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Образование биопленки является одним из ключевых факторов вирулентности микроорганизмов и фор-

мирования персистирующих форм, ведущих к хронизации патологических процессов в макроорганизме. Разви-
тие новых технологий в молекулярной биологии, биохимических исследованиях и методах визуализации при-
водит к лучшему пониманию механизмов биопленкообразования. Вопрос о совершенствовании этих техноло-
гий in vitro и/или in vivo актуален в современных условиях. Отсутствие стандартизированных методов культи-
вирования биопленок является одной из ключевых проблем, с которой сталкиваются исследователи в этой об-
ласти. Результаты, полученные в одной лаборатории, не всегда могут быть в точности воспроизведены и под-
тверждены другими независимыми исследователями. Методы культивирования, предназначенные для микро-
скопических исследований, могут быть неинформативными для других видов анализа, таких, например, как 
сбор биомассы биопленки для биохимических измерений. В большинстве случаев методы культивирования 
могут быть адаптированы для изучения различных компонентов и свойств системы, в которых заинтересован 
исследователь. 

Все методы экспериментального воспроизведения биопленок можно разделить на две основные группы – 
с использованием «закрытых» и «открытых» систем. Основным преимуществом последних является постоян-
ное поступление и обновление питательных веществ, удаление метаболитов и создание, как следствие, внеш-
них условий, максимально схожих с естественными условиями обитания микроорганизмов. 

Для визуализации и изучения количественного и качественного состава биопленок используются разно-
образные микробиологические, физические, химические и молекулярные методы. 

Ключевые слова: биопленки, междисциплинарные исследования, количественная характеристика  
биопленки, качественная характеристика биопленки. 
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Biofilm formation is a key virulence factor among many microorganisms, it is also important for the formation 

of persistent forms which result in chronicity of pathological processes within macro organisms. The development of 
new technologies in molecular biology, biochemical studies and imaging techniques leads to a better understanding of 
biofilm formation. The question of using these technologies in vitro and/or in vivo is relevant in modern conditions. The 
lack of standardized methods of biofilm culturing is troublesome for researchers. The results of studies performed in 
one laboratory might not be reproduced and confirmed by other independent researchers. 

Culturing techniques designed for microscopy investigation may be useless for other types of analyses, such as 
harvesting biofilm biomass for biochemical measurements. In most cases these culturing methods can be adapted to 
study certain aspects of the system in which the researcher is interested.  

All methods of experimental reproduction of biofilms can be divided into two major groups – methods using 
“closed” and those using “open” systems. The main advantage of the second group of methods consists in receipt and 
renewal of nutrients, removal of metabolites and, as a result, the creation of external conditions maximally similar to the 
natural habitats of microorganisms.  

A variety of microbiological, physical, chemical and molecular methods are used to visualize and study the 
quantitative and qualitative composition of biofilms. 

Key words: biofilms, interdisciplinary research, quantitative characteristics of biofilms, qualitative  
characteristics of biofilms. 

 
 
Биопленки представляют собой микробные сообщества, прикрепленные к поверхности и вне-

дренные во внеклеточное полимерное вещество, которое обеспечивает защиту, стабильность и запас 
питательных веществ для бактерий сообщества [33]. Биопленки, как правило, состоят из множества 
видов микроорганизмов, которые демонстрируют сложную организацию микробного сообщества и 
взаимодействия его членов. В биопленках клетки обмениваются небольшими молекулами,  
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влияющими на состав и структуру биопленки и координирующими взаимодействие микроорганиз-
мов, что способствует их выживанию. Биопленки содержат живые и мертвые бактериальные клетки, 
внеклеточные полимерные соединения и другие вещества, выделяемые клетками [27]. Структура и 
пространственная организация биопленки определяются, прежде всего, видами бактерий и их соот-
ношением. Физические структуры и свойства материала матрицы биопленки адаптируются бакте-
риями при изменении состава популяций и внешних условий [33]. 

Адаптация матрицы биопленок является важным фактором устойчивости микроорганизмов в 
неблагоприятных условиях, в том числе из-за снижения диффузии антимикробных агентов через 
биопленку [33, 39]. Кроме того, особенности архитектоники биопленки, в частности близкое взаимо-
расположение клеток, обеспечивают лучшие условия для обмена генетическим материалом, коди-
рующим антимикробную устойчивость представителей сообщества.  

Биопленка – это сложное трехмерное образование, которое формируется на границе раздела 
взаимодействующих сред [42, 68]. Формирование биопленок сопровождает 60–80 % микробных ин-
фекций и усложняет диагностику и лечение заболеваний [22, 31]. 

Для определения характеристик биопленок используют разнообразные количественные и каче-
ственные методы. 

Методы количественной оценки. Существуют прямые и косвенные методы количественного 
определения клеток в биопленках. Методы прямого подсчета включают в себя: определение количе-
ства жизнеспособных клеток (колониеобразующих единиц (КОЕ)) путем прямого посева биопленоч-
ного материала на питательные среды; микроскопический метод подсчета клеток; подсчет клеток с 
помощью счетчика Коултера; проточную цитометрию; флуоресцентную микроскопию. Косвенные 
методы измерения основаны на определении сухой биомассы биопленки, общего органического уг-
лерода, биолюминесценции аденозинтрифосфата (АТФ), определении общего белка, микробаланса 
кварцевых кристаллов и др. [3, 36, 65]. 

Прямые методы количественной оценки. Визуализация и автоматический подсчет клеток 
являются наиболее распространенными методами количественной оценки биопленки. Кроме того, 
использование красителей или флуоресцентных маркеров для более точной идентификации пред-
ставляющих интерес клеток позволяет повысить точность их подсчета и упростить интерпретацию 
данных [68].  

Определение количества жизнеспособных клеток путем посева биопленочного материала на 
агаровые пластинки и подсчета количества выросших колоний (подсчет КОЕ в 1 мл исследуемого 
материала) является стандартным методом количественного определения жизнеспособных клеток 
[2, 21, 48, 52]. Основная концепция этого анализа состоит в том, чтобы разделить клетки на чашке с 
агаром и выращивать колонии из клеток, таким образом, дифференцируя живые клетки от мертвых и 
количественно определяя живые. 

Методы автоматизированного подсчета клеток в культурах микроорганизмов на жидких 
средах – метод Коултера и проточная цитометрия.  

Метод Коултера включает в себя пропускание заряженных частиц (клеток микроорганизмов) 
в растворе электролита через отверстие, которое является частью электрической цепи [64]. При этом 
частицы изменяют сопротивление цепи и регистрируются на основании изменений напряжения. Из-
менения напряжения коррелируют с размерами клеток. Импульсы напряжения подсчитываются в те-
чение определенного периода времени и соотносятся с количеством клеток. Этот метод не позволяет 
различать живые и мертвые клетки.  

В проточной цитометрии используется система гидрофокусировки, которая обеспечивает 
прохождение клеток в потоке поодиночке. Индикация микроорганизмов основана на рассеивании 
лазерного луча при прохождении через него клеток. Основными преимуществами проточной цито-
метрии являются скорость, простота и точность измерений. С помощью этого метода можно одно-
временно собрать большое количество дополнительной информации о микроорганизмах, включаю-
щей в себя размеры клеток, свойства их поверхности, метаболическую активность. Кроме того, такой 
подход позволяет произвести дифференцировку клеток с использованием дополнительного окраши-
вания или эндогенных флуоресцентных меток [10, 45].  

Методы микроскопии. Световая микроскопия объективизирует анализ клеточных и внекле-
точных компонентов образующейся биопленки. После окрашивания выявляется спектр структур, а 
также их тинкториальные свойства. Возможно выявление степени резистентности к микроокруже-
нию или деструкции под влиянием микроокружения [62]. 
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Подсчет клеток и определение 3D-характеристик биопленок могут быть выполнены с исполь-
зованием нескольких методов микроскопии – от простой световой микроскопии взвешенных биопле-
нок до измерения объема и морфологии прикрепленных биопленок с использованием конфокальной 
лазерной сканирующей микроскопии (Confocal laser scanning microscopy – CLSM). 

Подсчет клеток с помощью микроскопии может быть выполнен на незрелых биопленках in situ 
или после гомогенизации биопленки с помощью световой микроскопии неокрашенных или окрашен-
ных микроорганизмов, а также флуоресцентной микроскопии. После приобретения биопленкой 
трехмерной структуры требуется ее гомогенизация с последующим подсчетом взвеси микроорганиз-
мов в камере Петрова-Хауссера [69].  

Дополнительные преимущества методов световой и флуоресцентной микроскопии обеспечива-
ет использование различных метаболических или избирательно проникающих красителей, позво-
ляющих отличить живые клетки от мертвых [38, 46, 57].  

CLSM позволяет получать четкие изображения биопленок с высоким разрешением в трех измере-
ниях [6, 13, 36, 49]. Кроме того, в конфокальной микроскопии можно использовать один или несколько 
лазеров возбуждения для последовательного или одновременного просмотра нескольких флуоресцент-
ных маркеров, включающихся в биологические соединения, или флуоресцентных белков и генетического 
материала, экспрессирующихся модифицированными микроорганизмами [16, 33, 34, 35, 68].  

L. Vidakovic и соавторы, используя автоматизированную конфокальную микроскопию с адап-
тивной обратной связью в реальном времени между получением изображения, распознаванием при-
знаков и контролем микроскопа, а затем с помощью откалиброванной новой трехмерной методики 
сегментации изображения получили полное развитие трехмерной биопленки при клеточном разре-
шении с минимальной фототоксичностью и минимальной ошибкой сегментации. Что позволило ре-
конструировать клеточную линию, измерить локальные скорости роста и идентифицировать все 
клетки в поле зрения, которые не связаны с исходной клеткой – основателем биопленки [68]. 

Атомно-силовая микроскопия – один из наиболее важных инструментов для получения изо-
бражений биологических объектов в диапазоне от нанометра до микрометра с высоким разрешением, 
позволяющим количественно оценить силы адгезии между живыми клетками, поверхностью и даже 
отдельными молекулами. Была показана консистенция биопленочных структур с разнообразным рас-
пределением клеток, внеклеточного матрикса и заполненных каналов и пор водой [44]. 

Методы косвенной количественной оценки включают в себя определение сухой массы, об-
щего содержания белка, ДНК, РНК, полисахаридов, различных метаболитов [67], общего органиче-
ского углерода. 

Определение сухой массы. Для получения сухой массы биопленку с субстратом для выращи-
вания помещают в печь при постоянной температуре до тех пор, пока не будет удалена вода и дос-
тигнут постоянный вес [17, 18]. Если субстрат чувствителен к теплу, биопленка может быть экстра-
гирована с поверхности, суспендирована в физиологическом растворе, осаждена холодным этанолом, 
а осадок собран для последующего анализа [37]. Сухая биомасса – это разница в весе между биомас-
сой на субстрате и субстратом без биомассы [17, 18]. 

Определение общего белка. Существует ряд признанных методов определения содержания 
общего белка, пригодных для исследования биопленок. Наиболее востребованными являются мето-
ды Брэдфорда, Лоури и метод с использованием бицинхониновой кислоты. 

Суть метода Бредфорда сводится к оценке комплекса красителя (кислотного синего 90) с бел-
ком посредством адсорбционной фотометрии. При взаимодействии аминокислот и красителя проис-
ходит смещение спектра поглощения от более низких показателей до 595 нм. Количество белка оце-
нивается с помощью калибровочных кривых [15, 20, 30, 53, 61]. 

Анализ по Лоури предполагает исследование оптической плотности окрашенных продуктов, 
образуемых при взаимодействии белков с солями меди в присутствии реактива Фолина при длине 
волны 750 нм [32, 63]. 

Химический механизм анализа содержания белка, основанного на использовании бицинхони-
новой кислоты, аналогичен методу Лоури и основан также на восстановлении ионов меди при  
взаимодействии с рядом аминокислот (цистеином, цистином, триптофаном, тирозином). Оптические 
плотности измеряют при длине волны 562 нм. 

Общий органический углерод определяется с помощью метода каталитического окисления при 
t = 680° C. Содержание общего органического углерода составляет разницу между значениями обще-
го углерода и неорганического углерода [5, 23, 25, 28, 53, 58]. 
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Анализ интенсивности окрашивания связанным красителем биопленки, выращенной 
с использованием микротитровальных планшетов, также позволяет косвенно оценить выраженность 
биопленкообразования бактерий. Для окрашивания используется 0,1 % раствор кристаллического фио-
летового. Применяемая при фотометрии длина волны составляет 530–600 нм [7, 8, 12, 24, 50, 51, 68]. 

Одним из вариантов определения количества жизнеспособных клеток является добавление к 
биопленке тетразолиевой соли с последующим инкубированием в течение 1–3 часов. Восстановле-
ние красителя свидетельствует о жизнеспособности клеток. Детекция водорастворимого формазана 
производится с помощью спектрометрического анализа. Нерастворимый в воде формазан кристалли-
зуется и попадает в клеточную мембрану, что оценивается с помощью проточной цитометрии и мик-
роскопии [9, 11, 59, 66].  

АТФ биолюминесценция – еще один способ оценки жизнеспособности клеток биопленки.  
Излучение фотона, испускаемого молекулой АТФ в реакции биолюминесценции, детектируется на 
длине волны 550–570 нм [19, 29, 43, 44, 60]. 

Микровесы на кристаллах кварца (кварцевые микровесы) позволяют проводить измерение 
накопления биопленки во времени [47]. Прибор состоит из небольшого диска монокристаллического 
кварца, который приводится в движение посредством приложенной разности колеблющихся потен-
циалов. Для образования биопленки на поверхности диска его помещают в проточный канал биоре-
актора. Изменение массы биопленки пропорционально сдвигу резонансной частоты, что позволяет 
измерять накопление биопленки по мере ее формирования [56]. Дополнительная информация о вяз-
коупругих свойствах биопленки может быть получена при отключении приложенного потенциала и 
отслеживании экспоненциального затухания колебаний [4, 38, 40, 41, 54]. Количественный анализ 
компонентов матрикса биопленки целесообразно проводить в сочетании с определением КОЕ [14, 26, 
37, 49, 55].  

Преимущества и недостатки количественных методов изучения биопленок изложены в таблице. 
Таблица 

Преимущества и недостатки количественных методов изучения биопленок 
Методы Преимущества Недостатки 

1 2 3 
Определение количества 
жизнеспособных клеток 
путем посева 

Не требуется высокоспециализированного 
дорогостоящего оборудования 

Длительность 
(до нескольких дней), 

возможна ошибка подсчета 

Метод Коултера Простота в выполнении Не дифференцируются 
живые и мертвые клетки 

Проточная цитометрия Скорость, простота, точность Дорогостоящее оборудование 

Световая микроскопия Простота, легкость в реализации, 
не требуется дорогостоящего оборудования 

Не дифференцируются 
живые и мертвые клетки 

Флуоресцентная  
микроскопия 

Большая чувствительность наряду с высокой 
контрастностью. 

Позволяет увеличить получаемый эффект 
в 100 раз и обнаружить вещества, 

присутствующие в минимальных количествах 

Дорогостоящее оборудование 

Конфокальная сканирую-
щая лазерная микроскопия 

Четкость изображения биопленок 
с высоким разрешением Дорогостоящее оборудование 

Флуоресцентные  
красители и белки 

Точность, позволяет получать информацию 
о жизнеспособности клетки и их 

функционировании без разрушения биопленки 
Длительность 

Сухая масса Относительная легкость. 
Экономическая эффективность 

Клеточная биомасса 
не дифференцируется от 

других компонентов пленки. 
Образец после сушки 

не может быть использован 
для других методов 
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Продолжение таблицы 

1 2 3 

Общий органический  
углерод Точность 

Дорогостоящее специализи-
рованное оборудование. 

Отсутствие специфичности 
при количественном 

определении 

Окрашивание  
кристаллическим  
фиолетовым 

Простота и доступность исследования 
не требует высокоспециализированного 

дорогостоящего оборудования. 
Возможность анализа нескольких образцов 

одновременно 

Не дифференцируются живые 
и мертвые клетки. 

Наличие внешних факторов, 
влияющих на результат 

(температура, время 
культивирования и т.д.) 

 
Методы качественной оценки биопленкообразования включают в себя визуализацию поверх-

ности биопленки, ее пространственную организацию, морфологическую оценку компонентов, а так-
же особенности взаимодействия с окружающей средой. 

Сканирующая электронная микроскопия может использоваться для получения увеличенного 
изображения рельефа поверхности с высоким разрешением. Общее увеличение может варьировать от 
10 до 500 000 крат, что дает возможность получить изображение с высоким разрешением, позволяю-
щим оценить бактериальные взаимодействия внутри биопленки, организацию полисахаридного мат-
рикса и морфологию биопленки, помогает изучить динамику ее формирования и деструкции [2, 37]. 

Топологическую структуру и химические свойства поверхностей биопленки можно оценить с 
помощью сканирующей электрохимической микроскопии. Этот универсальный метод демонстри-
рует трехмерную модель биопленок на основе распределения реактивных групп, используемых для 
выявления распределения компонентов внеклеточного полимерного вещества на поверхности био-
пленки.  

Малоугловое рентгеновское рассеяние может быть использовано для изучения компонентов 
экзополисахаридного матрикса, структуры и молекулярного взаимодействия [49, 50]. 

Поверхностный плазмонный резонанс и электрохимический поверхностный плазмонный 
резонанс – это новые безметковые методы, используемые для изучения физиологии бактерий и их 
электрохимической активности в режиме реального времени [1, 47]. 
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Представлены сведения о современном подходе к вопросу о стимуляции иммунитета при экстренной 
профилактике и лечении опасных бактериальных инфекций. Любой инфекционный процесс независимо от вида 
возбудителя, степени его вирулентности и заражающей дозы неизменно сопровождается снижением защитных 
сил организма. В связи с этим разумная иммунокоррекция возникающих иммунодефицитных состояний явля-
ется важной составной частью комплексной терапии при инфекционных поражениях вообще и при особо опас-
ных инфекциях в частности. Наибольшее практическое применение в борьбе с инфекциями, обусловленными 
бактериальными патогенами, нашли препараты, преимущественно воздействующие на Т-систему иммунитета: 
рекомбинантные цитокины (беталейкин, ронколейкин, ингарон, интерфероны, колониестимулирующие  
факторы), синтетические пептиды – аналоги активных центров тимических гормонов (бестим, имунофан),  


