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Современные исследования свидетельствуют о наличии в атеросклеротических бляшках живых бактерий. Однако 
потенциал микробов в образовании биопленок в артериальных бляшках не изучен.
Цель исследования. Выявление биопленок на фрагментах артериальных сосудов с атеросклеротическими бляшками.
Материалы и методы. Фрагменты атеросклеротических бляшек, удаленные при аортокоронарном шунтировании 
больных ишемической болезнью сердца, культивировали в системе истощаемых текучих сред в анаэробных условиях 
in vitro в течение 1 или 14 суток. Наличие биопленок оценивали с помощью сканирующей электронной микроскопии.
Результаты. Во всех фрагментах атеросклеротических бляшек после культивирования in vitro выявлены смешанные 
биопленки, представленные бактериями палочковидной и кокковой форм. Характерная ультраструктура позволила 
выявить основные этапы жизненного цикла биопленки.
Выводы. Моделирование биопленок на биотических поверхностях в системе истощаемых текучих сред в анаэробных 
условиях позволяет подробно изучить фенотип биопленок и обеспечить существенное понимание патофизиологии 
инфекционных процессов в кровеносных сосудах и атеросклеротических бляшках.
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Modern research indicates the presence of living bacteria in atherosclerotic plaques. However, the potential of microbes in the 
formation of biofilms in arterial plaques has not been studied.
Purpose of the study. Identification of biofilms on fragments of arterial vessels with atherosclerotic plaques.
Materials and methods. Fragments of atherosclerotic plaques isolated during coronary artery bypass grafting in patients with 
coronary artery disease were cultured in an exhaustive fluid system under anaerobic conditions in vitro for 1 or 14 days. The 
presence of biofilms was evaluated using scanning electron microscopy.
Results. Mixed biofilms, represented by rod-shaped bacteria and cocci, were identified after in vitro cultivation in all fragments 
of atherosclerotic plaques. The characteristic ultrastructure revealed the main stages of the biofilm life cycle.
Conclusions. Modeling biofilms on biotic surfaces in a system of exhausted fluids under anaerobic conditions will allow us to 
study in detail the phenotype of biofilms and provide a significant understanding of the pathophysiology of infectious processes 
in blood vessels and atherosclerotic plaques.
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К
онцепции формирования микробных биопленок уделя-

ется большое внимание при оценке патологии вну-

тренних органов инфекционного и неинфекционного генеза. 

Биопленка представляет собой «структурированный консор-

циум микробных клеток, окруженный полимерной матрицей, 

продуцируемой самими микробами» [1]. В матрицу биоплен-

ки помимо микробов могут быть интегрированы компоненты 

организма-хозяина, такие как фибрин, тромбоциты или 

иммуноглобулины. Как бактерии, так и грибы могут вызы-

вать биопленочные инфекции, а биопленки могут состоять 

из микробов одного вида или быть полимикробными [1–5].

Биопленочные инфекции характеризуются хронической, 

персистирующей и постепенно прогрессирующей патологи-

ей, обусловленной прежде всего воспалительной реакцией в 

участках, окружающих биопленку. По этой причине многие 

из них трудно диагностировать и эффективно лечить [6].

Размеры биопленок обычно малы in vivo, в тканях 4–200 

мкм, на инородных телах 5–1200 мкм [7]. В связи с этим 

поиск биопленок в клинических образцах может быть труд-

ным и длительным и приводить к ложноотрицательным ре-

зультатам, если образцы не представляют очаг инфекцион-

ной биопленки. Современные исследования свидетельству-

ют о возможном наличии в атеросклеротических бляшках 

живых бактерий [8–11]. Однако потенциал микробов в об-

разовании биопленок в артериальных бляшках мало изу-

чен.

Цель исследования: выявление микробных биопленок 

на фрагментах артериальных сосудов с атеросклеротиче-

скими бляшками у пациентов кардиологического профиля.

Материал и методы 

Исследуемый материал (фрагменты сосудов) получали во 

время проведения аортокоронарного шунтирования, связан-

ного с атеросклеротическим поражением, и немедленно по-

мещали в стерильные транспортные системы со средой 

AmiesTransport, контрольные образцы – в 10%-й раствор 

нейтрального формалина. Пробирки с выделенными фраг-

ментами доставляли в течение 2 ч в лабораторию молеку-

лярно-биологических исследований МГМСУ и лабораторию 

анатомии микроорганизмов ФГБУ «Национальный исследо-

вательский центр эпидемиологии и микробиологии им. по-

четного академика Н.Ф.Гамалеи» МЗ РФ.

Исследуемые образцы:

1. отобраны интраоперационно и фиксированы в 10%-м 

растворе нейтрального формалина (контрольные),

2. культивированы в системе истощаемых текучих сред 

и анаэробных условиях 1 сутки, после чего также 

фиксированы в формалине,

3. культивированы в системе истощаемых текучих сред 

и анаэробных условиях 14 суток, затем фиксированы 

в формалине.

Макроскопически определяемую внутреннюю поверх-

ность сосуда анализировали с помощью электронного ми-

кроскопа. При наличии на внутренней поверхности образца 

области желтого цвета, в которой предположительно была 

сформирована атеросклеротическая бляшка, острым лезви-

ем отсекали как фрагмент желтого цвета, так и рядом рас-

положенную область белого цвета.

Участки сосудов с атеросклеротическими бляшками (№2, 

№3), доставленные в стерильных транспортных системах со 

средой AmiesTransport, использовали для получения отпе-

чатка на плотной питательной среде M832, а затем помеща-

ли в жидкую питательную среду M863 для селективного вы-

деления неспоровых анаэробов (FD001, HiMedia Laboratories 

Pvt. Limited, Индия). Анаэростат (HiAnaerobic System Mark VI) 

с посевами в бескислородной газовой смеси: Н2 (10%), CO2 

(10%) N2 (80%) помещали в орбитальный шейкер-инкубатор 

«ES-20» (Biosan, Латвия) и инкубировали при температуре 

36,9°C, скорости вращения 90 об./мин в течение 1 и 14 дней 

согласно патенту РФ [12].

Для контроля стерильности забора исследуемого матери-

ала и условий культивирования проводили посев на плотную 

питательную среду M832 транспортной среды, в которой 

были доставлены образцы в лабораторию; чашку Петри с 

питательной средой M832 и флакон с жидкой питательной 

средой M863 без посева.

Микротопографию биопленок оценивали методом скани-

рующей электронной микроскопии (СЭМ), которую прово-

дили согласно методике, описанной Диденко Л.В. и соавт. 

(2015) [13]. Фиксированные в 10%-м растворе нейтрального 

формалина фрагменты сосудов высушивали при комнатной 

температуре в течение 10 мин, монтировали на алюминие-

вые столики с помощью угольного клея и напыляли золотом 

(толщина слоя 10 нм) в установке «SPI-MODULE 

SputterCoater» (SPI Supplies, США). Анализ образцов прово-

дили с помощью сканирующего двулучевого электронного 

микроскопа Quanta 200 3D (FEICompany, США) в режиме 

высокого вакуума, при ускоряющем напряжении 5 кВ.

Исследование являлось предварительным и не носило 

сравнительного характера, поэтому для анализа результа-

тов использованы методы описательной статистики.

Результаты и обсуждение

Проведено культивирование в системе с истощаемой те-

кучей средой и анаэробных условиях фрагментов атеро-

склеротических бляшек, выделенных у 12 больных ИБС и 

хроническим пароодонтитом, в возрасте от 54 до 74 лет, 

находившихся на хирургическом лечении в Институте коро-

нарной и сосудистой хирургии Научного центра сердечно-со-

судистой хирургии им. А.Н.Бакулева.

Бактериальный рост в контрольных посевах отсутство-

вал. Тем не менее на внутренней поверхности интраопера-

ционно фиксированных формалином образцов выявлены 

единично расположенные бактерии.

На рис. 1 представлен участок внутренней поверхности 

контрольного образца с единичными бактериями овоидной 

формы. На другом участке этого же образца видно несколько 

бактерий, расположенных в виде короткой цепочки (рис. 2).

Можно предположить, что наличие микробов на внутрен-

ней поверхности интраоперационно фиксированного образ-

ца свидетельствует о случайной адгезии бактерий в резуль-

тате бактериемии либо о нахождении бактерий в атероскле-

ротической бляшке. Попадание бактерий из воздуха во 

время операции либо внесение микробов инструментами 

при последующих манипуляциях, связанных с приготовлени-

ем препарата для СЭМ, маловероятно вследствие строгого 
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соблюдения условий асептики, а также явного расположе-

ния цепочки микробов в углублении кровеносного сосуда.

Во флаконах с фрагментами атеросклеротических бля-

шек наблюдалось помутнение питательной среды через 24 ч 

культивирования и наличие осадка на дне пробирки, свиде-

тельствующие о появлении в них планктонных форм микро-

бов. На поверхности образца №2 (24 ч инкубации) обнару-

жены единичные бактерии и их скопления, а также бакте-

рии, покрытые гомогенным веществом (рис. 3). Выявлены 

участки микроколоний (отличительный признак образования 

биопленок с помощью автоагрегации бактерий на поверх-

ности).

Морфологически отличить экзополисахаридный матрикс 

биопленки бактерий от внеклеточного матрикса ткани дан-

ного сосуда не представлялось возможным. Бактерии имели 

овоидную и палочковидную форму. Их размеры варьирова-

ли от 1,90 до 2,50 мкм (рис. 3–5).

На поверхности фрагмента сосуда №3 выявлены участки 

с отдельно лежащими бактериями, частично покрытые экзо-

клеточным матриксом (рис. 6, 7). Но большей частью по-

верхность этого сосуда была покрыта биопленкой с выра-

женной мантией (рис. 8).

Фрагмент сосуда №4 был покрыт смешанной биопленкой 

с выраженным внеклеточным матриксом (рис. 9, 10).

Встречались области биопленки со скоплениями бакте-

рий, матриксом не покрытые (рис. 11).

Свободные от матрикса бактерии имели множественные 

инвагинации клеточной оболочки (рис. 12).

Рис. 1. СЭМ внутренней поверхности интраоперационно фикси-

рованного кровеносного сосуда, ×10 000 (образец №1).

Рис. 3. СЭМ поверхности образца №2 после культивирования в 

системе текучих сред в течение 24 ч, ×6000.

Рис. 2. СЭМ внутренней поверхности образца №1, ×12 000.

Рис. 4. СЭМ поверхности образца №2 после культивирования в 

системе текучих сред в течение 24 ч, ×10 000.
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Следовательно, на поверхности культивируемых биопта-

тов наблюдался рост микробов, образующих биопленку. 

Участки с поверхностно расположенными бактериями, не 

покрытые экзоклеточным матриксом, по-видимому, связаны 

с их дальнейшим распространением в планктонной форме. 

Фрагменты зрелых биопленок могут отслаиваться и растре-

скиваться. Наличие полых пустот также свидетельствует о 

формировании зрелой биопленки [14, 15].

На поверхности фрагмента сосуда №5, культивированно-

го в течение 14 суток в системе с текучей истощаемой сре-

дой в анаэробных условиях, в области белого цвета также 

выявлена смешанная биопленка с выраженной экзоклеточ-

ной мантией (рис. 13–15). 

Особенностью фрагмента, изображенного на рис. 13, яв-

ляются кальцинаты, свободные от бактерий.

Таким образом, на поверхностях всех образцов из ате-

росклеротических бляшек были выявлены многочислен-

ные участки бактериальной биопленки. Они имели сме-

шанный характер, т.е. были представлены разнообразны-

ми морфологическими вариантами микробиоты: бактерия-

ми палочковидной, овоидной и кокковой форм. Размеры 

палочковидных бактерий варьировали от 1,14 до 2,42 мкм 

(1,71 ± 0,35 мкм). Встречались участки смешанной биоплен-

ки, состоящей из кокков и палочек, некоторые из которых 

достигали 3,5–5,15 мкм. Размеры овоидных клеток варьиро-

вали в пределах 700,26–785,54 нм (745,15 ± 24,24 нм), а 

кокков – от 267,12 до 578,43 нм (396,81 ± 99,64 нм).

Типичный экзоклеточный матрикс выявлен в образцах со-

судов №4 и №5. Скопления бактерий, не покрытых матрик-

сом, обнаружены в образце №3. Для представленных в этом 

Рис. 5. СЭМ участка образца №2 после культивирования в 

системе текучих сред в течение 24 ч, ×10 000.

Рис. 6. Рельеф поверхности сосуда №3 после культивирования 

в системе текучих сред в течение 24 ч, ×6000.

Рис. 7. СЭМ поверхности образца сосуда №3 после культивирования в системе текучих сред в течение 24 ч, ×6000 и ×10 000.
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образце микробов были характерны наиболее выраженные 

изменения их структурной организации. Несмотря на раз-

ницу макроскопической картины отдельных фрагментов об-

разца №5, во всех участках было выявлено наличие био-

пленки с характерной ультраструктурой.

Обширные исследования позволили оценить жизненный 

цикл биопленки, который включает три основных этапа: 

(а) начальная адгезия, (б) накопление и (в) дисперсия [16].

Условием образования биопленки, кроме присутствия 

микробов, является наличие относительно плотной и увлаж-

ненной поверхности неорганического или органического 

происхождения [17]. Соответственно, поверхность кровенос-

ных сосудов удовлетворяет этому условию.

На представленных нами микрофотографиях можно про-

следить элементы классических этапов образования био-

пленок.

Это адгезия одиночных бактерий к поверхности (образец 

№1). Колонизация – межклеточная адгезия и образование 

микроколоний с начальным этапом синтеза экзоклеточного 

матрикса (образец №2). Созревание и формирование слож-

ных полимикробных биопленок (образец №3). Выделение 

или дисперсия планктонных форм микробов в окружающую 

(в нашем случае – культуральную) среду (образцы №4 и 

№5).

Известно, что некоторые биопленки прилипают к есте-

ственным или искусственным поверхностям в организме 

(включая устройства), в то время как другие могут состоять 

из агрегатов, связанных, но не прилипших непосредственно 

к поверхности [3, 7]. По-видимому, микробы из подобных 

участков биопленки в нашей системе довольно быстро пере-

ходили в планктонную форму, хотя в последующем могли 

адгезировать на более подходящие для них участки.

Микробы с дефектной клеточной стенкой могут появлять-

ся в зрелых многоклеточных биопленках при индукции про-

граммируемой гибели клеток, включающей братоубийство, 

альтруистический аутолиз и, возможно, каннибализм при 

истощении питательных веществ [17, 18]. В подобных усло-

виях бактериальная популяция, по-видимому, существует 

как многоклеточный организм, состоящий из субпопуляций 

с различными функциями, а гибель некомпетентной субпо-

пуляции позволяет выживать бактериальному консорциуму 

в целом [19, 20].

Следует отметить, что бактерии с инвагинациями клеточ-

ной стенки наблюдались как на ранней стадии формирова-

ния биопленки (через 24 ч), так и на более поздней (14 суток 

культивирования).

Дисперсия биопленки является менее изученной стадией 

жизненного цикла биопленки. Тем не менее известно, что на 

активное высвобождение биопленочных клеток путем дис-

Рис. 8. СЭМ поверхности образца сосуда №3 после культивиро-

вания в системе текучих сред в течение 24 ч, ×8000.

Рис. 10. Поверхность сосуда №4 после культивирования в 

системе текучих сред в течение 24 ч, ×8000.

Рис. 9. Рельеф поверхности сосуда №4 после культивирования 

в системе текучих сред в течение 24 ч, ×6000.
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персии влияют факторы окружающей среды, включая коле-

бания температуры и pH, накопление отходов, наличие пита-

тельных веществ и кислорода, межклеточную передачу сиг-

нальных молекул [7]. Биопленки могут также высвобождать 

клетки в окружающую среду за счет сдвиговых сил, и этот 

пассивный процесс часто называют отслоением [21].

Клиническое значение микробов, растущих в виде био-

пленок, заключается в том, что их труднее выделить из кли-

нических образцов, они физиологически гораздо более 

устойчивы к воздействию антибиотиков и дезинфицирую-

щих средств [22]. Поэтому антибиотикотерапия, основанная 

на тестировании чувствительности планктонных бактерий, 

может быть связана с неудачным лечением или рецидивом 

инфекции [23]. Хотя в условиях разработанной нами систе-

мы можно сравнить влияние антимикробных препаратов на 

обе формы существования бактерий.

Некоторые микробы в биопленках могут быть жизнеспо-

собными, но не культивируемыми при использовании обыч-

ных сред [24].

В этом случае предлагают использовать независимые от 

культивирования методы [25, 26]. Поскольку культуральный 

метод или не связанные с ним способы (например, полиме-

разная цепная реакция) не могут различать биопленочные и 

планктонные микроорганизмы, идентификация биопленок 

основана на микроскопическом обнаружении микробных 

агрегатов, расположенных в матрице.

Считается, что в идеале результаты микроскопии и куль-

тивирования должны быть количественными или полуколи-

чественными, а микробы должны быть идентифицированы 

до уровня видов, чтобы помочь отличить примеси от нор-

мальной микробиоты и инфекционных микроорганизмов, 

независимо от того, были ли они ранее связаны с биопле-

ночными инфекциями [6].

Ранее мы показали, что во всех образцах, выделенных из 

этих атеросклеротических бляшек, идентифицирован гене-

тический материал хотя бы одного вида микробиоты, вклю-

чая ДНК пародонтопатогенов, некоторых возбудителей но-

зокомиальных инфекций, вирусов семейства Herpesviridae и 

Candida spp. [11, 27, 28]. С помощью метода культивирова-

ния в системе истощаемых текучих сред в анаэробных усло-

виях мы смогли подтвердить разнообразие жизнеспособной 

микробиоты в атеросклеротических бляшках. После их пе-

ресева на плотные питательные среды и из отпечатков 

фрагментов атеросклеротических бляшек были выделены и 

идентифицированы 4 штамма пародонтопатогенов 

(Aggregatibacter actinomycetemcomitans и Porphyromonas 

gingivalis), 21 штамм возбудителей гнойно-воспалительных 

инфекций (Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, 

Escherichia coli, Proteus spp., Pseudomonas aeruginosa, 

Enterococcus faecalis/aecium, Enterobacter spp.) и 6 штаммов 

Candida spp., всего 31 штамм [10, 29]. Известно, что некото-

Рис. 11. Поверхность сосуда №4 после культивирования в системе текучих сред в течение 24 ч, ×12 000.

а б

Рис. 12. СЭМ поверхности образца сосуда №4 после культиви-

рования в системе текучих сред в течение 24 ч, ×12 000.
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рые представители нормальной микробиоты могут образо-

вывать биопленки (например, Staphylococcus epidermidis на 

внутривенных линиях или на ортопедическом аллопластиче-

ском материале) [4, 26].

Отметим, что Lanter B.B. et al. (2014) обнаружили в 15 об-

разцах сонных артерий с атеросклеротическими бляшками 

последовательности рРНК эубактерий [9]. В каждой из 5 

сонных артерий, исследованных более глубоко, имелись от 

10 до 18 уникальных маркеров генов 16S рРНК, что указы-

вало на колонизацию различными типами бактерий. С по-

мощью зондов PNA-FISH (флуоресцентно-меченных специ-

фических генов 16S рРНК эубактерий) были выявлены 

структуры, указывающие на присутствие микроколоний, 

каждая из которых была ограничена по площади и содержа-

ла от нескольких десятков до нескольких сотен обнаружива-

емых зондов-мишеней, в среднем диаметром около 1 мкм, 

указывающих на наличие бактерий. Авторы считают, что 

бактерии, обнаруженные в артериях, вероятно, вызывают 

образование бляшек. В частности, они предполагают, что 

бактерии существуют в виде биопленок, а внезапное рас-

пространение этих биопленок в планктонные формы бакте-

рий является основной причиной острых сердечно-сосуди-

стых заболеваний.

Snow D.E. et al. (2016), используя флуоресцентную микро-

скопию и флуоресцентную гибридизацию in situ (FISH) для 

выявления компонентов биопленки, показали, что присут-

Рис. 14. Участок биопленки на поверхности сосуда №5 с выра-

женной экзоклеточной мантией, время культивирования 14 

суток, ×12 000.

Рис. 15. Биопленка на поверхности сосуда №5 в участке бляшки 

белого цвета, время культивирования 14 суток, ×12 000.

Рис. 13. Биопленка на поверхности сосуда №5, время культивирования 14 суток, ×6000.

а б
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ствие биопленок в сильно склерозированных артериях может 

быть важным фактором в прогрессировании хронических 

воспалительных атеросклеротических процессов в ампути-

рованных конечностях пациентов с диабетическими язвами 

стоп и сосудистыми заболеваниями [30]. По их мнению, хотя 

наличие бактериальных структур биопленки в атеросклеро-

тической бляшке не доказывает, что именно биопленка явля-

ется непосредственной причиной атеросклероза, она может 

способствовать постоянному ассоциированному с ней вос-

палению.

Заключение

Таким образом, моделируя биопленки на биотических по-

верхностях в системе истощаемых текучих сред в анаэроб-

ных условиях, с использованием СЭМ и молекулярных мето-

дов можно изучить фенотип биопленок более подробно и 

полно, что позволяет детализировать понимание патофизи-

ологии инфекционных процессов в кровеносных сосудах и 

атеросклеротических бляшках с участием микробного фак-

тора. Применение метода культивирования микроорганиз-

мов в системе истощаемых текучих сред в анаэробных усло-

виях подтверждает разнообразие жизнеспособной микро-

биоты в атеросклеротических бляшках, включающей пред-

ставителей факультативно- и облигатно-анаэробных видов 

бактерий, а также дрожжевых грибов рода Candida. 

Обнаружение в составе микробных биопленок атеросклеро-

тических бляшек облигатно-анаэробных видов бактерий, в 

свою очередь, является аргументом в пользу исключения 

заноса микробов из воздушной среды операционной.
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Н о в о с т и  н а у к и

Четверть бактериальных патогенов может распространять устойчивость 
к антибиотикам непосредственно среди себе подобных

Биомедицинские инженеры Университета Дьюка продемонстрирова-

ли, что по крайней мере 25% устойчивых к антибиотикам патогенных 

бактерий способных распространять свою устойчивость непосредствен-

но среди других бактерий. Исследование показывает, что использование 

антибиотиков не оказывает значительного влияния на скорость, с кото-

рой бактерии обмениваются генами, ответственными за устойчивость.

Исследователи использовали новый высокопроизводительный метод 

измерения скорости, с которой бактерии обмениваются пакетами ДНК, 

дающими устойчивость. Скорость и способность автоматизировать боль-

шую часть процесса могут дать новое понимание того, какие факторы 

влияют на скорость передачи. Это может помочь врачам замедлить или 

даже обратить вспять распространение устойчивости у определенных 

человеческих патогенов.
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