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Антибіоплівкова активність азитроміцину  
щодо S. аureus та P. aeruginosa

Анотація. Основною проблемою клінічної практики є стійкість біоплівок до антимікробних препаратів. 
Тому існує необхідність у пошуку нових перспективних сполук серед речовин різних хімічних класів з ан-
тибіоплівковою активністю, та поглиблених досліджень механізму дії впроваджених у медичну практику 
антибіотиків щодо біоплівок мікроорганізмів. У статті оцінювали антибіоплівкову активність азитроміци-
ну в концентраціях 0,5 МІК, 2 МІК та 5 МІК відносно штамів S. аureus 222 та P. aeruginosa 449. Азитро-
міцин на стадії плівкоутворення більш активно пригнічував формування біоплівок S. аureus. Біоплівки  
P. aeruginosa були менш чутливі до дії азитроміцину. На етапі сформованих біоплівок азитроміцин актив-
ніше порушував біоплівки P. aeruginosa та майже повністю інгібував життєздатність клітин. Біоплівки 
S. аureus були менш сприйнятливі до дії азитроміцину, життєдіяльність клітин зменшилась незначно. 
Азитроміцин є перспективним для подальших молекулярних досліджень антимікробної активності.
Ключові слова: біоплівки, азитроміцин, антимікробні препарати, P. aeruginosa, хронічні захворювання.

Yuliia Druz
Institute of Pharmacology and Toxicology

of the National Academy of Medical Sciences of Ukraine

Antibiofilm activity of azithromycin  
against S. аureus and P. aeruginosa

Summary. Chronic infections are difficult to treat because they are associated with biofilms. Microorganisms 
in biofilms differ from planktonic cells both physiologically and phenotypically. The main phenotypic changes 
are specific gene transcription, change in growth rate, respiration, use of oxygen, level of electron transport 
activity and extracellular polymer synthesis. In the analysis of the sensitivity of biofilm microorganisms to 
antimicrobials, data were obtained that indicate their considerable resistance, biofilms are 100-1000 times less 
sensitive compared to planktonic cells. Many factors contribute to the resistance of such groups to antibiotics: 
limited penetration of antibiotics through the exopolysaccharide matrix, changes in bacterial metabolism, per-
sistence, activation of efflux pumps, etc. Biofilm resistance is a major problem in clinical practice. In addition, 
the spectrum of action of antimicrobial agents against planktonic microorganisms may differ from that against 
biofilms. Therefore, there is a need to find new promising compounds among substances of different chemical 
classes with antibiotic activity, and in-depth studies of the mechanism of action of antibiotics introduced into 
medical practice against biofilms of microorganisms. Macrolides that are capable of disrupting the film forma-
tion of P. aeruginosa are noteworthy. The article evaluated the antibiofilm activity of azithromycin against  
S. aureus 222 and P. aeruginosa 449. The antibiotic activity of azithromycin was determined by its ability to 
influence biofilm formation and 2-day and 5-day biofilms. Azithromycin at the stage of film formation more 
actively suppressed the formation of biofilms of S. aureus. P. aeruginosa biofilms were less sensitive to azithro-
mycin. At the stage of mature biofilms, azithromycin more actively disrupted P. aeruginosa biofilms and almost 
completely inhibited cell viability. S. aureus biofilms were less susceptible to azithromycin, and cell viability 
decreased slightly. For P. aeruginosa, biofilm reduction and inhibition of viability are correlated at all concen-
trations. Azithromycin is promising for further molecular studies of antimicrobial activity. 
Keywords: biofilms, azithromycin, antimicrobial agents, chronic disease, P. aeruginosa.

Постановка проблеми. S. аureus та P. 
aeruginosa є опортуністиними патогенами 

людини, які спричиняють як гострі, так і хроніч-
ні захворювання. Синьогнійна паличка вражає 
близько двох мільйонів людей щороку та є причи-
ною близько 90 000 смертей щорічно [1]. У США 
близько 19 000 осіб помирає щороку від інфекцій 
спричинених метицилін-резистентними штама-
ми S. аureus [2]. Крім цього, збудники колоні-
зують медичне обладнання, сприяючи розвитку 
нозокоміальних інфекцій.

Хронічні інфекції, спричинені S. аureus та  
P. aeruginosa, важко піддаються лікуванню, адже 
вони асоційовані з біоплівками – гетерогенни-

ми угрупованнями бактерій. Мікроорганізми у 
складі біоплівок відрізняються від таких планк-
тонних клітин як фізіологічно, так і фенотипово. 
Головними фенотиповими змінами є специфіч-
на транскрипція генів, зміна швидкості росту, 
дихання, використання кисню, рівня електрон-
транспортної активності, синтезу позаклітинних 
полімерів. Такі особливості підсилюють патоген-
ність біоплівкових бактерій, забезпечують розви-
ток резистентності до антибіотиків та ефекторів 
імунної системи організму [3]. Стійкість біоплі-
вок до антимікробних засобів нині є основною 
проблемою клінічної практики. Крім того, спектр 
дії антимікробних засобів щодо планктонних мі-
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кроорганізмів може відрізнятись від такого від-
носно біоплівок. Тому існує необхідність у пошу-
ку нових перспективних сполук серед речовин 
різних хімічних класів з антибіоплівковою ак-
тивністю, та поглиблених досліджень механізму 
дії впроваджених у медичну практику антибіо-
тиків щодо біоплівок мікроорганізмів.

Аналіз останніх досліджень та публіка-
цій. Формування мікробних угрупувань – біо-
плівок, є однією з основних стратегій виживання 
бактерій в навколишньому середовищі. Біоплів-
ки формуються на різних біотичних та абіотич-
них поверхнях, їх утворення є механізмом захис-
ту від несприятливого впливу різних факторів. 
Біоплівки можуть бути сформовані одним або 
декількома видами грампозитивних та грамне-
гативних бактерій, до їх складу входять як ме-
таболічно активні клітини, так і клітини у стані 
спокою. Утворювати біоплівки здатні умовно-па-
тогенні та патогенні мікроорганізми.

Бактеріальні біоплівки спричиняють різно-
манітні захворювання: від катетер-асоційованих 
до хронічних інфекцій: муковісцидоз, остеоміє-
літ, ендокардит, риносинусит, пієлонефрит, три-
вало незагоювані рани тощо. За даними Націо-
нального інституту здоров’я США, з біоплівками 
асоційовані близько 80 % усіх хронічних захво-
рювань [4].

Значна роль при формуванні хронічних 
інфекцій належить біоплівкам, сформова-
ним Staphylococcus aureus та Рseudomonas 
аeruginosa. S. aureus обумовлює хронічну ЛОР-
патологію (отит, риносинусит, аденотонзиліт), 
інфекції нижніх дихальних шляхів (хронічні об-
структивні захворювань легень (ХОЗЛ), бронхо-
ектази, вентилятор-асоційовані пневмонії), хро-
нічні рани (пролежні, діабетична стопа, трофіч-
ні виразки нижніх кінцівок) тощо. Відзначена 
провідна роль Р. аeruginosa при бронхоектазах, 
вентилятор-асоційованих пневмоніях, гнійно-за-
пальних ускладненнях з трахеостомою, ендотра-
хеальними трубками та кохлеарними імпланта-
ми, муковісцидозі У пацієнтів з муковісцидозом 
P.аeruginosa виявлено у 80 % випадків [5].

При аналізі чутливості біоплівкових мікро-
організмів до антимікробних засобів отримані 
дані, які свідчать про значну їх резистентність, 
біоплівки у 100-1000 разів є менш чутливими по-
рівняно з планктонними клітинами [3; 6]. 

Стійкості таких угруповань до антибіотиків 
сприяє багато факторів: обмежене проникнення 
антибіотиків через екзополісахаридний матрикс, 
зміни в метаболізмі бактерій, наявність персис-
терів, активація ефлюксних помп тощо [7]. Недо-
статня ефективність антимікробної терапії при 
біоплівкових патологіях потребує впровадження 
в клінічну практику нових ефективних та без-
печних лікарських засобів. На увагу заслугову-
ють як перспективні сполуки так і антимікробні 
препарати різних груп. Для оцінки активності 
останніх щодо біоплівок необхідно дослідити 
спектр їх дії та механізм інгібуючого ефекту.

Завдяки дослідженням останніх років в ме-
дичну практику впроваджено антимікробні засо-
би пептидної природи Даптоміцин та Орітаван-
цин, які порушують адгезію мікроорганізмів до 
субстрату, здатні руйнувати сформовані біоплів-
ки грампозитивних бактерій та підсилювати спе-

цифічну антибіоплівкову дію антибіотиків. Бага-
то антимікробних пептидів на сьогодні досліджу-
ються у доклінічних і клінічних випробуваннях 
для застосування при катетерній інфекції, муко-
вісцидозі чи хронічних ранових інфекціях, серед 
яких пексіганан та оміганан [8]. 

При оцінці антибіоплівкової активності анти-
біотиків виявлено відмінності в їх дії порівняно 
з планктонними клітинами. На увагу заслугову-
ють макроліди, які здатні порушувати плівкоут-
ворення Р. аeruginosa. 

Азитроміцин – макролідний антибіотик з під-
групи азалідів. До спектру дії азитроміцину на-
лежать грамнегативні та грампозитивні бактерії 
Bordetella pertussis, Legionella spp. Staphylococcus 
aureus, Bordetella pertussis, Chlamydia 
trachomatis, Gardnerella vaginalis, H. influenzae, 
Legionella pneumophila, Mycobacterium spp., 
Mycoplasma pneumoniae, S. pneumoniae та ін. [9]. 
Азитроміцин не застосовується для лікування па-
цієнтів з інфекцією, обумовленою Р. аeruginosa, 
оскільки планктонні клітини стійкі до дії азитро-
міцину: внаслідок диметилювання 50S субоди-
ниці рибосоми порушується зв’язування макро-
лідів з мішенню дії [10].

Проте в ході досліджень було виявлено вплив 
азитроміцину на різні етапи формування біо-
плівок [11]. За даними [12], порушення адгезії 
відбувається за рахунок інгібування експресії 
флагеліну IV-типу. Дослідження показали, що 
азитроміцин пригнічує продукцію QS-залежних 
факторів вірулентності шляхом негативної ре-
гуляції генів, що кодують автоіндуктори. Крім 
цього, антибіотик може порушувати структуру 
біоплівок, впливаючи на мембранні білки, про-
те механізм такої активності потребує детальних 
досліджень [13]. 

Мета дослідження – встановити антибі-
оплівковий вплив азитроміцину на плівкоут-
ворення та сформовані біоплівки S. аureus та  
P. aeruginosa.

Виклад основного матеріалу. У експери-
ментах використовували клінічні штами золо-
тистого стафілококу та синьогнійної палички.  
S. аureus 222 чутливий до дії гентаміцину, резис-
тентний до ципрофлоксацину, оксациліну та ме-
тициліну, P. aeruginosa 449 – до дії гентаміцину, 
цефепіму та ципрофлосксацину.

Антибіоплівкову активність азитроміцину ви-
значали за здатністю впливати на плівкоутво-
рення та сформовані 2-добові та 5-добові біоплів-
ки. Дослідження здійснювали у концентрації 
азитроміцину 0,5 МІК, 2 МІК та 5 МІК, відповід-
но 15,65 мкг/мл, 62,5 мкг/мл та 156,25 мкг/мл для 
P. aeruginosa та 0,25 мкг/мл, 1 мкг/мл, 2,5 мкг/мл –  
для S. аureus 222. У дослідженні використовува-
ли метод сорбції барвника на біоплівці та його 
подальшій десорбції в органічний розчинник 
з використанням 96-лункових планшетів [14]. 
При дослідженні впливу сполуки на плівкоутво-
рення розчини азитроміцину вносили одночасно 
з інокулятом, на сформовані біоплівки – на 2-у та 
5-у добу експерименту.

Для отримання біоплівок використовували 
нічну культуру, яку розводили в середовищі 
TSB 1:100 та висівали на планшети. Після за-
вершення інкубації вміст планшетів видаля-
ли, промивали дистильованою водою, вносили  
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0,1 % розчин генціанвіолету та 
витримували 10-15 хв та екстра-
гували етанолом. Вимірювання 
оптичної щільності проводили 
на Adsorbance Microplate Reader 
ELx800 (ВіоТek, США) при до-
вжині хвилі 630 нм. Контролем 
слугували інтактні культури мі-
кроорганізмів, вирощені за тих 
самих умов.

Життєздатність клітин P. аeru-  
ginosa та S. аureus визначали на 
етапі плівкоутворення та у сфор-
мованих біоплівках з викорис-
танням окисно-відновного інди-
катора резазурину згідно [15; 16].  
Вирощування біоплівок здійсню-
вали як описано вище. Культури 
в присутності азитроміцину ви-
рощували впродовж 24 год при 
37 0С. Після інкубації вміст лу-
нок видаляли, промивали двічі 
фосфатним буфером (рН 7,2±0,2), 
додавали по 200 мкл ПС (TSB) та  
10 мкл розчину резазурину  
(0,5 мкг/лунка). Після інкуба-
ції протягом 30 хв у темряві при 
кімнатній температурі отримані 
результати реєстрували на флу-
оресцентному спектрофотометрі 
«HITACHI, MPF-3» (Японія) при 
λex 550 нм – λem 590. Експеримен-
ти супроводжувались контролями 
культури, поживного середовища 
та відповідних розчинів сполук/
препаратів та проводились не 
менше ніж у 3 повторах.

Отримані результати свід-
чать, що макролідний антибіо-
тик здатен пригнічувати фор-
мування біоплівок S.  аureus та  
P. аeruginosa. Встановлено (рис. 1), 
що інгібіція біоплівок золотисто-
го стафілокока на етапі плівкоут-
ворення за дії азитроміцину у су-
бінгібуючій концентрації 0,5 МІК 
становила 57 %, при збільшення 
концентрації до 2 МІК та 5 МІК – 
89 % та 94 % відповідно. 

Біоплівки грамнегативних 
бактерій P. aeruginosa були більш стійкими до дії 
азитроміцину: у концентрації 0,5 МІК інгібуючої 
активності антибіотика не виявлено, при 2 МІК 
та 5 МІК спостерігалося пригнічення плівкоутво-
рення на 44-46 %. 

При оцінці життєздатності клітин на етапі 
плівкоутворення золотистого стафілокока та си-
ньогнійної палички за дії азитроміцину встанов-
лено, що антибіотик виявляє виразний дозо-
залежний ефект. Показано (рис. 2), що при дії 
азитроміцину життєздатність клітин S. аureus 
знижувалась на 21 % у концентрації 0,5 МІК 
та на 97-98 % – при 2 та 5 МІК. Подібний ефект 
зареєстровано і щодо P. aeruginosa: у концен-
трації 0,5 МІК інгібіція становила 46 %, 2 МІК – 
88 %, 5 МІК – 91 %.

Оскільки біоплівки на різних етапах розвит-
ку відрізняються за чутливістю до антимікроб-

 
Рис. 1. Вплив азитроміцину на плівкоутворення 

P. aeruginosa та S. аureus (% утвореної біоплівки). # - 
відмінності вірогідні по відношенню до інтактного 

контролю культури (р < 0,05), контроль приймали за 100 %

 
Рис. 2. Вплив азитроміцину на життєздатність клітин  

P. аeruginosa та S. аureus на стадії плівкоутворення  
(% метаболічно активних клітин).

# – відмінності вірогідні по відношенню до інтактного контролю 
культури (р < 0,05), контроль приймали за 100 %

них засобів, доцільним було оцінити вплив ази-
троміцину на сформовані біоплівки S. аureus та  
P. аeruginosa. Отримані дані (рис. 3) свідчать, 
що антибіоплівкова активність азитроміцину 
на зрілі біоплівки була нижчою, ніж на етапі 
плівкоутворення. За наявності в інкубаційному 
середовищі антибіотика у субінгібуючій концен-
трації біомаса біоплівок S. aureus зменшувалась 
на 12 %, при збільшені дози до 2 МІК – на 17 %, 
до 5 МІК – на 33 %.

При дії азитроміцину на P. aeruginosa його 
антибіоплівкова активність була вищою порів-
няно з S. aureus та становила 30 % при 0,5 МІК, 
54 % – при 2 МІК та 69 % при 5 МІК.

Отримані результати щодо впливу азитромі-
цину на життєздатність клітин золотистого ста-
філокока у складі 2-добової біоплівки свідчать, 
що макролідний антибіотик у субінгібуючих та 
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бактерицидних концентраціях не зумов-
лював достовірних змін у бактеріальних 
клітинах (рис. 4). 

При дії азитроміцину щодо біоплівок 
P. aeruginosa навпаки спостерігався ви-
разний інгібуючий ефект: у концентрації 
0,5 та 2 МІК зменшення життєздатності 
клітин на 87-88 %, при 5 МІК – на 96 %.

Для P. aeruginosa зниження біомаси 
біоплівки та пригнічення життєдільності 
корелюють у всіх концентраціях. На ета-
пі сформованих біоплівок азитроміцин 
виявляв незначну активність відносно  
S. аureus. Зниження активності може 
бути спричинене зміною характеристик 
бактеріальних клітин у складі біоплівок 
та наявністю матриксу, який ускладнює 
проникнення препарату до клітин. 

Висновки. Таким чином, проведені 
експерименти показали, що азитроміцин 
на стадії плівкоутворення більш актив-
но пригнічував формування біоплівок 
S. аureus. Біоплівки P. aeruginosa були 
менш чутливі до дії азитроміцину. Життє-
діяльність клітин на етапі плівкоутворен-
ня значно пригнічувалась при концен-
траціях вищих за мінімальну інгібуючу 
концентрацію. На етапі сформованих біо-
плівок азитроміцин активніше порушу-
вав біоплівки P. aeruginosa та майже по-
вністю інгібував життєздатність клітин. 
Біоплівки S. аureus були менш сприйнят-
ливі до дії азитроміцину, життєдіяльність 
клітин зменшилась незначно, що може 
бути пов’язано із зміною фенотипу клітин 
та погіршеної проникності азитроміцину 
в товщу матриксу. Виражена активність 
азитроміцину відносно P. aeruginosa може 
бути зумовлена впливом на аутоіндукто-
ри систем Quorum Sensing, компоненти 
матриксу та клітинної стінки. Азитро-
міцин є перспективним для подальших 
молекулярних досліджень антимікробної 
активності.

 
Рис. 3. Вплив азитроміцину на сформовані 

біоплівки P. aeruginosa та S. аureus (% біомаси 
біоплівки), # – відмінності вірогідні  

по відношенню до інтактного контролю культури 
(р < 0,05), контроль приймали за 100 %

 
Рис. 4. Вплив азитроміцину на життєздатність  

P. аeruginosa та S. аureus у сформованих біоплівках 
(% метаболічно активних клітин). # – відмінності 
вірогідні по відношенню до інтактного контролю 
культури (р < 0,05), контроль приймали за 100 %
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