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Изучены особенности структурной организации биопленок, образуемых с участием легионелл, в системах водоснаб-
жения лечебно-профилактических учреждений и градирнях промышленных предприятий в Московском регионе, для 
выработки новых подходов к профилактике легионеллеза в потенциально опасных водных системах. Показано, что на 
защитных антибактериальных фильтрах, монтированных в системе горячего водоснабжения отделения групп риска 
ЛПУ в течение 2–3 нед, здесь формируется массивная биопленка легионелл в ассоциации с другими грамположитель-
ными и грамотрицательными бактериями. Изучены особенности структурной организации биопленок легионелл на 
поверхности градирен, представляющих совокупность нескольких систематических групп микроорганизмов – грибов, 
бактерий (грамположительных и грамотрицательных) и сине-зеленых водорослей, располагавшихся на фоне матрик-
са и включений металлов. Результаты подтверждают необходимость разрушения и предотвращения формирования 
природных биопленок легионелл в потенциально опасных водных системах в качестве необходимого компонента со-
временной стратегии профилактики легионеллеза.
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The specific features of the structural organization of biofilms formed with the participation of Legionella in the water supply 
systems of health care facilities (HCF) and in the water-cooling towers of industrial enterprises in the Moscow Region were 
studied to elaborate new approaches to preventing legionellosis in the potentially dangerous water systems. A massive Legionella 
biofilm in association with other gram-positive and gram-negative bacteria was shown to form for 2-3 weeks on the protective 
antibacterial filters built in the hot water supply systems of the risk-group units of HCFs. The specific features of the structural 
organization of biofilms of Legionella onto surface of water-cooling towers, which were a set of a few systematic groups of 
microorganisms, such as fungi, gram-positive and gram-negative bacteria, and cyanobacteriae located in the presence of a 
matrix and metal inclusions. The results confirm that it is necessary to destruct and prevent the formation of natural Legionella 
biofilms in the potentially dangerous water systems, which is an essential component of the current strategy for the prevention 
of legionellosis. 
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формирование природных биопленок с участием 
легионелл на оборудовании систем водоснабжения 
является потенциально опасным фактором в распро-
странении легионеллеза. наиболее часто эпидеми-
ческие вспышки легионеллеза за рубежом связаны 
с контаминацией градирен (водных систем охлажде-
ния) или систем горячего водоснабжения промыш-
ленных предприятий, гостиниц, лПУ. Так, по дан-
ным европейской рабочей группы по легионеллезу 
(ewglI), c 2002 по 2007 г. в европейских странах 
зарегистрированы 44 эпидемические вспышки, свя-
занные с контаминацией градирен и 215 эпидемиче-
ских вспышек и групповых случаев легионеллеза, 
связанных с контаминацией систем водоснабжения 
[5, 12, 17, 19]. Данные объекты являются предме-

том регулярного профилактического мониторинга. 
За последние годы в Российской федерации была 
разработана современная методическая база для вы-
явления легионелл в окружающей среде и внедрены 
эффективные методы эпидемиологического надзора 
за легионеллезной инфекцией [4, 7, 10]. Во время 
крупнейшей в мире за 2007 г. эпидемической вспыш-
ки легионеллеза в Верхней Пышме, Свердловская 
область, была выявлена массированная контамина-
ция легионеллами централизованной системы горя-
чего водоснабжения в результате длительного застоя 
воды в период ремонтных работ на СУГРЭС [8]. Ис-
следования, проводившиеся в Московском регионе, 
показали высокую степень контаминации легионел-
лами градирен промышленных предприятий и си-
стем горячего водоснабжения зданий общественного 
пользования, в том числе и лПУ [6, 11].

Важнейшим фактором распространения легио-
нелл в различных водных объектах является их спо-
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ском регионе для выработки новых подходов к про-
филактике легионеллеза в потенциально опасных 
водных системах.

Материалы и методы
В работе исследовали образцы биопленок из гра-

дирен промышленных предприятий Московской об-
ласти и систем горячего водоснабжения лПУ Мо-
сквы.

При визуальном обнаружении биопленки на по-
верхности чаши градирни для исследования брали 
не менее двух проб из различных участков поверх-
ности с помощью стерильного скальпеля или шпате-
ля размером 5 × 5 см.

Для исследования формирования биопленок 
legionella pneumophila в системах горячего водо-
снабжения лПУ на водопроводные краны в отделе-
ниях групп риска монтировали антибактериальные 
фильтры Pall (“аквасейф”). После экспозиции в те-
чение 1, 2 и 3 нед соответственно фильтры демонти-
ровали и исследовали биопленку, сформировавшую-
ся на внешней поверхности фильтра.

Количественное определение legionella 
pneumophila в биопленках из градирен и систем го-
рячего водоснабжения осуществляли в соответствии 
с МУК 4.2.2217-07 “Выявление бактерий legionella 
pneumophila в объектах окружающей среды” [1, 3, 4]  
с помощью бактериологического метода на среде 
bcye и набора для латекс-агглютинации (“oxoid”, 
Великобритания).

Для изучения биопленок методами сканирую-
щей и трансмиссионной электронной микроскопии 
полученные образцы были фиксированы по методу 
Ito–kanjorski [13].

Для анализа ультратонких срезов биопленки пре-
параты были подготовлены по общепринятой ме-
тодике заливки в заливочную среду l. white [15]. 
Ультратонкие срезы получали с помощью ультрами-
кротома lkb-3, окрашивали по методу reynolds [16] 
и изучали в электронном микроскопе Jeol 100 b  
(япония).

Образцы также были изучены в сканирующем 
двулучевом электронном микроскопе Quanta 200 3d 
(“feI company”, Сша). Пробоподготовка образцов 
для этого метода исследования заключалась в упо-
мянутой выше фиксации и напылении нанослоем 
золота толщиной 5 нм, что позволяло сохранить на-
тивную структуру образца.

Результаты и обсуждение
Ранее с помощью бактериологических исследо-

ваний и ПЦР в реальном времени нами был выяв-
лен высокий уровень контаминации легионеллами 
градирен промышленных предприятий и систем 
горячего водоснабжения в зданиях общественного 
пользования (лПУ, гостиницы, бизнес- и торговые 
центры) в Московском регионе [6, 11]. Высокий 
уровень контаминации легионеллами, в том числе 
системная колонизация объектов, сопровождался 
формированием хорошо видимых невооруженным 
глазом биопленок. наряду с легионеллами в об-

собность к существованию и размножению в соста-
ве биопленок. Образование биопленок на поверх-
ности оборудования систем водоснабжения, других 
инженерно-технических сооружений, связанных с 
циркуляцией воды, является ключевым фактором 
накопления потенциально опасных концентраций 
легионелл. Биопленки широко представлены в ис-
кусственных водных системах. Они формируются 
на внутренних поверхностях труб систем водоснаб-
жения, фильтрации и очистки воды, в системах во-
дного охлаждения производственного цикла или 
систем кондиционирования воздуха и т.д. Биопленка 
представляет собой особое структурное образова-
ние сообщества микроорганизмов, обеспечивающее 
их выживание и поддержание численности, так как 
формирующийся полисахаридный слой в совокуп-
ности с другими продуктами жизнедеятельности 
микроорганизмов образует матрикс биопленки, обе-
спечивающий бактериям защиту от неблагоприят-
ных факторов окружающей среды [9, 12, 14].

Предполагается, что при образовании биопленок 
у многих бактерий происходит переключение систем 
метаболизма от свободноживущего к организован-
ному, “общественному” образу жизни, более харак-
терному для многоклеточных организмов, при этом 
наблюдается обмен химическими сигналами между 
микроорганизмами в пределах одного вида и между 
видами. В составе биопленок бактерии хорошо за-
щищены от неблагоприятных влияний, химических 
и биологических факторов окружающей среды. Так, 
известно, что обычные способы дезинфекции воды 
в системах водоснабжения жилых домов, больниц и 
т.д. с помощью свободного хлора практически неэф-
фективны против легионелл, находящихся в составе 
биопленок. Серьезной проблемой является форми-
рование биопленок, в том числе состоящих из ле-
гионелл, в резиновых и пластмассовых дренажных 
трубках, катетерах, других изделиях, применяемых в 
хирургии, а также в системах водоснабжения и водо-
отводов стоматологических установок. Среди компо-
нентов естественных биопленок, помимо легионелл 
были идентифицированы и другие микроорганизмы, 
прежде всего P. aeruginosa [18, 20].

При изучении биопленок, образованных пато-
генными микроорганизмами, особое место принад-
лежит методам электронной микроскопии. Методы 
микроскопии получают все более широкое примене-
ние для выявления биопленок в природных объектах 
и организме человека. Данные микроскопических 
методов позволяют изучить структурные особенно-
сти биопленок, динамику их образования и оценить 
влияние различных факторов внешнего воздействия 
[2]. анализ особенностей формирования биопленок 
легионелл на поверхности различного оборудования 
необходим для создания препаратов, разрушающих 
биопленки или предотвращающих их образование.

Цель данного исследования состояла в изучении 
особенностей структурной организации биопленок, 
образуемых с участием легионелл, в системах водо-
снабжения лечебно-профилактических учреждений 
и градирнях промышленных предприятий в Москов-
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разцах выявлялся широкий спектр микроорганиз-
мов, в том числе возбудителей внутрибольничных 
инфекций (Pseudomonas aeruginosa, acinetobacter 
spp., brevibacterium vesicularis , micrococcus lu-
teus).

При исследовании ультратонких срезов образцов 
биопленок было показано, что биопленка представ-
ляла собой совокупность нескольких систематиче-
ских групп микроорганизмов – грибов, бактерий 
(грамположительных и грамотрицательных) и сине-
зеленых водорослей, располагавшихся на фоне ма-
трикса и включений металлической электронной 
плотности (рис. 1, а, б, в, г).

Грамотрицательные бактерии, идентичные по 
ультраструктурной организации легионеллам, бы-
ли окружены экзоклеточным матриксом и при этом 
тесно контактировали с клеточными стенками гри-
бов и сине-зеленых водорослей (см. рис. 1, а, б). 
Были обнаружены особые структурные образова-
ния, плотный матрикс которых формировал окру-
глые структуры в виде “пчелиных сот”, внутри ко-
торых находились бактерии с электронно-плотным 
матриксом и плохо структурированными поверх-

ностными структурными компонентами – кле-
точной стенкой, цитоплазматической мембраной  
(см. рис. 1, в). Подобного рода субмикроскопиче-
ская организация характерна для некультивируе-
мых форм бактерий [2].

В цитоплазме некоторых бактерий можно бы-
ло видеть мелкозернистые включения металли-
ческой электронной плотности. Такие включения 
не выявляются в клетках культур бактерий, выра-
щенных в искусственных лабораторных условиях.  
Микроэлементный анализ биопленок показал на-
личие в их составе углерода, кислорода, азота, се-
ры, а также включений разных металлов, напри-
мер титана, железа, натрия, магния и др. (рис. 2, в).  
Обнаружение в биопленке металлической плот-
ности частичек может свидетельствовать о вовле-
чении в метаболические процессы металлов, из 
которых состоит поверхность оборудования, на 
котором образуется биопленка, т. е. указывать на 
биокоррозионные процессы.

Таким образом, природные биопленки представ-
ляют собой совокупность микроорганизмов, отно-
сящихся к представителям разных систематических 

Рис. 2. Этапы формирования биопленки при использовании фильтров Pall на санитарно-техническом оборудовании:
а – адгезия и формирование колоний на фильтре Pall в 1-е сутки – кокки ↑, палочки ↑↑ на фильтре в системе водоснабжения лПУ; б – образование 
биопленки на фильтре Pall на 7-е сутки в системе водоснабжения лПУ; в – рентгеновский микроструктурный анализ биопленки градирни.

Рис. 1. Вариант биопленок градирни: а – биопленка с ассоциацией бактерий и грибов; б – биопленка – грибы; в, г – биопленка 
с неорганическими включениями. Ув. 15 000.
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структурного анализа. Было показано, что цирку-
лирующие в водопроводной воде микроорганизмы 
адгезируются на твердой поверхности труб или 
фильтров, образуют микроколонии, синтезируют 
экзоклеточный матрикс и объединяются в органи-
зованные смешанные биопленки (см. рис. 1, а, б). 
Скорость образования биопленок на фильтрах до-
статочно высока – через 1 сут и через неделю на 
поверхности фильтров можно было видеть отдель-
ные микроколонии (см. рис. 2, а, б; рис. 3), а через 
2–3 нед – организованные смешанные биопленки 
с хорошо видимыми отдельными бактериями при 
растрескивании экзополисахаридного матрик-
са внутри биопленок и при формировании номад  
(см. рис. 3; рис. 4, 5). номады – совокупность бак-
терий, способных покинуть резидентную биоплен-
ку и колонизировать новые поверхности. номады 
могут рассматриваться как потенциально инфици-

групп. Совместное сосуществование разных микро-
организмов в одной экологической нише обеспечи-
вается трофическими цепями – продукты метабо-
лизма одних сочленов сообщества служат питатель-
ным субстратом для других. Эффективная защита от 
неблагоприятных факторов внешней среды в таком 
организованном сообществе достигается интеграль-
ным синтезом экзополисахаридного матрикса. По-
мимо обнаруживаемых бактериологическими мето-
дами патогенных для человека бактерий в составе 
природных биопленок, грибы и сине-зеленые водо-
росли следует рассматривать как возможных возбу-
дителей.

анализ данных, полученных методом скани-
рующей электронной микроскопии при исследо-
вании поверхности фильтров и собственно био-
пленок, извлеченных с поверхности градирен и 
водопроводных труб, подтвердил данные ультра-

Рис. 3. Биопленка на фильтре Pall в системе водоснабжения 
лПУ (14 сут).

Рис. 5. Биопленка в фильтре Pall (14 сут), образованы номады на поверхности (система водоснабжения лПУ).

Рис. 4. Растрескивание биопленки (система водоснабжения 
лПУ, 21 сут) – видны бактерии внутри биопленки ↑.
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ношении возникновения эпидемических вспышек 
легионеллезной инфекции. Для предотвращения 
превышения концентрации планктонных форм ле-
гионелл в воде градирни предельно допустимой 
концентрации (104 КОе/л) необходимо использо-
вать дезинфектанты, эффективные против план-
ктонных форм легионелл и биопленок. Причем, 
элиминация природных биопленок, содержащих 
легионеллы, является необходимым условием 
успешной дезинфекции потенциально опасных во-
дных объектов.

Выводы
1. С помощью методов электронной микроскопии 

изучены морфологические особенности формиро-
вания природных биопленок легионелл в потенци-
ально опасных водных системах: системе горячего 
водоснабжения лПУ и градирне промышленного 
предприятия в Москве.

2. Показано, что на защитных антибактериальных 
фильтрах, монтированных в системе горячего водо-
снабжения отделения групп риска лПУ, в течение 
2–3 нед формируется массивная биопленка легио-
нелл в ассоциации с другими грамположительными 
и грамотрицательными бактериями.

3. Природные биопленки легионелл на поверхно-
сти градирен представляют собой совокупность не-
скольких систематических групп микроорганизмов 
– грибов, бактерий (грамположительных и грамо-
трицательных) и сине-зеленых водорослей, распола-
гавшихся на фоне матрикса и включений металлов.

4. Полученные результаты подтверждают необхо-
димость разрушения и предотвращения формирова-
ния природных биопленок легионелл с помощью де-
зинфекционных мероприятий, использования защит-
ных антибактериальных фильтров в потенциально 
опасных водных системах в качестве необходимого 
компонента современной стратегии профилактики 
легионеллеза.
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