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Существуя в форме биопленок, микроорганизмы приобретают повышенную устойчивость к антибиотикам
и другим неблагоприятным воздействиям. В связи с этим формирование биопленок патогенными бактери#
ями представляет собой актуальную проблему здравоохранения. Одним из перспективных подходов для
борьбы с бактериальными биопленками является использование полисахаридов, подавляющих их образо#
вание. Ранее нами была продемонстрирована способность полисахарида картофеля галактана ингибировать
образование биопленок клиническим изолятом Pseudomonas aeruginosa. В данной работе более подробно ис#
следовано действие галактана картофеля на биопленки, образуемые P. aeruginosa. Микроскопический ана#
лиз указывает на то, что галактан не препятствует адгезии бактериальных клеток к субстрату, но предотвра#
щает дальнейшее накопление бактериальной биомассы. Кроме того, галактан способен не только ингиби#
ровать образование биопленок, но также может частично разрушать сформированные биопленки. Предпо#
ложительно, действие галактана обусловлено излишней агрегацией бактериальных клеток, препятствую#
щей формированию и поддержанию нормальной архитектуры биопленки, либо каким#то иным механиз#
мом ремодуляции структуры биопленок, что приводит к неожиданному эффекту: после применения к
сформированным биопленкам P. aeruginosa антибиотиков совместно с галактаном количество жизнеспо#
собных бактерий в биопленках оказывается выше по сравнению с применением только антибиотиков. Га#
лактан является первым полисахаридом, продемонстрировавшим подобный эффект в отношении бактери#
альных биопленок.
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Биопленки представляют собой сложные со#
общества микроорганизмов, погруженных в
синтезированный ими внеклеточный матрикс,
обычно прикрепленные к какой#либо поверх#
ности [1]. Процесс формирования биопленки,
как правило, характеризуется несколькими ста#

диями: первичным прикреплением клеток мик#
роорганизмов к поверхности, их агрегацией и
образованием микроколоний, ростом и созрева#
нием биопленки и, наконец, дисперсией био#
пленки, способствующей дальнейшему распрост#
ранению микроорганизмов [1]. Важной особен#
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ностью биопленок является повышенная устой#
чивость к воздействию антибиотиков, дезин#
фектантов и факторов иммунной системы [2–5].
Формирование биопленок патогенными бакте#
риями в организме человека может приводить к
развитию хронических инфекций, таких как эн#
докардит, хронические раневые инфекции, хро#
нический отит, кариес и периодонтит, остеоми#
елит, инфекции мочевыводящих путей, хрони#
ческая пневмония у больных муковисцидозом.
Кроме того, субстратом для образования био#
пленок (т.е. поверхностью, на которой они фор#
мируются) часто становятся различные имплан#
таты и катетеры [2, 3, 6]. В связи с этим интен#
сивно развивается направление исследований,
связанное с поиском соединений, способных
разрушать бактериальные биопленки или пре#
пятствовать их образованию.

Одним из перспективных классов подобных
соединений являются полисахариды. В 2006 г.
было впервые показано, что некоторые капсуль#
ные полисахариды Escherichia coli способны по#
давлять образование биопленок несколькими
видами патогенных бактерий [7]. После этого
подобные свойства были продемонстрированы
и для других полисахаридов, преимущественно
бактериального происхождения [8–21]. Способ#
ность подавлять образование биопленок была
также обнаружена у растительных полисахари#
дов галактана и галактоманнана [22] и полисаха#
ридов, продуцируемых дрожжами [23] и диато#
мовыми водорослями [24]. Полисахариды обла#
дают такими преимуществами, как потенциаль#
но низкая стоимость, биодеградируемость и био#
совместимость [25, 26], и дальнейшее исследо#
вание полисахаридов, оказывающих влияние на
образование или разрушение биопленок, явля#
ется важной задачей.

Характер воздействия различных полисаха#
ридов на биопленки неодинаков. Некоторые из
них, такие как PAM галактан, выделенный из
культуры Kingella kingae, или полисахарид, про#
дуцируемый Pseudoalteromonas haloplanktis, а так#
же экзополисахарид EPS273 Pseudomonas stutzeri,
способны частично или полностью разрушать
сформированные бактериальные биопленки [12,
14, 20]. Другие полисахариды подавляют образо#
вание новых биопленок, но не оказывают влия#
ние на уже сформированные биопленки [7, 19, 21].
По#видимому, механизм действия полисахари#
дов чаще всего связан с предотвращением пер#
воначальной адгезии бактериальных клеток к
субстрату [10, 14, 19–21]. В ряде случаев полиса#
хариды также препятствовали агрегации бакте#
риальных клеток друг с другом [7, 8, 27, 28]. Как
правило, авторы объясняют это изменением
физико#химических характеристик поверхнос#

ти бактериальных клеток и/или субстрата за счет
взаимодействия с полисахаридами.

Наиболее вероятным способом применения
соединений, воздействующих на бактериальные
биопленки, является их использование в качест#
ве дополнения к традиционной антибиотикоте#
рапии. Тем не менее только в одной работе опи#
сывается совместное применение антибиотиков
и полисахарида, разрушающего биопленки. Эк#
зополисахарид A101, выделенный из культуры
Vibrio spp. QY101, повышал эффективность дей#
ствия нескольких аминогликозидных антибио#
тиков в отношении биопленок P. aeruginosa в
32 раза [8].

Ранее нами было показано, что полисахарид
картофеля галактан подавляет образование био#
пленок клиническим изолятом P. aeruginosa 216
при культивировании в течение 5 ч [22]. Целью
данной работы являлось более подробное иссле#
дование влияния галактана картофеля на био#
пленки P. aeruginosa, в т.ч. совместного действия
галактана и традиционных антибиотиков, приме#
няемых при инфекциях, вызванных P. aeruginosa. 

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Штаммы и среды. В работе использовали ла#
бораторный штамм P. aeruginosa PAO1 и клини#
ческий изолят P. aeruginosa 216, ранее выделен#
ный от больного муковисцидозом сотрудниками
лаборатории проф. И.А. Шагиняна (НИЦЭМ
им. Н.Ф. Гамалеи). Штаммы хранили в 40%#ном
глицерине при –80 °C. Во время работы штаммы
поддерживали пересевом на агаризованной
(1,5% агара) питательной среде Difco Nutrient
Broth («Becton Dickinson», США). Для подсчета
КОЕ и определения минимальной бактерицид#
ной концентрации (МБК) использовали агари#
зованную среду Difco Nutrient Broth с добавле#
нием 1% NaCl, для культивирования биопленок
и других экспериментов – среду M63 (3 г/л KH2PO4,
7 г/л K2HPO4 и 2 г/л (NH4)2SO4) с добавлением
1 мМ MgSO4, 0,5% казаминовых кислот и 0,2%
глюкозы [29], если не указано иначе.

Культивирование, ингибирование и разруше7
ние биопленок. Полисахариды галактан карто#
феля (P#GALPOT) и глюкан ячменя (P#BGBL)
были приобретены в компании «Megazyme» (Ир#
ландия). Полисахариды растворяли в стериль#
ной воде в концентрации 10 мг/мл. Для этого к
навеске галактана добавляли часть объема воды
и непрерывно перемешивали суспензию при
температуре ~60 °C до полного растворения по#
лисахарида. Аналогичным образом к навеске
глюкана добавляли часть объема воды и доводи#
ли суспензию до кипения при непрерывном пе#
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ремешивании, после чего нагрев отключали и
продолжали перемешивать до полного раство#
рения полисахарида. После остывания растворы
доводили водой до финального объема и цент#
рифугировали в течение 10 мин при 12 000 g для
того, чтобы осадить все нерастворившиеся при#
меси, после чего супернатант отбирали и инку#
бировали в течение 2 ч при 80 °C. Стерильность
растворов полисахаридов подтверждали высе#
вом на агаризованные среды Difco Nutrient
Broth («Becton Dickinson», США) и BHI («Sifin
Diagnostics», Германия), а также инокуляцией в
жидкую тиогликолевую среду («HiMedia Labora#
tories», Индия).

В данной работе биопленки P. aeruginosa
культивировали либо на стенках лунок 96#лу#
ночных планшетов, либо на полипропиленовых
купонах. Для культивирования биопленок на
стенках лунок 96#луночных планшетов P. aerugi(
nosa PAO1 или изолят P. aeruginosa 216 выращи#
вали на агаризованной среде Difco Nutrient
Broth в течение 20–24 ч, культуру бактерий сус#
пендировали в жидкой среде M63 с добавлением
магния, казаминовых кислот и глюкозы до оп#
тической плотности, соответствующей стандар#
ту 0,5 по МакФарланду, и разводили до итоговой
концентрации ~3–5 × 107 КОЕ/мл. Получившу#
юся бактериальную суспензию вносили в лунки
96#лучного планшета (Costar 3599 tissue culture
treated flat bottom plates, «Corning», США) в объ#
еме 90 мкл, после чего в лунки добавляли по 10 мкл
раствора полисахарида, моносахарида или воды
(контроль). Планшет запечатывали парафиль#
мом и инкубировали при 36 °C в течение 24 ч.
После инкубации биопленки аккуратно отмы#
вали следующим образом. К содержимому лу#
нок планшета добавляли по 100 мкл среды M63,
содержимое лунок пипетировали и отбирали с
помощью многоканальной пипетки. Затем в лун#
ки вносили по 200 мкл M63, и содержимое план#
шета вытряхивали в автоклавируемый контей#
нер. Последнюю процедуру повторяли 3 раза.
Остатки жидкости вытряхивали за счет отстуки#
вания планшета о бумажную салфетку, и план#
шет оставляли сушиться в перевернутом поло#
жении в течение суток. Для окрашивания био#
пленок лунки планшета заполняли 200 мкл
0,1%#ного раствора кристаллвиолета, планшет
инкубировали в течение 20–30 мин, промывали
водой и высушивали в перевернутом положе#
нии. Для растворения связавшегося с биоплен#
ками красителя в лунки планшета вносили по
100 мкл 30%#ной уксусной кислоты, после чего
планшет инкубировали в течение 20–30 мин.
Содержимое лунок перемешивали с помощью
пипетирования, и по 90 мкл из каждой лунки
переносили в новый 96#луночный планшет для

измерения оптической плотности. Поглощение
измеряли при длине волны 550 нм на планшет#
ном ридере Multiscan FC («Thermo Fischer
Scientific», США). Для экспериментов с разру#
шением сформированных биопленок биоплен#
ки P. aeruginosa культивировали в 96#луночных
планшетах в течение 24 ч и отмывали. В лунки
планшета, содержавшие биопленки, вносили по
90 мкл свежей среды M63 с добавлением маг#
ния, казаминовых кислот и глюкозы, а также по
10 мкл раствора полисахарида или воды (конт#
роль). Лунки с контрольными 24#часовыми био#
пленками оставляли пустыми. Планшет запеча#
тывали парафильмом и инкубировали при 36 °C
в течение 24 ч, после чего биопленки отмывали,
окрашивали и измеряли оптическую плотность,
как описано выше.

Для культивации биопленок P. aeruginosa на по#
липропиленовых купонах из листа полипропиле#
на толщиной 0,5 мм (Trans G03, «Carolex», Фран#
ция) вырезали купоны размером ~10,0 × 6,5 мм,
стерилизовали 70%#ным этанолом и высушива#
ли в стерильных условиях. Купоны помещали
вертикально в лунки 96#лучного планшета, со#
державшие 100 мкл суспензии бактерий в среде
M63 с магнием, казаминовыми кислотами и
глюкозой, с добавлением или без добавления га#
лактана. Планшет запечатывали парафильмом и
инкубировали при 36 °C в течение 24 ч. После ин#
кубации купоны вынимали из планшета с помощью
пинцета, аккуратно промывали средой M63,
высушивали, окрашивали в течение 20–30 мин
0,1%#ным кристаллвиолетом, отмывали водой и
снова высушивали. Для экспериментов с разру#
шением сформированных биопленок биоплен#
ки культивировали на полипропиленовых купо#
нах в течение 24 ч, отмывали стерильной средой
M63 и снова помещали в лунки 96#луночного
планшета, содержавшие 100 мкл свежей среды
с добавлением или без добавления галактана.
Планшет запечатывали парафильмом и инкуби#
ровали в течение 24 ч, после чего купоны извле#
кали, промывали и окрашивали. Поскольку био#
пленка формируется на обеих сторонах поли#
пропиленовых купонов, перед фотографирова#
нием и микроскопией со стороны, обращенной
вниз при высушивании купона, биопленку сти#
рали 70%#ным этанолом.

Подсчет количества жизнеспособных бакте#
рий проводили в биопленках, культивирован#
ных на полипропиленовых купонах. Купоны с
биопленками помещали в 1,5#мл микроцентри#
фужные пробирки, содержавшие ~500 мкл стек#
лянных шариков диаметром 0,6–0,8 мм и 400 мкл
среды M63 (в случае PAO1) или PBS (в случае
изолята 216), после чего подвергали интенсивно#
му перемешиванию в течение 15 с (3500 об/мин,
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Microspin FV#2400; «Biosan», Латвия). Количест#
во жизнеспособных бактерий, снятых таким об#
разом с полипропиленовых купонов, определя#
ли путем высева на агаризованную питательную
среду и подсчета КОЕ. Необходимо отметить,
что применение подобной процедуры к планк#
тонным клеткам приводило к снижению коли#
чества КОЕ на ~40–50% для PAO1 и ~10% для
изолята 216. Однако это снижение было сущест#
венно меньшим, чем разница в количестве жиз#
неспособных клеток между разными варианта#
ми биопленок, в особенности после обработки
антибиотиками.

Определение МИК, МБК и МКЭБ. Растворы
цефтазидима и амикацина сульфата (ОАО «Син#
тез», Россия) из сухих навесок, а также рабочие
растворы ципрофлоксацина («Elfa Laboratories»,
Индия) из стокового раствора (2 мг/мл) готови#
ли заново перед каждым экспериментом.

Бактерии выращивали на агаризованной
среде Difco Nutrient Broth в течение 20–24 ч,
культуру бактерий суспендировали в жидкой
среде M63 с добавлением магния, казаминовых
кислот и глюкозы до оптической плотности, со#
ответствующей стандарту 0,5 по МакФарланду,
и разводили до итоговой концентрации ~5 × 105

или ~5 × 107 КОЕ/мл (см. раздел «Результаты ис#
следования»). Получившуюся бактериальную сус#
пензию вносили в лунки 96#лучного планшета в
объеме 90 мкл, после чего в лунки добавляли по
10 мкл серийных двукратных разведений анти#
биотиков в той же среде. Планшет запечатывали
парафильмом и инкубировали при 36 °C в тече#
ние 24 ч. Минимальную ингибирующую концент#
рацию (МИК) определяли как наименьшую
концентрацию антибиотика, приводящую к от#
сутствию видимой мутности в лунках планшета.
После определения МИК на чашки Петри с ага#
ризованной питательной средой переносили по
3 мкл содержимого лунок планшета, чашки ин#
кубировали при 36 °C в течение 24 ч. МБК опре#
деляли как наименьшую концентрацию антибио#
тика, приводящую к отсутствию бактериального
роста на агаризованной питательной среде. Та#
кая методика определения МБК несколько от#
личается от стандартной и основана на методи#
ке, описанной T.#F. Mah [30].

Для определения минимальных концентра#
ций эрадикации биопленок (МКЭБ, MBEC,
Minimal Biofilm Eradicating Concentration) ис#
пользовали Calgary Biofilm Device (CBD, MBEC
Biofilm Inoculator; «Innovotech», Канада). CBD
представляет собой крышку для 96#луночного
планшета, снабженную колышками, которые
погружаются в лунки планшета при закрытии
крышки. При использовании CBD биопленки
образуются на поверхности колышков. Для

культивирования биопленок CBD помещали на
планшет, содержавший по 150 мкл суспензии
бактерий в концентрации ~3–5 × 107 КОЕ/мл, и
инкубировали при 36 °C в течение 24 ч. После
этого биопленки дважды промывали с помощью
переноса CBD на новый планшет, содержавший
по 200 мкл стерильной среды M63, и инкубиро#
вали с качанием (250 об/мин) в течение 1 мин.
Затем CBD переносили на планшет, содержав#
ший по 200 мкл серийных двукратных разведе#
ний антибиотиков в среде M63 с магнием, каза#
миновыми кислотами и глюкозой, а также с до#
бавлением или без добавления галактана, и ин#
кубировали при 36 °C в течение 24 ч. После об#
работки антибиотиками биопленки снова дваж#
ды промывали, CBD переносили на планшет,
содержавший по 200 мкл среды Difco Nutrient
Broth, и инкубировали в течение 24 ч для того,
чтобы дать возможность возобновить бактери#
альный рост биопленкам, сохранившим жиз#
неспособные бактерии. Возобновление роста
выявляли по наличию видимой мутности в лун#
ках планшета, а также с помощью посева содер#
жимого лунок на агаризованную питательную
среду. МКЭБ определяли как минимальную
концентрацию антибиотика, после обработки
которой биопленка не может возобновить бак#
териальный рост.

Подсчет количества жизнеспособных бактерий
в биопленках после обработки антибиотиками.
Количество бактерий, сохраняющих жизнеспо#
собность после обработки антибиотиками, оп#
ределяли в биопленках, культивированных на
полипропиленовых купонах. Биопленки куль#
тивировали на купонах в течение 24 ч, после че#
го промывали и помещали в 1,5#мл микроцент#
рифужные пробирки, содержавшие 700 мкл
раствора антибиотика в среде M63 с магнием,
казаминовыми кислотами и глюкозой, с добав#
лением или без добавления галактана. Пробир#
ки инкубировали при 36 °C в течение 24 ч. Пос#
ле этого количество жизнеспособных бактерий
в биопленках определяли по методике, описан#
ной выше. Поскольку для подсчета колоний на
агаризованную среду переносили по 10 мкл сус#
пензии бактерий, теоретический предел обнару#
жения соответствует ~100 КОЕ/мл или 40 КОЕ/ку#
пон (1,6 log10 КОЕ/купон). Для того чтобы опре#
делить, остаются ли в биопленке жизнеспособ#
ные бактерии в количестве ниже предела обна#
ружения, в пробирки, в которых проводили сня#
тие биопленок с купонов, добавляли по 400 мкл
среды Difco Nutrient Broth, пробирки инкубиро#
вали при 36 °C в течение 24 ч. Бактериальный
рост определяли по наличию мутности, а также
с помощью посева на агаризованную питатель#
ную среду.
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Флуоресцентная микроскопия. Биопленки
PAO1 культивировали на полипропиленовых ку#
понах и обрабатывали амикацином (256 мкг/мл)
с добавлением или без добавления 1 мг/мл га#
лактана. После обработки биопленки промыва#
ли водой и окрашивали красителями FilmTracer
LIVE/DEAD Biofilm Viability Kit («Molecular
Probes», США) в течение 15 мин в соответствии
с рекомендациями производителя. Окрашенные
биопленки визуализировали с помощью флуо#
ресцентного микроскопа EVOS FLoid Cell
Imaging Station («Thermo Fischer Scientific»,
США). Для повышения контрастности изобра#
жения обрабатывали с использованием прог#
раммы Fiji [31]. Сначала использовали функцию
«subtract background» с опцией «create back#
ground» для подсчета средних значений интен#
сивности фона для красного и зеленого каналов
по отдельности. Затем нормировали интенсив#
ность красного и зеленого каналов всех изобра#
жений таким образом, чтобы интенсивность
фона во всех случаях была одинаковой. После
этого использовали функцию «subtract back#
ground» для удаления фона и совмещали крас#
ный и зеленый каналы для получения итогового
изображения.

Статистический анализ. Статистический ана#
лиз результатов проводили в программе Microsoft
Excel с помощью дополнения Real Statistics
Resource Pack Excel add#on (Release 4.7, Charles
Zaiontz, www.real#statistics.com). Принадлежность

данных к нормальному распределению оценива#
ли тестом Шапиро–Уилка. Для определения ста#
тистической значимости различий между вари#
антами использовали двусторонний t#критерий
Стьюдента для неравных дисперсий либо двусто#
ронний критерий Манна–Уитни. Различия счи#
тали статистически значимыми при p < 0,05 с
учетом поправки Данна–Шидака на множест#
венные сравнения. В экспериментах с подсчетом
КОЕ все статистические параметры и критерии
вычисляли после логарифмического преобразо#
вания данных. На всех рисунках, кроме рис. 3,
представлены результаты одного эксперимента,
однако все эксперименты, за исключением раз#
рушения 48#часовых биопленок (рис. 1, в), были
выполнены как минимум дважды. На рис. 3 для
увеличения количества повторностей и мощнос#
ти статистического анализа совмещены результа#
ты двух независимых экспериментов. Данные
экспериментов представлены в Приложении.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Галактан картофеля ингибирует образование
биопленок и частично разрушает сформированные
биопленки. Ранее нами было показано, что га#
лактан картофеля способен ингибировать на#
чальную стадию образования биопленок клини#
ческим изолятом P. aeruginosa 216 [22]. Для даль#
нейшего исследования галактана был выбран

БИОХИМИЯ  том  84  вып.  5  2019

672

Рис. 1. Влияние галактана на образование и разрушение биопленок P. aeruginosa PAO1 в 96#луночных планшетах. а – Об#
разование биопленок PAO1 в присутствии 1 мг/мл галактана картофеля (Галактан), 1 мг/мл глюкана ячменя (Глюкан) или
без полисахаридов (Контроль) в течение 24 ч; б – разрушение биопленок PAO1, предварительно культивированных в те#
чение 24 ч (24 ч), под воздействием 1 мг/мл галактана картофеля (Галактан), 1 мг/мл глюкана ячменя (Глюкан) или без по#
лисахарида (48 ч); в – разрушение биопленок PAO1, предварительно культивированных в течение 48 ч (48 ч), под воздей#
ствием 1 мг/мл галактана картофеля (Галактан), 1 мг/мл глюкана ячменя (Глюкан) или без полисахарида (72 ч); г – обра#
зование биопленок PAO1 в присутствии 1,0; 0,5 и 0,1 мг/мл галактана картофеля или без него (Контроль) в течение 24 ч.
Данные представлены в виде диаграммы типа «ящик с усами», где границы «ящика» обозначают 25#й и 75#й процентили,
линия в середине – медианное значение, «усы» – минимальное и максимальное значения. Статистическую значимость
отличий между группами определяли с помощью двустороннего критерия Стьюдента (t#тест) с неравными дисперсиями.
Значимыми считали различия при p < 0,05 с учетом поправки на множественные сравнения
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Рис. 2. Влияние галактана на образование и разрушение биопленок P. aeruginosa PAO1 на полипропиленовых купонах.
а – Фотографии полипропиленовых купонов с биопленками, окрашенными кристаллвиолетом: контрольной биопленкой,
культивированной в течение 24 ч (24 ч); биопленкой, культивированной в течение 24 ч в присутствии 1 мг/мл галактана
картофеля (Ингиб.); 24#часовой биопленкой, дополнительно обработанной в течение 24 ч 1 мг/мл галактана картофеля
(Разруш.); контрольной 48#часовой биопленкой (48 ч); б – количество жизнеспособных бактерий в биопленках, культи#
вированных на полипропиленовых купонах (обозначения как на фрагменте а). Данные представлены отдельными точка#
ми (n = 5), средние значения показаны горизонтальными линиями. Статистическую значимость отличий между группа#
ми определяли с помощью двустороннего критерия Стьюдента (t#тест) с неравными дисперсиями. Значимыми считали
различия при p < 0,05 с учетом поправки на множественные сравнения; в–е – микрофотографии биопленок, культивиро#
ванных на полипропиленовых купонах: в – контрольная 24#часовая биопленка; г – биопленка, культивированная в при#
сутствии 1 мг/мл галактана картофеля; д – 24#часовая биопленка, дополнительно обработанная 1 мг/мл галактана карто#
феля; е – контрольная 48#часовая биопленка. Длина масштабного отрезка – 25 мкм.
С цветным вариантом рис. 2 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: www.elibrary.ru



ГРИШИН,  КАРЯГИНА

лабораторный штамм P. aeruginosa PAO1, широко
используемый при изучении биопленок P. aeru(
ginosa.

Галактан картофеля в концентрации 1 мг/мл
практически полностью подавлял образование
биопленок PAO1 при культивировании в тече#
ние 24 ч: количество биомассы в биопленках,
культивированных в присутствии галактана, бы#
ло в 3,5 раза меньше, чем в контроле (рис. 1, а).
Глюкан ячменя, взятый в качестве контрольного
полисахарида, не оказывал значимого влияния
на формирование биопленок (рис. 1, а). Было
отмечено, что галактан вызывает сильную агре#
гацию бактериальных клеток: при отмывании
биопленок, культивированных в присутствии

галактана, слизистые агрегаты в планктонной
фракции были заметны невооруженным глазом.
Подобные агрегаты не были обнаружены в
контрольных лунках или лунках, содержащих
глюкан.

При обработке галактаном картофеля в кон#
центрации 1 мг/мл биопленок, предварительно
культивированных в течение 24 ч, наблюдалось
их частичное разрушение: количество биомассы
в них снижалось почти на 40% (рис. 1, б). Конт#
рольный полисахарид глюкан ячменя не оказы#
вал влияния на сформированные биопленки PAO1
(рис. 1, б). Похожая картина наблюдалась при об#
работке галактаном биопленок, предварительно
культивированных в течение 48 ч (рис. 1, в).
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Рис. 3. Количество жизнеспособных бактерий в биопленках P. aeruginosa PAO1 и 216 после обработки антибиотиками
(Контроль) или антибиотиками совместно с галактаном картофеля (Галактан). Данные представлены отдельными точка#
ми (n = 8), средние значения показаны горизонтальными линиями. Значения ниже порога определения были приравне#
ны к 1,6 log10 КОЕ/купон, поскольку, несмотря на отсутствие колоний при высеве на агаризованную среду, при добавле#
нии жидкой питательной среды к разрушенным биопленкам они давали бактериальный рост. Статистическую значимость
отличий между группами определяли с помощью двустороннего критерия Манна–Уитни. Значимыми считали различия
при p < 0,05 с учетом поправки на множественные сравнения
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Для исследования влияния концентрации га#
лактана картофеля на оказываемый им эффект,
биопленки PAO1 культивировали в присутствии
0,5 и 0,1 мг/мл галактана. Интересно, что, хотя
концентрация 0,5 мг/мл оказывала действие, ана#
логичное исходно взятой концентрации 1 мг/мл,
в 10 раз меньшая концентрация галактана 0,1 мг/мл
не только не подавляла образование биопленок
PAO1, но наоборот, приводила к статистически
значимому увеличению их биомассы (рис. 1, г).
В дальнейшем для всех опытов была использо#
вана концентрация 1 мг/мл.

Полимерная структура галактана оказалась
необходимой для его активности, поскольку мо#
номерная галактоза, взятая в той же концентра#
ции, не оказывала никакого действия на форми#
рование биопленок PAO1 (данные не приведены).

Далее влияние галактана картофеля на био#
пленки P. aeruginosa было исследовано с по#
мощью микроскопии. Для этого биопленки
культивировали на полипропиленовых купонах,
помещенных в лунки 96#луночных планшетов в
вертикальной ориентации, высушивали и окра#
шивали кристаллвиолетом. Характер воздей#
ствия галактана на биопленки PAO1 на поли#
пропиленовых купонах визуально соответствовал
результатам, полученным в 96#луночных план#
шетах. В частности, рост биопленок в присут#
ствии галактана был практически полностью
подавлен, а обработка галактаном сформиро#
ванных биопленок приводила к их частичному
разрушению (рис. 2, а, б). При микроскопичес#
ком анализе контрольная биопленка, культиви#
рованная в течение 24 ч без галактана, представ#
ляла собой крупные плотные агрегаты бактери#
альных клеток, перемежающиеся менее плот#
ными скоплениями или даже участками поли#
пропилена, свободными от бактерий (рис. 2, в).
Биопленка, культивированная в присутствии
галактана, значительно отличалась от контроль#
ной и была представлена равномерно распреде#
ленными по поверхности субстрата бактериаль#
ными клетками, не образующими выраженных
скоплений (рис. 2, г). Биопленка, сформирован#
ная в отсутствии галактана, а затем обработан#
ная галактаном, была схожа с контрольной, но
более «разрежена»: агрегаты бактерий были
меньшего размера и занимали меньшую пло#
щадь (рис. 2, д). Наконец, контрольная био#
пленка, культивированная в течение 48 ч без га#
лактана, представляла собой чрезвычайно плот#
ный мат, состоящий из бактериальной биомас#
сы, морфологические черты которой было труд#
но различить с помощью световой микроскопии
(рис. 2, е).

Количество жизнеспособных бактерий в био#
пленках, культивированных на полипропилено#

вых купонах, хорошо соответствовало результа#
там измерения количества биомассы в 96#лу#
ночных планшетах. Биопленка, культивирован#
ная в присутствии галактана, содержала в ~4,5
раза меньше жизнеспособных бактерий по срав#
нению с контролем. Аналогичным образом био#
пленка, обработанная галактаном после предва#
рительного культивирования в течение 24 ч, со#
держала в 2 раза меньшее количество жизнеспо#
собных бактерий, чем биопленка до обработки
(рис. 2, б).

Галактан картофеля защищает бактерии внут7
ри биопленки от антибиотиков. Наиболее вероят#
ный сценарий применения соединений, воздей#
ствующих на бактериальные биопленки, пред#
полагает их использование в качестве дополне#
ния к стандартной антибактериальной терапии.
Поэтому далее было изучено совместное действие
антибиотиков и галактана на биопленки P. aeru(
ginosa. В рамках данной работы было выбрано
три антибиотика, относящихся к разным клас#
сам и используемых в клинической практике
для лечения инфекций, вызванных P. aeruginosa:
цефалоспориновый антибиотик цефтазидим,
фторхинолон ципрофлоксацин и аминоглико#
зид амикацин.

Определенные нами МИК и МБК этих анти#
биотиков в отношении PAO1 представлены в таб#
лице. Известно, что некоторые антибиотики могут
проявлять так называемый «эффект инокулюма»,
заключающийся в том, что при более высокой
концентрации бактерий в исходной суспензии
по сравнению со стандартной (5 × 105 КОЕ/мл)
МИК такого антибиотика существенно возрас#
тает. Поскольку количество бактерий в биоплен#
ке существенно выше, чем 5 × 105 КОЕ/мл
(рис. 2, б), наблюдаемая устойчивость биоплен#
ки к антибиотику может быть связана именно с
«эффектом инокулюма», а не со специфически#
ми механизмами устойчивости, присущими био#
пленкам. В связи с этим МИК всех антибиоти#
ков были определены не только для стандартной
концентрации бактерий, но также для концент#
рации 5 × 107 КОЕ/мл (таблица). В случае цефта#
зидима наблюдался выраженный «эффект иноку#
люма», т.е. МИК этого антибиотика при стандарт#
ной исходной концентрации бактерий составля#
ла 2 мкг/мл, а при повышенной – более 16 мкг/мл.
В связи с этим цефтазидим был исключен из ис#
следования. Два других антибиотика не показали
выраженной зависимости МИК от исходной кон#
центрации бактерий. Необходимо отметить, что
МИК амикацина оказалась достаточно высокой –
32 мкг/мл, что связано с использованием среды
M63, поскольку тестирование дисковым мето#
дом на стандартном агаре Мюллер–Хинтон вы#
явило чувствительность PAO1 к амикацину.
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Для определения МКЭБ биопленки вначале
культивировали на колышках CBD, после чего
инкубировали в растворе антибиотиков. Затем
биопленки помещали в свежую питательную
среду для возобновления роста бактерий, сохра#
нивших жизнеспособность после обработки ан#
тибиотиками. Минимальная концентрация ами#
кацина, после обработки которой биопленка PAO1
не способна возобновить рост, оказалась равной
256 мкг/мл. МКЭБ ципрофлоксацина превыси#
ла максимальную из протестированных концент#
раций – 32 мкг/мл, которая в 256 раз превыша#
ет МИК, и, таким образом, не была определена
(таблица).

Несмотря на то, что галактан картофеля час#
тично разрушал биопленку PAO1, добавление
1 мг/мл галактана одновременно с антибиоти#
ками не изменило МКЭБ ни одного из антибио#
тиков.

Далее мы предположили, что, хотя добавле#
ние галактана не влияет на МКЭБ антибиоти#
ков, возможно, галактан позволяет снизить ко#
личество жизнеспособных бактерий в биоплен#
ке по сравнению с применением только анти#
биотиков. Чтобы проверить это предположение,
биопленки культивировали на полипропилено#
вых купонах, после чего инкубировали в раство#
ре ципрофлоксацина (1 мкг/мл) или амикацина
(256 мкг/мл) с добавлением или без добавления
1 мг/мл галактана картофеля. Результаты опре#
деления количества жизнеспособных бактерий
в обработанных таким образом биопленках
представлены на рис. 3.

Вопреки ожиданиям, добавление галактана
не только не уменьшило количество жизнеспо#
собных бактерий в обработанных антибиотика#
ми биопленках, но наоборот, значительно увели#
чило его. Так, количество жизнеспособных бак#
терий в биопленках, обработанных 1 мкг/мл ципро#
флоксацина, в среднем составляло 2,2 × 103 КОЕ/ку#
пон, а в случае применения антибиотика в соче#
тании с галактаном – 2,3 × 104 КОЕ/купон. Для
амикацина эта разница оказалась еще более за#
метной. Если после обработки биопленок ами#

кацином количество жизнеспособных бактерий
зачастую оказывалось ниже порога детекции
(~40 КОЕ/купон), то при добавлении галактана
это количество возрастало вплоть до 2,0 × 106 КОЕ/
купон при среднем значении 3,2 × 104 КОЕ/
купон.

Наблюдаемый эффект может быть объяснен
двумя способами. С одной стороны, галактан
может способствовать повышению устойчивос#
ти бактерий к антибиотикам. С другой стороны,
возможно, часть бактерий не погибает под воз#
действием антибиотика, а переходит в некульти#
вируемое состояние, и галактан препятствует та#
кому переходу, что приводит к кажущемуся уве#
личению количества жизнеспособных бактерий
при высеве на агаризованную питательную сре#
ду. Для того чтобы понять, какое из этих объяс#
нений более вероятно, биопленки PAO1, обра#
ботанные амикацином или амикацином в соче#
тании с галактаном, были исследованы с по#
мощью флуоресцентной микроскопии (рис. 4).
Для различения жизнеспособных и мертвых
бактерий биопленки окрашивали красителями
LIVE/DEAD. При использовании этих красите#
лей живые бактерии окрашиваются зеленым,
мертвые бактерии и внеклеточная ДНК – крас#
ным. Как видно на рис. 4, после обработки ами#
кацином в сочетании с галактаном картофеля в
биопленке остается существенно больше жиз#
неспособных клеток по сравнению с биоплен#
кой, обработанной только амикацином. Таким
образом, галактан, по#видимому, каким#то об#
разом защищает биопленки PAO1 от действия
антибиотиков. Интересно, что при инкубации
планктонных клеток с антибиотиками и галак#
таном в тех же концентрациях подобного за#
щитного эффекта не наблюдалось.

Далее мы решили проверить, оказывает ли
галактан подобное воздействие на другие штам#
мы P. aeruginosa, а именно на клинический изо#
лят P. aeruginosa 216, использованный в преды#
дущей работе [22]. Для тестирования совместно#
го действия с галактаном на изолят 216 был выб#
ран амикацин, поскольку он проявлял наиболее
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выраженный эффект в случае PAO1. МИК и МБК
амикацина в отношении изолята 216 оказались
такими же, как и для PAO1, т.е. 32 и 64 мкг/мл при
исходной концентрации бактерий 5 × 105 КОЕ/мл
и 64 и 256 мкг/мл при исходной концентрации
бактерий 5 × 107 КОЕ/мл (таблица). Биопленки
изолята 216 оказались чуть более устойчивыми к
амикацину, значение МКЭБ составило 512 мкг/мл
(таблица). Как и в случае PAO1, галактан не пов#
лиял на МКЭБ амикацина. Аналогичным обра#
зом при обработке амикацином биопленок изо#
лята 216, культивированных на полипропилено#
вых купонах, добавление 1 мг/мл галактана при#
водило к существенному увеличению количест#
ва жизнеспособных клеток по сравнению с ис#
пользованием только антибиотика (рис. 3).

Разрушение биопленок галактаном картофеля
способствует возобновлению бактериального рос7
та после обработки амикацином. Необходимо за#
метить, что хотя биопленки PAO1, обработан#
ные амикацином в концентрации 256 мкг/мл
(МКЭБ), не могли возобновить свой рост после
помещения в свежую питательную среду, флуо#
ресцентная микроскопия показала, что живые
бактерии в таких биопленках сохраняются. По#
видимому, эти бактерии находятся в некульти#
вируемом состоянии, что и приводит к наблю#
даемому отсутствию бактериального роста пос#
ле обработки амикацином.

Оказалось, что биопленки, культивирован#
ные на полипропиленовых купонах и обрабо#

танные 256 мкг/мл амикацина, способны возоб#
новить бактериальный рост в свежей питатель#
ной среде после физического разрушения их
структуры с помощью обработки стеклянными
шариками. Иначе говоря, наблюдаемое значе#
ние МКЭБ амикацина не является в действи#
тельности минимальной концентрацией, необ#
ходимой для эрадикации биопленок. Эрадика#
ция биопленок в данном случае лишь видимая,
обусловленная переходом оставшихся жизнеспо#
собных бактерий в некультивируемое состоя#
ние. При этом не только физическое нарушение
структуры биопленок, но также и их обработка
1 мг/мл галактана способствовала возобновле#
нию бактериального роста в условиях, в которых
клетки в неразрушенных биопленках оставались
в некультивируемом состоянии. Этот эффект не
мог сказаться на результатах подсчета количест#
ва жизнеспособных бактерий в обработанных
амикацином биопленках, поскольку в этом слу#
чае биопленки подвергаются физическому раз#
рушению. Кроме того, результаты микроскопии
свидетельствуют в пользу того, что галактан
картофеля действительно защищает бактерии в
составе биопленок от действия антибиотиков.
Тем не менее тот факт, что обработанные амика#
цином биопленки одинаково возобновляют
рост как после физического разрушения, так и
под действием галактана, еще раз демонстриру#
ет влияние галактана на структуру биопленок
P. aeruginosa.
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Рис. 4. Биопленки P. aeruginosa PAO1, обработанные амикацином (а) или амикацином совместно с галактаном картофеля (б)
и окрашенные флуоресцентными красителями LIVE/DEAD. Длина масштабного отрезка – 100 мкм.
С цветным вариантом рис. 4 можно ознакомиться в электронной версии статьи на сайте: www.elibrary.ru
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе было продемонстрировано,
что галактан картофеля способен эффективно
подавлять образование биопленок P. aeruginosa
на различных поверхностях, а также частично
разрушать сформированные биопленки. Однако
при применении совместно с антибиотиками
галактан не повысил их эффективность. Напро#
тив, количество жизнеспособных бактерий в био#
пленках, обработанных антибиотиками в соче#
тании с галактаном, было существенно выше по
сравнению с биопленками, обработанными
только антибиотиками.

Галактан картофеля в концентрации 1 мг/мл
эффективно препятствовал образованию био#
пленок P. aeruginosa на разных субстратах. Ранее
нами было показано, что галактан способен по#
давлять начальную стадию (5 ч) формирования
биопленок клиническим изолятом P. aeruginosa
216. В данной работе продемонстрировано, что
эффект подавления образования биопленок
воспроизводится также для лабораторного
штамма P. aeruginosa PAO1 и при более длитель#
ном времени культивирования (24 ч). Кроме то#
го, галактан оказался способен частично разру#
шать сформированные биопленки P. aeruginosa.
При этом галактан, по#видимому, не препят#
ствует первоначальной адгезии бактерий, но
предотвращает образование микроколоний и
накопление биомассы (рис. 2). Мы предполага#
ем, что эффект ингибирования образования био#
пленок галактаном обусловлен тем, что галактан
вызывает излишнюю либо неправильную агре#
гацию бактерий, препятствуя формированию
нормальной архитектуры биопленки. Действи#
тельно, при отмывании биопленок, культивиро#
ванных в присутствии галактана, было замечено
наличие в планктонной фракции крупных агре#
гатов. Кроме того, в пользу предположения о
чрезмерной агрегации как механизме ингибиро#
вания образования биопленок говорит тот факт,
что более низкие концентрации галактана, на#
оборот, стимулируют накопление биомассы в био#
пленке. По#видимому, меньшие концентрации
галактана вызывают меньшую степень агрега#
ции, совместимую с образованием биопленки.
Подобный механизм действия не был описан
для полисахаридов. В тех случаях, когда влияние
полисахаридов на агрегацию бактериальных
клеток было исследовано, полисахариды, по#
давляющие образование биопленок, всегда пре#
пятствовали такой агрегации [7, 8, 27, 28]. Одна#
ко схожий эффект описан для белка BipA
Bordetella holmesii [32]. Изоляты B. holmesii, мутант#
ные по гену bipA, при культивировании образу#
ют крупные агрегаты, и этот процесс препят#

ствует формированию биопленок. Наличие же
функционального варианта bipA предотвращает
чрезмерную агрегацию и позволяет B. holmesii
образовывать нормальные биопленки [32]. Та#
ким образом, хотя белок BipA, в отличие от га#
лактана, препятствует агрегации, а не вызывает
ее, общий механизм ингибирования формиро#
вания биопленок за счет чрезмерной агрегации
бактериальных клеток может быть в этих двух
случаях схожим.

Молекулярным рецептором галактана, воз#
можно, является лектин LecA. LecA представля#
ет собой секретируемый лектин, связывающий
мономерную галактозу, а также остатки галакто#
зы в составе олиго# и полисахаридов. Наряду с
лектином LecB, связывающим маннозу и фу#
козу, LecA участвует в образовании биопленок
P. aeruginosa, а также способствует адгезии к
эпителиальным клеткам и, вероятно, является
фактором вирулентности [33, 34]. Оба этих лек#
тина являются мишенями для разработки сое#
динений, подавляющих образование биопленок
[34, 35]. Ранее мы показали, что галактан спосо#
бен ингибировать гемагглютинацию, вызван#
ную рекомбинантным LecA [22]. Интересно, что
один из описанных в литературе ингибиторов
LecA – галактозилированный гликокластер на
основе каликс[4]арена – вызывал агрегацию
планктонных клеток при применении в опреде#
ленном диапазоне концентраций, причем этот
эффект не проявлялся в отношении штамма,
мутантного по гену lecA [36]. Это соединение
также подавляло образование биопленок PAO1.
Однако данный эффект, по всей видимости, не
был связан с ингибированием LecA и был обус#
ловлен иным механизмом действия [36]. С дру#
гой стороны, наши предварительные экспери#
менты показывают, что галактан картофеля спо#
собствует агрегации планктонных клеток и мо#
дификации структуры биопленок Stenotropho(
monas maltophilia (данные не приведены). При
этом лектин LecA у этого вида бактерий пока не
был обнаружен.

Несмотря на то, что галактан способен инги#
бировать образование биопленок и частично
разрушать уже сформированные биопленки,
этот полисахарид защищает бактериальные
клетки внутри биопленок от действия антибио#
тиков при их совместном применении. Меха#
низм подобной защиты неясен. Учитывая то,
что на планктонные клетки подобный защит#
ный эффект галактана не распространяется, на#
иболее вероятным представляется механизм,
связанный с частичным ремоделированием
структуры биопленки за счет галактана. Подоб#
ное ремоделирование может затруднять про#
никновение антибиотиков к бактериальным
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клеткам либо вызывать изменение физиологи#
ческого состояния части клеток, что, в свою
очередь, может способствовать их повышенной
устойчивости к антибиотикам. Интересно отме#
тить, что похожий эффект в отношении биопле#
нок P. aeruginosa был недавно описан для белка
А Staphylococcus aureus (SpA) [37]. Показано, что
SpA взаимодействует с полисахаридом матрикса
биопленок psl и пилями IV типа [38]. При добав#
лении SpA к уже сформированным биопленкам
подобное взаимодействие приводило к измене#
нию нормальной структуры биопленки и фор#
мированию крупных и плотных клеточных агре#
гатов. Важно, такое изменение структуры био#
пленки повышало ее устойчивость к обработке
тобрамицином – антибиотиком, относящимся,
как и амикацин, к классу аминогликозидов [37].
Можно предположить, что, хотя механизмы ре#
моделирования структуры биопленок галакта#
ном картофеля и SpA различны, подобное ремо#
делирование, заключающееся, вероятно, в более
плотной агрегации бактериальных клеток, при#
водит к повышению устойчивости бактерий к
антибиотикам.

В данной работе было исследовано действие
галактана картофеля на биопленки P. aeruginosa,
в т.ч. эффект совместного применения галакта#
на и антибиотиков ципрофлоксацина и амика#
цина против биопленок P. aeruginosa. Галактан
ингибирует образование биопленок P. aeruginosa
и частично разрушает сформированные биоплен#
ки. Предположительно, этот эффект связан с чрез#
мерной агрегацией бактериальных клеток за счет

взаимодействия с галактаном. Однако галактан
не повышает эффективность антибиотиков в от#
ношении биопленок P. aeruginosa при их сов#
местном применении. Напротив, галактан защи#
щает бактерии в составе биопленки от действия
антибиотиков. По всей видимости, это связано
с ремоделированием структуры биопленки га#
лактаном. Похожий эффект в отношении био#
пленок P. aeruginosa был ранее показан для бел#
ка A S. aureus. Таким образом, маловероятно,
что галактан картофеля может быть использо#
ван для дальнейшей разработки на его основе
препаратов, предназначенных для борьбы с бак#
териальными биопленками. Тем не менее полу#
ченный результат представляет интерес с точки
зрения исследования влияния структуры био#
пленки на ее устойчивость к антибиотикам, по#
казывая тесную взаимосвязь этих характеристик.
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Microorganisms residing within a biofilm become more tolerant to antibiotics and other types of adverse impact, and
biofilm formation by pathogenic bacteria is an important problem of current medicine. Polysaccharides that prevent
biofilm formation are among the promising candidates to help tackle this problem. Earlier we demonstrated the ability
of galactan polysaccharide to inhibit biofilm formation by a Pseudomonas aeruginosa clinical isolate. Here we investi#
gate the effect of galactan on P. aeruginosa biofilms in more detail. Microscopic analysis indicates that galactan does
not interfere with adhesion of bacterial cells to the substrate but prevents the build#up of bacterial biomass. Moreover,
galactan not only inhibits biofilm formation but partially destroys pre#formed biofilms. Presumably, this activity of
galactan is due to excessive aggregation of bacterial cells, which prohibits the formation and maintenance of proper
biofilm architecture, or due to some other mechanisms of biofilm structure remodeling. This leads to an unexpected
effect, i.e., P. aeruginosa biofilms treated with an antibiotic and galactan retain more viable bacterial cells compared
to biofilms treated with the antibiotic alone. Galactan is the first polysaccharide demonstrated to have such effect on
bacterial biofilms.
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