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УТВОРЕННЯ БІОПЛІВКИ ТА РУХЛИВІСТЬ 
БАКТЕРІЙ   PSEUDOMONAS AERUGINOSA 

З РІЗНИМИ РІВНЯМИ ВМІСТУ ЦИКЛІЧНОГО 
ДИГУАНОЗИНМОНОФОСФАТУ

Мета роботи: встановлення особливостей утворення біоплівки штамами 
Pseudomonas aeruginosa з різними рівнями вмісту циклічного дигуанозинмоно-
фосфату(цикло-ди-ГМФ) та переміщення їх клітин шляхом плавання, роїння і 
смикання. Матеріали та методи. У дослідженні були використані штам дикого 
типу P. aeruginosa PA01 і штами P. aeruginosa з низьким (PAO1 pJN2133) та 
підвищеним (PA01 ΔwspF1) рівнями цикло-ди-ГМФ. Культивування проводи-
ли в  24-лункових плоскодонних планшетах Nuclon у середовищі LB  при  37 оС 
впродовж 24 годин. Кількість планктонних клітин оцінювали спектрофотоме-
трично, масу біоплівки – за методом забарвлення кристалічним фіолетовим. 
Рухливість клітин визначали на чашках Петрі з використанням середовищ з 
різним вмістом агару: плавання 0,3%, роїння 0,6% та смикання 1,5%. Струк-
туру біоплівок оцінювали за допомогою світлової та лазерної конфокальної мі-
кроскопії. Результати. Встановлено, що P. aeruginosa PA01 pJN2133 порівняно 
з P. aeruginosa PA01 і PA01 ΔwspF1 утворює біоплівку з порушеною структурою, 
маса якої знижена у 3,7 і 5 разів, відповідно. У той же час, кількість планктон-
них клітин над біоплівкою P. aeruginosa PA01 pJN2133 була вищою ніж у двох 
інших штамів. За морфологією біоплівки штамів P. aeruginosa PA01 і PA01 
ΔwspF1 виявилися подібними: містили 3D структури, які у разі штаму дикого 
типу були за розміром більшими і чітко відокремленими одна від одної. Біоплівка 
P. aeruginosa PA01 pJN2133 рівномірно покривала поверхню, була дуже тонкою 
і не містила тривимірних компонентів. Встановлено, що найбільш рухливими 
при здійснені усіх типів переміщення по поверхні є клітини штаму P. aeruginosa 
PA01 pJN2133. Штами P. aeruginosa PA01 і PA01 ΔwspF1 мали однакову актив-
ність при переміщенні шляхом плавання і смикання, але різнилися за здатністю 
до роїння – у P. aeruginosa PA01 ΔwspF1 цей процес блокований. Діаметр зони 
розповсюдження клітин P. aeruginosa PA01 pJN2133 шляхом роїння становив 62 
мм і в 1,4 рази перевищував показник P. aeruginosa PA01 – 43 мм. Морфологія зон 
роїння цих штамів суттєво різнилася за низкою ознак. Висновки. Низький вну-
трішньоклітинний вміст цикло-ди-ГМФ перешкоджає утворенню повноцінної 
біоплівки і сприяє планктонному способу існування P. aeruginosa PA01 pJN2133 
та активному переміщенню клітин різними поверхнями. Підвищений рівень цик-
ло-ди-ГМФ забезпечує формування біоплівки з більшою у порівнянні з контроль-
ним штамом масою, і гальмує процес роїння у P. aeruginosa PA01 ΔwspF1.
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Рухливість клітин Pseudomonas aeruginosa грає ключову роль у колоні-
зації і розповсюдженні бактерій різними поверхнями. Вона також сприяє фор-
муванню біоплівок – тривимірних структурованих спільнот мікроорганізмів, 
зв’язаних з поверхнею [11]. Клітини P. aeruginosa здатні здійснювати три типи 
рухів, які забезпечуються різними структурами: плавання і роїння з викори-
станням джгутиків та смикання, залежне від пілей 4 типу [18]. Циклічний ди-
гуанозинмонофосфат (цикло-ди-ГМФ) виявився в центрі уваги дослідників 
у результаті останніх досягнень в області мікробної геноміки і підвищеного 
інтересу до багатоклітинних мікробних угруповань [10, 14, 15]. Цитоплаз-
матичний цикло-ди-ГМФ є вторинним месенджером бактерій, який регулює 
численні фізіологічні процеси: систему міжклітинної комунікації, утворен-
ня біоплівок, рухливість, диференціювання, вірулентність [2, 3, 5]. Залежно 
від концентрації цього регулятора бактерії здійснюють перехід від вільно-
го, рухливого способу життя до прикріпленого існування у складі біоплівок 
[14]. Встановлено, що цикло-ди-ГМФ комплексно впливає на різні стадії 
формування біоплівки  Pseudomonas aeruginosa, починаючи  з адгезії клітин 
до поверхні і до етапу розпаду. Ця сполука регулює біосинтез компонентів 
матриксу біоплівки, сигнальних молекул системи кворуму, біосурфактантів 
[8, 12]. Залежність напрямку змін інтенсивності тих чи інших процесів від 
внутрішньоклітинної концентрації цикло-ди-ГМФ призвела до конструю-
вання численних мутантних штамів з гіпер- або гіпопродукцією вторинного 
месенджера. Їх використання дозволяє поглибити знання щодо ролі цієї моле-
кули, зокрема, на молекулярному рівні, у процесах внутрішньоклітинної сиг-
налізації, а також встановити можливість управління утворенням і розпадом 
біоплівок через вплив на систему обміну цикло-ди-ГМФ.

Метою даного дослідження було визначення особливостей утворення 
біоплівки штамами P. aeruginosa з різними рівнями цикло-ди-ГМФ та перемі-
щення їх клітин шляхом плавання, роїння і смикання. 

Матеріали та методи
В роботі були використані штам дикого типу P. aeruginosa PA01 з колек-

ції культур кафедри мікробіології, вірусології та біотехнології ОНУ  імені І.І. 
Мечникова і штами P. aeruginosa з низьким (PAO1 pJN2133) та підвищеним 
(PA01 ΔwspF1) рівнями циклічного дигуанозинмонофосфату, люб’язно надані 
О. Ржепішевською з університету м. Умео, Швеція. Культивування здійсню-
вали при 37 °C у рідкому середовищі LB з таким складом (г/л): пептон – 15,0, 
дріжджовий екстракт – 10,0, хлорид натрію – 5,0.

Визначення маси біоплівки та кількості планктонних клітин проводили 
за культивування у 24-лункових плоскодонних планшетах Nuclon впродовж 
24 годин. Кількість клітин у планктоні оцінювали спектрофотометрично при 
довжині хвилі 540 нм. Після ретельного відмивання лунок планшетів від 
неприкріплених клітин біоплівки фіксували 96% етанолом впродовж 10 хв,
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висушували і забарвлювали 1% розчином кристалічного фіолетового. Через 
15 хвилин барвник видаляли, лунки промивали і після висушування додавали 
по 1,5 мл лізувального розчину, що містив 0,1 М NaOH і 1% додецилсульфату 
натрію. Оптичну густину вимірювали при довжині хвилі 592 нм  [4].

Усі спектрофотометричні вимірювання здійснювали на спектрофотоме-
трі SmartSpec Plus (Bio-Rad, Hungary).

Для оцінки морфології біоплівок стерильні покривні скельця розміром 
24×24 мм  вносили у пластикові стерильні чашки Петрі діаметром 35 мм, які 
містили по 2 мл середовища з клітинами P. aeruginosa  (103 КУО/мл). Чашки зі 
скельцями інкубували 24 год при 37 °C. Після інкубації скельця відмивали від 
неприкріплених клітин фізіологічним розчином та фіксували 96% спиртом  
10 хв. Після фіксації зразки забарвлювали 1% водними розчином кристаліч-
ного фіолетового впродовж 5 хв. Після висушування скельця мікроскопіюва-
ли з використанням мікроскопу Primo Star PC, Carl Zeiss та фотографували за 
допомоги  камери Olympus DCM (3,0 M pixels). У разі лазерної конфокальної 
мікроскопії препарати забарвлювали низькомолекулярним флюорохромом 
SYTO9, який здатний проникати через непошкоджені плазматичні мембрани, 
зображення отримували з використанням об’єктиву 40×/1,3 на LSM 510 (Carl 
Zeiss, Germany).

Для оцінки рухливості клітин нічну культуру у кількості 2 мкл вносили 
у центр чашки Петрі з агаризованим середовищем, яке містило м’ясо-пеп-
тонний бульйон – 8,0 г/л, глюкозу – 50,0 г/л і агар, та інкубували 24 год при 
37 °C. Для різних типів руху агар додавали до кінцевих концентрацій 0,3%, 
0,6% і 1,5% у разі плавання, роїння та смикання, відповідно. При дослідженні 
плавання і роїння суспензію клітин наносили на поверхню агару, смикання 
– шляхом уколу на дно чашки Петрі під агар. У разі смикання по закінчені ін-
кубації агар видаляли, а клітини забарвлювали 1% кристалічним фіолетовим.  
Результати оцінювали за діаметром зони розповсюдження клітин від точки 
інокуляції [13]. 

Усі експерименти проводили у 3-х незалежних дослідах з 3–6  повто-
рами у кожному. Статистичну обробку результатів досліджень проводили з 
використанням загальноприйнятих методів варіаційного аналізу. Розрахову-
вали середні значення показників (Х¯) та їх стандартну помилку (SХ¯). До-
стовірність відмінностей між середніми значеннями визначали за критерієм 
Стьюдента, оцінюючи вірогідність отриманих результатів на рівні значимості 
не менше 95%  (р ≤ 0,05). Математичні розрахунки проводили за допомогою 
комп’ютерної програми Excel [1].

Результати та їх обговорення
Використані у роботі штами P. aeruginosaз з низьким (PAO1 pJN2133) 

і з високим (PA01 ΔwspF1) по відношенню до батьківського штаму вмістом 
цикло-ди-ГМФ були сконструйовані у лабораторії  Caroline S. Harwood [8].

Визначення характеру трьох типів руху, притаманних псевдомонадам,  
показало, що досліджувані штами відрізняються за плаванням лише у кіль-
кісному відношенні (рис. 1, табл. 1). Так, відстані розповсюдження клітин 
P. aeruginosa PA01 і PA01 ΔwspF1 були практично однаковими, у той час, 
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як клітини штаму PAO1 pJN2133 переміщувалися більш активно і діаметр 
відповідної зони був більшим у 1,8 рази. Дослідження здатності до роїння, 
показало, що на тлі високого внутрішньоклітинного рівня цикло-ди-ГМФ у 
P. aeruginosa PA01 ΔwspF1 повністю блокований цей тип руху.

Штам Плавання
(Swimming)
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(Swarming)
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Рис. 1. Колонії бактерій P. aeruginosaз з різними рівнями цикло-ди-ГМФ, за різних 
типів їх руху(смикання – забарвлення кристалічним фіолетовим) 

Fig. 1. Motility images of P. aeruginosa cells with different level of c-di-GMP
(twitching motility – crystal violet staining)

Клітини двох інших штамів активно переміщуються шляхом роїння, 
але зони їх свармінгу суттєво відрізняються за морфологічними ознаками. Ці 
відмінності були докладно описані нами раніше  [17]. Клітини штаму PAO1 
pJN2133 з дуже низьким вмістом цикло-ди-ГМФ переміщувалися по твердій 
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поверхні під шаром агару шляхом смикання на відстань у 4–5 разів більшу, 
ніж P. aeruginosaPA01 та PA01 ΔwspF1. 

Таблиця 1
Діаметр зон (мм) розповсюдження клітин досліджуваних штамів 

P. aeruginosa за різних типів руху 
Table 1

Motility zone diameter (mm) of P. aeruginosa cells of studied strains

Штам
Плавання

(Swimming)
Роїння

(Swarming)
Смикання
(Twitching)

P. aeruginosa
PA01 38 ± 3 43 ± 3 6 ± 0

P. aeruginosa
PA01ΔwspF1 39 ± 3     5 ± 0* 5 ± 0

P. aeruginosa
PA01 pJN2133   68 ± 4*   62 ± 5*  24 ± 2*

Примітка: * - різниця достовірна (р ≤ 0,05) у порівнянні з P. aeruginosa РА01
Note: * – significant difference  (р ≤ 0,05) compared with P. aeruginosa РА01

Враховуючи, що зростання рівня цикло-ди-ГМФ є сигналом для пере-
ходу клітин бактерій від вільного існування до прикріпленого [5–7,11], оці-
нювали здатність досліджуваних штамів формувати біоплівки та особливості 
морфології останніх. На рис. 2 наведено загальний вигляд добових біоплівок 
за даними світлової і лазерної конфокальної мікроскопії.

P. aeruginosa 
PA01 

P. aeruginosa
PA01 ΔwspF1  

P. aeruginosa  
PA01 pJN2133 

А

В

Рис. 2. Фото біоплівок, утворених бактеріями P. aeruginosaз 
різними рівнями цикло-ди-ГМФ 

(А – світлова мікроскопія, забарвлення кристалічним фіолетовим; 
В – лазерна конфокальна мікроскопія, забарвлення SYTO9)

Fig. 2. Images of biofilms, forming by P. aeruginosa cells with different level of c-di-GMP
(А – light microscopy, crystal violet staining; 

В – laser confocal microscopy, SYTO9 staining)
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Оцінка стану біоплівок досліджуваних штамів виявила суттєві відмін-
ності в їх загальному вигляді та структурі між штамами P. aeruginosa PA01 
і P. aeruginosa PA01 ΔwspF1, з одного боку, та штамом P. aeruginosa PA01 
pJN2133, з другого. За даними світлової мікроскопії у біоплівках P. aeruginosa 
PA01 і  PA01 ΔwspF1 добре видно багатоклітинні тривимірні  структури, у той 
час, як біоплівка P. aeruginosa PA01 pJN2133 таких утворень не містить і ви-
глядає "моношаровою" (рис. 2А). Крім того, у біоплівці штаму PA01 pJN2133 
її компоненти: клітини і позаклітинний матрикс, розташовані рівномірно на 
поверхні скла.

Дані лазерної конфокальної мікроскопії підтверджують характеристики 
біоплівок, одержані зо допомогою світлового мікроскопа (рис. 2В).  Оскільки 
SYTO9, на відміну від кристалічного фіолетового, забарвлює тільки кліти-
ни у складі біоплівки P. aeruginosa PA01 чітко видні відокремлені одна від 
одної 3D структури, які у літературі називають грибоподібними. У біоплівці 
P. aeruginosa PA01 ΔwspF1 такі структурні одиниці мають у 2–3 рази менший 
діаметр і розташовані близько одна до одної, а деякі злиті між собою. Біоплів-
ка  P. aeruginosa PA01 pJN2133 є однорідною і дуже тонкою. 

	 Кількісні характеристики біоплівок досліджуваних штамів наведені у 
табл. 2.

Таблиця 2
Маса добової біоплівки і кількість планктонних клітин 

досліджуваних штамів P. aeruginosa
Table 2

Biofilm mass and planktonic cells content of P. aeruginosa studied strains

Показник P. aeruginosa 
PA01

P. aeruginosa
PA01Δ wspF1

P. aeruginosa
PA01 pJN2133

Кількість планктонних 
клітин, ОГ540 0,227 ± 0,035 0,252 ± 0,038  0,362 ± 0,047

Маса біоплівки, ОГ592 1,666 ± 0,184   2,216 ± 0,193 0,450 ± 0,052*

Примітка: * – різниця достовірна (р ≤ 0,05) у порівнянні з P. aeruginosa РА01
Note: * – significant difference  (р ≤ 0,05) compared with P. aeruginosa РА01

Одержані результати свідчать, що найщільнішу біоплівку утворює штам 
P. aeruginosa PA01 ΔwspF1. Її маса перевищує масу біоплівки батьківського 
штаму на 33%. У той же час, маса біоплівки штаму P. aeruginosa PA01 pJN2133 
є меншою у 3,7 рази порівняно з P. aeruginosa PA01 і у 5 разів порівняно зі 
штамом  PA01 ΔwspF1. Кількість планктонних клітин, що знаходяться у рід-
кому середовищі над біоплівкою, у разі P. aeruginosa PA01 pJN2133 переви-
щує на 44–60% цей показник для обох інших штамів.

Підсумовуючи одержані результати, можна відмітити, що штам з 
низьким вмістом цикло-ди-ГМФ має підвищену активність за усіма типа-
ми руху різними поверхнями. Це частково пояснює особливості біоплів-
ки, утвореної P. aeruginosa PA01 pJN2133. Іншим чинником, що зумовлює 
формування тонкої біоплівки з малою масою, є знижена здатність клітин 
даного штаму до адгезії [14–17].
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Крім того, враховуючи, що процес утворення біоплівок контролюється 
не тільки цикло-ди-ГМФ, а також системою міжклітинної комунікації, не мож-
на виключити пригнічення функціонального стану системи кворуму у дано-
го штаму. Цікавою є залежність процесу формування біоплівки P. aeruginosa 
PA01 pJN2133 від умов культивування. На відміну від даного дослідження, в 
якому культивування здійснювалося у стаціонарних умовах, при застосуванні 
проточних  камер цей штам взагалі не утворював біоплівки [8]. 

	 Таким чином, одержані результати дозволяють зробити висновок, 
що бактерії P. aeruginosa PA01 pJN2133 з низьким внутрішньоклітинним 
вмістом цикло-ди-ГМФ не утворюють повноцінної біоплівки. Їм притаман-
ний планктонний спосіб існування та активне переміщення клітин різними 
поверхнями. У бактерій  P. aeruginosaPA01 ΔwspF1 з підвищеним рівнем цик-
ло-ди-ГМФ  формуються біоплівки з більшою порівняно з контрольним шта-
мом масою і гальмується процес роїння.
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ОБРАЗОВАНИЕ БИОПЛЕНКИ И ПОДВИЖНОСТЬ 
БАКТЕРИЙ PSEUDOMONAS AERUGINOSA С 

РАЗНИМИ УРОВНЯМИ СОДЕРЖАНИЯ 
ЦИКЛИЧЕСКОГО ДИГУАНОЗИНМОНОФОСФАТА

Реферат
Цель работы: Bыявление особенностей образования биопленки штаммами 
Pseudomonas aeruginosa с разными уровнями циклического дигуанозинмоно-
фосфата (цикло-ди-ГМФ) и перемещения их клеток путём плавания, рое-
ния и подергивания. Материалы и методы. В исследовании использовали 
штамм дикого типа P. aeruginosa PA01 и штаммы с низким (PA01 pJN2133) 
и повышенным (PA01 ΔwspF1) уровнями цикло-ди-ГМФ. Культивирование 
проводили в 24-луночных плоскодонных планшетах Nuclon в среде LB при 37 
°С в течение 24 часов при исследовании образования биопленки. Количество 
планктонных клеток оценивали спектрофотометрически, массу биопленки 
– по методу окраски кристаллическим фиолетовым, Подвижность клеток 
определяли на чашках Петри с использованием сред с разным содержанием 
агара: плавание 0,3%, роение 0,6% и подергивание 1,5%. Структуру био-
пленок оценивали с помощью световой и  лазерной конфокальной микроско-
пии. Результаты. Установлено, что P. aeruginosa PA01 pJN2133 по сравне-
нию с P. aeruginosa PA01 и PA01 ΔwspF1 образует биопленку с нарушенной 
структурой, масса которой снижена в 3,7 и 5 раз, соответственно. В то 
же время, количество планктонных клеток над биопленкой P. aeruginosa 
PA01 pJN2133 было большим, чем у двух других штаммов. По морфологии 
биопленки штаммов P. aeruginosa PA01 и PA01 ΔwspF1 оказались подоб-
ными: содержали 3D структуры, которые в случае штамма дикого типа 
были больше и четче отделены друг от друга. Биопленка P. aeruginosa PA01 
pJN2133 равномерно покрывала поверхность, была очень тонкой и не со-
держала трехмерных компонентов. Показано, что наиболее подвижными 
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при осуществлении все типов перемещения по поверхности являются 
клетки штамма  P. aeruginosa PA01 pJN2133. Штаммы P. aeruginosa PA01 
і PA01 ΔwspF1 владели одинаковой активностью при перемещении путем 
плавания и подергивания, но отличались по способности к роению – у P. 
aeruginosaPA01 ΔwspF1 этот процесс заблокирован. Диаметр зоны распро-
странения клеток P. aeruginosa PA01 pJN2133 путем роения составил 62 
мм и в 1,4 раза превышал показатель P. aeruginosaPA01 – 43 мм. Морфоло-
гия зон роения этих штаммов существенно отличается по ряду признаков. 
Выводы. Низкое внутриклеточное содержание цикло-ди-ГМФ препятству-
ет образованию полноценной биопленки и  способствует планктонному спо-
собу существования P. aeruginosa PA01 pJN2133 и активному перемещению 
клеток по разным поверхностям. Повышенный уровень цикло-ди-ГМФ обе-
спечивает формирование биопленки с большей, по сравнению с контрольным 
штаммом,  массой и тормозит процесс роения у P. aeruginosaPA01 ΔwspF1.

Ключевые слова:  циклический дигуанозинмонофосфат (цикло-ди-ГМФ), 
Pseudomonas aeruginosa PA01, Pseudomonas aeruginosa PA01 pJN2133, 
Pseudomonas aeruginosa PA01 ΔwspF1, структура биопленки, подвижность, 
типы перемещения.
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BIOFILM FORMATION AND MOTILITY OF BACTERIA
PSEUDOMONAS AERUGINOSA WITH DIFFERENT 

C-DI- GMPLEVEL
	
Summary
Aim: Biofilm formation abilities determination in Pseudomonasaeruginosa 
strains with different cyclic dimeric guanosine monophosphate (c-di-GMP) level 
and swimming, swarming, and twitching motilities. Materials and methods. Wilde 
type strain P. aeruginosa PA01 and strains with low (PA01 pJN2133) and high 
(PA01 ΔwspF1) level of c-di-GMP were used as test-organisms. Bacteria were 
cultivated in 24-walls Nuclon plates in LB medium at 37 °С for 24 hours for 
biofilm formation. Determination of planktonic cells amount was carried out 
spectrophotometrically, biofilm formation – by CV-test. Cells motility was tested 
on Petri dishes with different agar content: swimming 0.3%, swarming 0.6%, 
and twitching 1.5%. Results. It was shown that P. aeruginosa PA01 pJN2133 
form biofilm with impaired structure and in 3.7 and 5 times less intensive than 
P. aeruginosa PA01 and PA01 ΔwspF1. P. aeruginosa PA01 pJN2133 planktonic 
cells amount was higher than in wild type strain and PA01 ΔwspF1.  According 
to the morphology of a biofilm of strains P. aeruginosa PA01 and PA01 ΔwspF1 
were similar: they contained 3D structures, which in the case of the wild type 
strain were larger and more clearly separated from each other.  The biofilm P. 
aeruginosa PA01 pJN2133 evenly covered the surface, was very thin and did not 
contain three-dimensional components. It is shown that cells of P. aeruginosa  
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PA01 pJN2133 strain are the most mobile in all types of surface movement. 
Strains of P. aeruginosa PA01 and PA01 ΔwspF1 possessed the same activity 
when moving by swimming and twitching, but differed in their ability to swarm 
– in P. aeruginosa PA01 ΔwspF1 this process is blocked. P. aeruginosa PA01 
pJN2133 swarming motility zones diameter was 62 мм and it were in 1,4 times 
higher than at P. aeruginosa PA01 – 43 мм. Swarming motility zones morphology 
was different. Conclusions. The low intracellular content of c-di-GMP interferes 
with the formation of a full-fledged biofilm and promotes the planktonic mode of 
P. aeruginosa PA01 pJN2133 and the active movement of cells across different 
surfaces. An increased level of c-di-GMP provides the formation of a biofilm with 
a larger mass compared to the control strain and inhibits the swarming process in 
P. aeruginosa PA01 ΔwspF1.

K e y   w o r d s: cyclic dimeric guanosine monophosphate (c-di-GMP), 
Pseudomonas aeruginosa PA01, Pseudomonas aeruginosa PA01 pJN2133, 
Pseudomonas aeruginosa PA01 ΔwspF1, biofilm structure, motility, types of 
movement.
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