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НОВЫЕ АНТИМИКРОБНЫЕ АГЕНТЫ, СПОСОБНЫЕ РАЗРУШАТЬ МАТРИКС БИОПЛЕНОК 
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Резюме: Цель исследования – проанализировать способность биологически активных агентов, 
эффективных в отношении планктонных форм, воздействовать на экзополимерный матрикс 
биопленок. 

Показано, что растительные извлечения и текстильные материалы, обработанные нано- и 
микрочастицами металлов, эффективные в отношении планктонных форм микроорганизмов, 
могут выступать в качестве перспективной альтернативы антибиотикам, благодаря их способности 
разрушать экзополимерный матрикс биопленок. 

Ключевые слова: антибиотикорезистентность, биопленка, растительные извлечения, льняное 
волокно, наночастицы, «ФитоМП» 
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Summary: The aim of the study – to analyze the ability of biologically active agents that are effective 
against planktonic forms of microorganisms to affect the matrix of biofilms. 

It is shown that the herbal extract and textiles treated metal nano- and microparticles effective against 
planktonic forms of microorganisms may serve as a promising alternative to antibiotics due to their ability 
to break down biofilms matrix. 
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Введение 

Микробиологические исследования демонстрируют высокий, постоянно прогрессирующий 
уровень антибиотикорезистентности у вегетирующих в хирургических стационарах возбудителей 
[2, 3, 10, 15]. Укоренившееся восприятие бактерий, как одноклеточных форм жизни, с развитием 
техники и молекулярно-генетических методов исследования кардинально изменилось. В 
настоящее время уже неоспоримым является существование участвующих в патологическом 
процессе микроорганизмов в виде структурированных, прикрепленных к поверхности сообществ, 
окруженных экзополисахаридным матриксом, и функционирующих как скоординированный 
консорциум [1, 4, 12, 14]. 

Существуют различные пути преодоления факторов защиты бактерий в составе биопленок, среди 
которых увеличение концентрации антибактериальных препаратов, использование веществ, 
разрушающих полисахаридный матрикс или внеклеточную ДНК, применение ингибиторов quorum 
sensing [7]. Однако многообразие локализации и форм хронического и рецидивирующего 
инфекционного процесса свидетельствует об отсутствии единого подхода к профилактике 
образования и элиминации биопленок. Внеклеточный матрикс и его компоненты выступают в 
качестве барьера, уменьшающего концентрацию средства непосредственно возле бактерии. 
Поэтому особую актуальность на сегодняшний день представляет поиск антимикробных агентов, 
влияющих на жизнеспособность микроорганизмов в культуре и биопленках. При этом принципиально 
новым направлением выступает использование наночастиц металлов для придания специфических 
свойств модифицированным ими материалам [8, 9]. 

Цель исследования – проанализировать способность биологически активных агентов, 
эффективных в отношении планктонных форм, воздействовать на экзополимерный матрикс 
биопленок. 
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Методика 

Для сравнительного анализа антимикробной активности в отношении биопленок возбудителей 
раневой инфекции были взяты полученные на оборудовании компании ERKO TruetzschlerGmbH 
(Германия) образцы нетканых льносодержащих материалов: № 149 (лен 50% + полипропилен 50% 
+ полиэфирная пленка толщиной 0,02 мм, иммобилизация наночастиц Ag 50 нм в структуру 
волокна), № 125 (лен 50% + полипропилен 50%, иммобилизация наночастиц Ag 25 нм в структуру 
волокна) и № 46 (ткань льняная 100% с напылением микрочастиц Cu размером 0,3 мкм). Образец 
№ 139 был получен на опытно-производственном оборудовании ОАО «Научно-исследовательский 
институт нетканых материалов» (г. Серпухов, Московская область) на основе отбеленного 
медицинского льноволокна и обработан наночастицами серебра с размером 40 нм, для 
формирования которых использовался растительный настой «ФитόМП» [5]. В качестве контроля 
использовался нетканый льносодержащий материал без обработки. 

Мономикробные биопленки S. aureus АТСС 6538 и P. aeruginosa АТСС 9027 получены на 
нитроцеллюлозной мембране. Для этого 10 мл взвеси S. aureus АТСС 6538 и P. aeruginosa АТСС 
9027 в концентрации 1,5×10

8
 КОЕ/мл вносили в стерильную чашку Петри с мясо-пептонным 

агаром. Предварительно на агар помещали стерильную мембрану из инертного материала, на 
которой и происходило формирование биопленки. После 3 суток инкубации при температуре 37°С 
мембрану извлекали, биопленку с мембраны смывали стерильным физиологическим раствором. 
Для визуализации матрикса использован водный раствор Конго красного с добавлением 10% 
раствора Твин 80 и 10% карболового фуксина. К полученной суспензии добавляли в избытке 0,5% 
раствор Конго красного. Суспензию дважды отмывали физиологическим раствором для удаления 
не связавшегося раствора Конго красного с осаждением матрикса центрифугированием при 1000 
оборотов/минуту в течение 75 мин. после каждой отмывки. Суспензию замораживали и хранили 
при -25°С до использования.  

Непосредственно перед проведением эксперимента готовили рабочую суспензию матрикса. Для 
этого 0,9% раствором NaCl разводили размороженную суспензию матрикса до оптической 
плотности 2,5 Еоп на многоканальном спектрофотометре при длине волны 492 нм и вносили по 
0,15 мл суспензии матрикса в лунки 96-луночного планшета для иммуноферментного анализа. 
Далее 0,1 м раствором фосфатного буфера с pH 7,4 доводили оптическую плотность суспензии до 
2 Еоп. В качестве консерванта в суспензию добавляли азид натрия до концентрации 2 мг/мл. Затем 
определяли способность антимикробного агента разрушать матрикс. 

Реакционную смесь готовили из 0,1 мл объекта исследования и 0,3 мл рабочего раствора 
экзополимерного матрикса, в контрольных пробах использовали 0,1 мл 0,9% раствора натрия 
хлорида. После 24 час. инкубации при t=37°С в пробирках типа эппендорф проводили осаждение 
нераспавшихся компонентов матрикса путем центрифугирования при 10000 об/мин. в течение 10 
минут. По 0,15 мл надосадка помещали в лунки полистиролового планшета для 
иммуноферментного анализа и определяли его оптическую плотность на спектрофотометре Ф-300 
при λ = 492 нм. Высвободившийся при разрушении матрикса Конго красный изменял оптическую 
плотность раствора. Уровень активности объекта оценивали по формуле: Акт = (Еопо – 
Еопк)×1000, где Еопо – оптическая плотность раствора образца, OD; Еопк – оптическая плотность 
раствора в контрольной пробе, OD [11]. Определение активности каждого объекта проводили 
троекратно. Также количественная характеристика разрушающей способности антимикробного 
агента оценена по концентрации (К) Конго красного, высвободившегося при разрушении 
комплекса красителя  с  компонентами  экзополимерного  матрикса,  и  рассчитана  по  формуле: 
К, мкг/мл = [-0,004 + 0,049 × (Еоп - Ек)] × 1000, где Еоп – оптическая плотность надосадка в опытной 
лунке, Ек – оптическая плотность надосадка в контрольной лунке. В качестве контроля 
использован физиологический раствор. 

Способность антимикробного агента разрушать экзополимерный матрикс биопленки выявлена с 
помощью световой и конфокальной микроскопии.  

Полученные данные обработаны с помощью прикладного пакета STATISTICA 7, MS Excel 2002 с 
использованием методов описательной статистики. Различия считались достоверными при 
значении p<0,05. 

 

Результаты исследования и их обсуждение 

Проведенные исследования показали, что как на самой нитроцеллюлозной мембране, так и под 
контрольным образцом нетканого льносодержащего материала (без обработки) формировалась 
микробная биопленка: на 1-й день – 10

3
 КОЕ/см

2
, на 3-й – 10

6
 КОЕ/см

2
, на 5-й – 10

9
 КОЕ/см

2
. При 

этом образцы металлизированных льносодержащих материалов на 1-й, 3-й, 5-й дни при 
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исследовании методом диффузии в агар обладали антимикробным эффектом в отношении 
культуры S. aureus. На рис. 1 продемонстрирована активность образцов в первые сутки 
эксперимента.  

 
 

Рис. 1. Антимикробная активность образцов, обработанных частицами металла, в отношении 

биопленки возбудителя 
 

 

На рис. 1 отчетливо видны участки нитроцеллюлозной мембраны, на которых в период 
формирования биопленки возбудителем находились соответствующие образцы текстильных 
металлизированных материалов (№№ 149, 125, 46). 

При просмотре в системе «Leica DM 2000» с программным обеспечением «Leica application suit 
V.3.6.0, камера DFX 295» обнаружено, что нетканый сорбент № 139 на основе отбеленного 
медицинского льноволокна и обработанный наночастицами серебра с размером 40 нм, для 
формирования которых использовался растительный настой «ФитόМП», способен разрушать 
экзополимерный матрикс как P. aeruginosa АТСС 9027, так и S. aureus АТСС 6538, однако 
активность в отношении последнего более выражена (рис. 2). 

 
Рис. 2. Разрушение экзополимерного матрикса биопленки под действием нетканого 
льносодержащего образца № 139. 
Примечание. сформированный матрикс: P. aeruginosa АТСС 9027 (а) и S. aureus АТСС 6538 (в); 

разрушенный: P. aeruginosa АТСС 9027 (б) и S. aureus АТСС 6538 (г) 
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При послойном сканировании на конфокальном микроскопе «Leica TCS SPE DMI 4000» с 
программным обеспечением «LAS AF» выявлено, что после обработки этим сорбентом 
поверхности нитроцеллюлозной мембраны происходит уменьшение толщины биопленки S. aureus 
АТСС 6538 со 112 мкм до 53 мкм (рис. 3).  

 
 

Рис. 3. Суспензия экзополимерного матрикса биопленки S. aureus АТСС 6538 после инкубации с 

0,9% NaCl (а) и вытяжкой из нетканого льносодержащего образца № 139 (б) (конфокальная 
микроскопия, объектив 10x) 

 
В настоящее время встречаются ссылки на исследования способности растительных соединений 
влиять на биопленки, но механизмы их антибиопленочного действия пока не раскрыты [11, 13]. С 
учетом полученных ранее данных о выраженной антимикробной и модифицирующей активности 
в отношении персистентного потенциала микроорганизмов у растительных извлечений 
представляло интерес выявить у них способность влиять на экзополимерный матрикс биопленок. 
О высокой активности позволяют судить количественные данные, отражающие взаимосвязь 
между интенсивностью разрушения комплекса биопленки с Конго красным и увеличением 
оптической плотности надосадка за счет высвобождения красителя. Ранее [6] было определено, 
что в 1 мл рабочей суспензии должно содержаться 12,2 мг сухого матрикса и 0,1 мг Конго 
красного.  

Так, концентрация высвободившегося Конго красного при разрушении экзополимерного матрикса 
S. aureus АТСС 6538 под воздействием льняного сорбента № 139 составила 18,54 мкг/мл, взятых в 
качестве контроля – «Септоцида Р плюс» – 5,91 мкм/мл, фенолсодержащих эфирных масел 
«Базилика» – 3,35 мкг/мл, «Фенхеля» – 4,62 мкг/мл, «Чайного дерева» – 0,61 мкг/мл.  

Уровни активности, полученные после 24 часов инкубации в пробирках типа эппендорф 
реакционной смеси из исследуемого образца и экзополимерного матрикса возбудителя, 
выраженные в оптической плотности при длине волны 492 нм, отражены в табл.  

 

Таблица. Уровень активности образцов, расщепляющих экзополимерный матрикс S. aureus АТСС 

6538 

Образец 
Оптическая плотность при длине 

волны 492 нм 

Достоверность 

различий, p 

Лен, пропитанный iSys 0,187±0,07 p<0,01 

«Эвкалипт» 0,119±0,02 p<0,01 

сетка «Асептика» 0,170±0,03 p<0,01 

Акваспан, пропитанный iSys 0,145±0,02 p<0,01 

Ag
0
, стабилизированное «ФитоМПом» 0,514±0,12 p<0,01 

«Базилик» 0,204±0,00 p<0,01 

«ФитоМП» 0,401±0,12 p<0,01 

«Фенхель» 0,230±0,06 p<0,01 

«Чайное дерево» 0,148±0,00 p<0,01 

Контроль (NaCl) 0,054±0,00  

Примечание: Различия во всех опытных группах в сравнении с контрольной носили статистически 
значимый характер (p<0,05) 
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Заключение 

Установленная выраженная активность в отношении планктонных и биопленочных форм 
возбудителей раневой инфекции у растительных извлечений, льносодержащих материалов, 
обработанных микрочастицами меди и наночастицами серебра, стабилизированного настоем 
«ФитоМП», демонстрируют перспективность биологически активных компонентов растительного 
происхождения в качестве антимикробных агентов, альтернативных традиционным.  
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