст-пленки 1000 мкг/мл. Клотримазол не ока-

зывает эффективного воздействия на планктон-

ную форму кандид. Бактериостатические концен-

трации препаратов для биопленок, полученные 

Таблица 1 – Данные описательной статистики, значения МПК и МБК препаратов по  формам 

существования микроорганизмов

Показатель
Микро-

организм
Препарат Мин. Макс. Сред.

Ст.

откл.

Меди-

ана

Ниж.

кварт.

Верх.

кварт.

МПК для 

планктонных 

форм, мкг/мл

Е.соli амоксиклав 500 500 500 0 500 500 500

Е.соli офлоксацин 10 20 15 5 15 10 20

Е.соli доксициклин 25 35 30 5 30 25 35

С.аlbiсаns флуконазол 15 15 15 0 15 15 15

С.аlbiсаns клотримазол 500 500 500 0 500 500 500

МБК для 

планктонных 

форм, мкг/мл

Е.соli амоксиклав 1800 2200 2000 200 2000 1800 2200

Е.соli офлоксацин 25 35 30 5 30 25 35

Е.соli доксициклин 55 65 60 5 60 55 65

С.аlbiсаns флуконазол 900 1100 1000 100 1000 900 1100

С.аlbiсаns клотримазол 1800 2200 2000 200 2000 1800 2200

МПК для 

монопленок, 

мкг/мл

Е.соli амоксиклав 1000 1000 1000 0 1000 1000 1000

Е.соli офлоксацин 50 70 60 10 60 50 70

Е.соli доксициклин 120 120 120 0 120 120 120

С.аlbiсаns флуконазол 450 550 500 50 500 450 550

С.аlbiсаns клотримазол 1000 1000 1000 0 1000 1000 1000

МПК для 

микст-

пленок,

мкг/мл

Е.соli +

С.аlbiсаns

амоксиклав 1000 1000 1000 0 1000 1000 1000

офлоксацин 110 130 120 10 120 110 130

доксициклин 250 250 250 0 250 250 250

флуконазол 1000 1000 1000 0 1000 1000 1000

клотримазол 1000 1000 1000 0 1000 1000 1000
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с использованием индикатора, подтверждаются 

результатами электронной микроскопии. 

Бактерицидная концентрация амоксикла-

ва для Е.соli 2000 мкг/мл, офлоксацина 30 мкг/

мл, доксициклина 60 мкг/мл. МБК флуконазола 

для С.аlbiсаns 1000 мкг/мл, клотримазола 2000 

мкг/мл. Бактерицидного эффекта доксициклина, 

амоксиклава, офлоксацина, флуконазола, клотри-

мазола в исследуемых концентрациях веществ 

для микроорганизмов в составе моно- и микст-

биопленок достигнуто не было (рис. 1).

Диаграммы размаха отражают МПК амок-

сиклава, офлоксацина и доксициклина по отно-

шению к E.coli, флуконазола и клотримазола к 

С.albicans, что продублировано в таблице 1.

При изучении чувствительности микроор-

ганизмов в составе биопленок на основании ус-

редненных значений описательной статистики вы-

явлено, что МПК препаратов для моно-биопленок  

пропорционально возрастают в 2-4 раза, для микст-

биопленок в 2,5-8.5 раза относительно МПК пре-

паратов для планктонных форм Е.соli и С.Аlbiсаns 

(рис. 3). Полученные результаты подтверждаются 

данными других исследователей [11].

Бактерицидная концентрация препара-

тов для планктонных форм не оказала бактери-

цидного эффекта на микроорганизмы в составе 

биопленки. Изучение биопленочных структур 

под электронным микроскопом при воздействии 

концентрациями препаратов, которые являлись 

Рисунок 2 – Диаграммы размаха, МПК для планктонных форм и для микст- пленок. 

Рисунок 1 – Микст-биопленка Е.соli + С. аlbiсаns при воздействии МБК препаратов для планктонных форм: 

доксициклин 60 мкг/мл + флуконазол 1000 мкг/мл; Ув. 5000; мерный отрезок равен 5 мкм.



51

ВЕСТНИК ВИТЕБСКОГО ГОСУДАРСТВЕННОГО МЕДИЦИНСКОГО УНИВЕРСИТЕТА, 2021, ТОМ 20, №1

бактерицидными для планктонных форм (рис. 1), 

продемонстрировало наличие микроорганизмов. 

Это еще раз подтверждает, что МБК препаратов 

для планктонных форм (рис. 4) меньше в десятки 

раз по сравнению с их пленочными аналогами. 

Также при микроскопии видна способность обра-

зовывать биопленки между штаммами дрожжей 

и кишечных палочек. Кроме того, клетки Е.соli 

колонизировали поверхность превосходящих их 

по размерам грибов [28], создавая при этом до-

полнительный барьер для проникновения про-

тивогрибковых препаратов к клеткам С.аlbiсаns 

(рис. 1).

С одной стороны, наличие антибиотико-

резистентности зависит от способности микро-

организмов состоять в биопленочном сообще-

стве (quоrum sеnsing; QS) [7, 8], с другой – сама 

способность образовывать биопленки повышает 

шансы на устойчивость, по этой причине микро-

организм стремится к ее приобретению. Бакте-

рии в составе биопленки не просто физически 

менее доступны, но и повышают вероятность об-

мена генетической информацией, а на этапе дис-

пергирования биоплёнки остаются неуязвимыми.

Заключение

Исследуемые клинические изоляты 

С.аlbiсаns 2924 и Е.соli 2646 способны образо-

вывать биопленки, что ведет к усилению рези-

стентности. Взаимовлияние между участниками 

ассоциаций в структуре биопленок приводит к 

отягощению течения заболевания в связи с не-

эффективным воздействием терапевтических 

препаратов. Бактериальные биопленки обладают 

различной степенью толерантности в зависимо-

сти от стадий пленкообразования как к антибио-

тикам, так и к иммунокомпетентным клеткам 

[33]. С каждым последующим, неэффективным 

для их удаления из организма воздействием АБ 

участники кворума приобретают устойчивость, 

стремясь к мультирезистентности.

Назначение рациональной антибиотико-

терапии и разработка протоколов эмпирической 

антибактериальной терапии нуждаются в опре-

делении чувствительности микроорганизмов к 

антибактериальным препаратам в планктоном 

состоянии, а также в состоянии биопленки. Ак-

туальным является изучение механизмов рези-

стентности бактерий в составе микробных со-

обществ.

Стандартная терапия высокими дозами 

антибиотиков токсична для макроорганизма, что 

диктует необходимость апробации новых ве-

Рисунок 3 – Средние значения МПК мкг/мл препаратов для разных форм существования Е.соli и С.аlbiсаns.

Рисунок 4 – МБК доксициклина для планктонных 

форм Е.соli=60 мкг/мл.
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ществ с высоким потенциалом действия на био-

пленки.
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