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ЦЕЛЬ: поиск биопленок и оценка бактериального состава хронической анальной трещины (ХАТ).
ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ: пациенту А., 40 лет, с диагнозом «хронические задняя и передняя анальные тре-
щины со спазмом сфинктера» была проведена боковая подкожная сфинктеротомия с иссечением ХАТ. 
Перед операцией у пациента брались мазки из трещин для микробиологических исследований. Иссеченные 
операционные препараты ХАТ помещались в фиксирующие растворы. Микробиологические исследования, 
включающие в себя секвенирование генов 16S рРНК и MALDI-ToF масс-спектрометрию выделенных культур, 
проводились с целью оценки бактериального состава ХАТ. Микроскопические исследования, в которые 
входили сканирующая электронная микроскопия (СЭМ) и просвечивающая электронная микроскопия (ПЭМ) 
применялись для поиска биопленочного расположения микроорганизмов. Выводы о наличии биопленок дела-
ли по результатам сравнения фотографий с достоверными их изображениями, описанными в литературе.
РЕЗУЛЬТАТЫ: в тканях, формирующих ХАТ, на основе секвенирования генов 16S рРНК выявлено большое 
разнообразие бактерий (56 родов); масс-спектрометрия мазков выявила лишь E. coli и P. anaerobius в зна-
чимой концентрации. С помощью СЭМ на одном из участков иссеченной ХАТ были обнаружены биопленки, 
содержащие бактериальные клетки (размером до 2 мкм), погруженные во внеклеточный матрикс; вне 
трещины подобных структур выявлено не было. При ПЭМ было идентифицировано скопление бактери-
альных клеток, окруженных внеклеточным полимерным матриксом, что было трактовано как биопленка 
из грам отрицательных бактерий. Через 7 месяцев у пациента сохранялась незаживающая послеопера-
ционная рана в области ранее иссеченной задней трещины. При повторном посеве были получены E. coli 
и S. gallolyticus в значимых концентрациях. Иссечение рубцово-измененных краев раны и назначенное кон-
сервативное лечение позволили ране эпителизироваться в течение 3 недель.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ: полученные результаты указывают на то, что микробные биопленки могут быть локали-
зованы в ХАТ. Для достоверных выводов о биопленочной организации микроорганизмов в ХАТ и их влиянии 
на патологические и репаративные процессы необходимы дальнейшие исследования.
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AIM: to reveal biofilms in chronic anal fissure (CAF) bacterial composition.
PATIENTS AND METHODS: patient A., 40 years old, with chronic posterior and anterior anal fissures with sphincter spasm 
underwent a lateral subcutaneous sphincterotomy with excision of the CAFs. Before the operation swabs were taken 
from fissures for microbiology. Removed specimens were placed in fixing solutions. Microbiological studies including 
16S rRNA gene sequencing and MALDI-ToF mass spectrometry of isolated cultures were carried out to assess the bacte-
rial composition of CAFs. Microscopic studies which included scanning electron microscopy (SEM) and transmission 
electron microscopy (TEM) were used to search for the biofilm location of microorganisms. Conclusions about the 
presence of biofilms were made during the comparison of photographs with reliable images described in the literature.
RESULTS: a wide variety of bacteria (56 genera) was detected in the tissues forming the CAF based on sequencing 
of 16S rRNA genes; swab's mass spectrometry revealed only E. coli and P. anaerobius in significant concentrations. 
Using SEM on one of the sections of the excised CAF were found biofilms containing bacterial cells immersed in an 
extracellular matrix (which size was within the limits of 2 microns); similar structures weren't detected outside the 
CAF. On TEM an accumulation of bacterial cells, surrounded by an extracellular polymer matrix, what was interpreted 
as a biofilm of gram-negative bacteria, was identified. After 7 months, the patient retained a non-healing postopera-
tive wound in the area of the previously excised posterior fissure. After repeated sowing, E. coli and S. gallolyticus 
were obtained in significant concentrations. Excision of the scarred edges of the wound and the prescribed conserva-
tive treatment allowed the wound to epithelize within 3 weeks.
CONCLUSION: the results show that microbial biofilms can be localized in the CAF. Further researches are needed for 
reliable conclusions about biofilm organization in CAF and their effect on pathological and reparative processes.

KEYWORDS: chronic anal fissure, CAF, biofilm, lateral internal sphincterotomy, scanning electron microscopy, SEM, transmission electron micros-
copy, TEM, 16S rRNA sequencing, MALDI-ToF mass spectrometry
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ВВЕДЕНИЕ

Хроническая анальная трещина (ХАТ) представляет 
собой язвенный дефект анодермы, локализующийся 
в области «анатомического» анального канала, суще-
ствующий более 2-х месяцев [1], в связи с чем ХАТ 
можно расценивать как длительно незаживающую 
рану.
В длительно незаживающих ранах локализовано 
большое разнообразие микроорганизмов, в том чис-
ле и патогенных, чьи факторы вирулентности и про-
дукты жизнедеятельности приводят к длительному 
состоянию раны в фазе воспаления, что препятствует 
эпителизации и заживлению раневого дефекта [2]. 
При определенных условиях эти микроорганизмы 
обладают способностью формировать биопленки. 
По данным систематического обзора и метаанализа, 
проведенного Malone M. et al. (2017), распространен-
ность биопленок в длительно незаживающих ранах 
различной этиологии (диабетических язвах стопы, 
пролежней, незаживающих хирургических и неуточ-
ненных хронических ранах), в среднем, составляет 
78%, варьируя от 60 до 100% [3].

В исследовании Kozlovska et al. (2018), в котором 
изучалась микрофлора более 100 ХАТ, ни один 
из противомикробных препаратов не продемон-
стрировал стопроцентного бактерицидного дей-
ствия. Авторы связывают резистентность микро-
организмов с тем, что бактерии были защищены 
матриксом биопленки высокой плотности [4], од-
нако ими применялись лишь культуральные ме-
тоды диагностики без визуализации микробных 
биопленок.
Наша гипотеза заключается в том, что микробные 
биопленки, наряду с планктонными микроорганизма-
ми, могут быть локализованы в ХАТ и препятствовать 
заживлению раневого дефекта.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

Терминология
Под биопленками мы понимаем структурированный 
микробный консорциум, заключенный в экзополи-
мерный матрикс, защищающий входящие в нее ор-
ганизмы от иммунного ответа хозяина и снижающий 
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чувствительность к препаратам, направленных 
на эрадикацию микробов из раны [5–7].

Дизайн исследования
С целью поиска биопленок в ХАТ и оценки спектра 
бактерий в ней был сформулирован следующий ди-
зайн исследования (Рис. 1). Критерием включения 
является пациент с ХАТ с подтвержденным спазмом 
сфинктера без сопутствующей патологии. Перед опе-
рацией осуществляется взятие мазков из трещины 
для дальнейших культуральных микробиологических 
исследований, после чего выполняется операция 
в объеме боковой подкожной сфинктеротомии с ис-
сечением трещины. Далее иссеченные ткани, об-
разующие ХАТ, подготавливаются для дальнейших 
исследований. Для поиска биопленок микроорганиз-
мов используется сканирующая электронная и про-
свечивающая электронная микроскопии. Для оценки 
микробиома ХАТ применяется 16S рРНК секвенирова-
ние и MALDI-ToF масс-спектрометрия.

Характеристика клинического наблюдения
Пациент А., 40 лет, обратился в поликлинику ФГБУ 
«НМИЦ колопроктологии имени А.Н. Рыжих» 
Минздрава России с жалобами на боли в области 
заднего прохода во время и после дефекации, пери-
одические выделения крови. Указанные симптомы 
беспокоили больного в течение года; консерватив-
ные методы лечения эффекта не дали. При осмотре 
анального канала на 6 и 12 часах по условному ци-
ферблату визуализировались хронические дефекты 
анодермы. В ходе обследования пациент испытывал 
резкую боль. На основании анамнеза, объективного 
осмотра и профилометрии был установлен диагноз 

К.60.1 Хронические задняя и передняя анальные 
трещины со спазмом сфинктера. Больной был гос-
питализирован в Центр, и была выполнена операция 
в объеме боковой подкожной сфинктеротомии с ис-
сечением 2-х трещин.

Подготовка образцов
Перед проведением операции были взяты мазки 
из 2-х ХАТ для дальнейшей идентификации аэробных 
и анаэробных бактерий, локализующихся в них. После 
иссечения трещин образцы тканей фиксировались 
на булавках и помещались в растворы для дальней-
шей транспортировки и хранения. Образцы передней 
ХАТ были взяты для просвечивающей электронной 
микроскопии, задней — для 16SрРНК секвенирова-
ния и сканирующей электронной микроскопии.

MALDI-ToF масс-спектрометрия
Для видовой идентификации выделенных микроорга-
низмов использовали изолированные колонии, полу-
ченные при первичном росте на плотных питательных 
средах. Бактериальные культуры подвергали предва-
рительной пробоподготовке (экстракции) и исполь-
зовали метод прямого нанесения материала на ми-
шень масс-спектрометра. После нанесения культуры 
на 2 ячейки стальной мишени, добавляли 1 мкл 70% 
муравьиной кислоты, высушивали на воздухе и сверху 
наносили 1 мкл матрицы, состоящей из α-циано-4-
гидроксикоричной кислоты (α-CHCA) и 50,0% ацето-
нитрила / 2,5% трифторуксусной кислоты (ООО НПФ 
«Литех»). После высыхания матрицы мишень поме-
щали во времяпролетный масс-спектрометр Microflex 
(Bruker Daltonics, Germany). Внешнюю калибровку 
проводили с использованием точных значений масс 

Рисунок 1. Дизайн исследования
Figure 1. Research design
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хорошо охарактеризованных смесей лиофилизиро-
ванных белков Е. соli. Идентификация микроорга-
низмов и расчет коэффициента достоверности (КД) 
проводились в автоматическом режиме; для каждо-
го результата приводилась ссылка на NCBI (National 
Center for Biotechnology Information). КД ≥ 2,0 свиде-
тельствовал об идентификации с точностью до вида; 
1,7−2,0 — до рода; < 1,7 — отрицательной.

16SрРНК секвенирование
ДНК выделяли с помощью набора DNeasy PowerSoil 
Kit (Qiagen, Germany), руководствуясь протоколами 
производителя. Вариабельный V3-V4 регион гена 
16S рРНК амплифицировали с использованием уни-
версальных праймеров 341F CCTAYGGGDBGCWSCAG 
и 806R GGACTACNVGGGTHTCTAAT [8]. Полученные ПЦР 
фрагменты использовали для приготовления библи-
отек для последующего секвенирования с помощью 
наборов Nextera XT DNA Library Prep Kit (Illumina), 
руководствуясь протоколами производителя. 
Мультиплексирование осуществлялось с применени-
ем наборов Nextera XT Index Kit v. 2. Секвенирование 
ПЦР фрагментов проводилось с использованием 
Illumina MiSeq. Было проведено объединение чтений, 
исключение низкокачественных прочтений, сингле-
тонов и химер. Далее была проведена кластериза-
ция чтений, оставшихся после этих процедур, в ОТЕ 
с минимальной идентичностью в 97%. С целью опре-
деления доли ОТЕ в каждом из образцов, на репре-
зентативные последовательности ОТЕ проводилось 
наложение исходных чтений (включая низкокаче-
ственные и синглетоны) с минимальной идентично-
стью в 97% на всей длине чтения. Данные процедуры 
были выполнены с применением пакета программ 
usearch [9]. По полученным последовательностям ге-
нов 16SрРНК секвенирования была проведена таксо-
номическая идентификация микроорганизмов с ис-
пользованием usearch и базы данных Silva.

Сканирующая электронная микроскопия (СЭМ)
Для СЭМ образцы фиксировали в 2,5%-м растворе 
глутарового альдегида и дважды промывали натрий-
фосфатным буфером, после чего последовательно 
обрабатывали этанолом в повышающихся концен-
трациях: 30% (в течение 1–2 мин.), 50% (5–10 мин.), 
70% (5 мин.) и 96% (5 мин.). Образцы прикрепляли 
к колонкам для сканирующей микроскопии (микро-
скоп JEOL-IT 200, Tokyo, Japan) двусторонним скот-
чем и покрывали золотым напылением.

Просвечивающая электронная микроскопия (ПЭМ)
Образец сразу помещали в 2,5% раствор глутарового 
альдегида в какодилатном буфере (0,05 М раствор ка-
кодилата натрия, рН 7,0–7,5) и выдерживали в течение 

суток при 4 °С; затем трижды промывали тем же бу-
ферным раствором в течение 5 минут и фиксировали 
в растворе 1% OsO4 в 0,05М какодилатном буфере. 
После фиксации в OsO4 образцы нарезали на кусоч-
ки приблизительно 1,5 на 1,5 мм. Последовательно 
выдерживали в 3% растворе уранилацетата и в 30% 
этиловом спирте в течение 2 ч., далее в 70% этано-
ле в течение 12 ч. при 4 °С. Материал обезвожива-
ли в 96% этиловом спирте (2 раза по 10 мин.), затем 
в абсолютном ацетоне (3 раза по 10 мин.). Образцы 
заливали в смолу Epon 812 (Ероху Embedding Medium 
Epon® 812, Sigma-Aldrich, USA), выдерживали в сме-
си — смола:ацетон в соотношении 1:1 в течение 
2 ч., а затем меняли соотношение смеси на 2:1 и вы-
держивали в течение еще 2 ч. Обезвоженный мате-
риал помещали в капсулы со смолой и выдерживали 
при температуре 37 °С в течение 24 ч. для пропитки, 
затем при 60 °С в течение 24 ч. для полимеризации. 
Ультратонкие срезы получали на микротоме LKB-III 
(LKB, Sweden), контрастировали в растворе 3% ура-
нилацетата, затем по методу Рейнольдса [10].
Полученные препараты анализировали с помощью 
электронного микроскопа JEM100СХП (JEOL, Japan). 
Фотодокументирование материалов проводили с по-
мощью цифровой системы вывода оптических изо-
бражений MoradaG2.
Заключение о наличии биоплёнок делали на основе 
сравнения фотоизображений с достоверными изо-
бражениями биоплёнок, описанных в литературе 
[11–15].

Таксономические деревья
С целью визуализации иерархии выделенных микро-
организмов при 16SрРНК секвенировании от рода 
до царства были построены таксономические дере-
вья в RStudio (Rv. 4.3.2 (RFoundation for Statistical 
Computing, Vienna, Austria)), используя библиотеку 
yatahv. 1.0.0. По списку идентифицированных родов 
микробов была проведена их полная классифика-
ция из базы данных NCBI с применением библиотеки 
Rtaxize v. 0.9.100. В случае, если не получалось про-
вести автоматическую классификацию, поиск вел-
ся вручную в NCBI или в регистре SeqCode. Если не 
удавалось и в этом случае определить 1 из уровней 
иерархии, оставляли пропуски.

РЕЗУЛЬТАТЫ

MALDI-Tof масс-спектрометрия
При MALDI-Tof масс-спектрометрии из мазков, 
взятых с передней трещины, была идентифици-
рована E. coli в концентрации 104 КОЕ/мл; из зад-
ней также E. coli, но в большей концентрации 
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(108 КОЕ/мл), и Peptostreptococcus anaerobius 
(107 КОЕ/мл). Результаты представлены в табл. 1.

16S рРНК секвенирование
По результатам прочтений последовательностей ге-
нов, полученных в ходе 16SрРНК секвенирования, 
была проведена идентификация бактерий. Часть 
удалось успешно классифицировать до рода, другие 
до уровня семейства, порядка, класса, либо лишь типа.
Самым распространенным типом оказались Bacillota 
(47,0%), Pseudomonadota (18,0%), Bacteriodota 
(12,0%), остальные типы на уровне 12,2%, неклас-
сифицированные 10,7%. Превалирующим классом 
были Erysipelotrichia (37,9%), Gammaproteobacteria 
(16,9%), Bacteroidia (11,8%), Bacilli (6,4%), другие 
классы составили 15,6%, без успешной идентифика-
ции — 11,4%. На уровне порядка преобладающими 
были Peptostreptococcales и Tissierellales (34,8%), 
Bacteroidales (11,1%), Pseudomonadales (9,7%), 
Lactobacillales (5,9%), иные порядки (26,3%), не-
классифицированные (12,2%). По семействам: 
Peptostreptococcaceae (33,9%), Prevotellaceae (9,0%), 
Pseudomonadota (8,1%), Streptococcaceae (5,9%), 
остальные (29,6%), не удалось классифицировать 
13,6%. На уровне рода: Peptostreptococcus (11,2%), 

Pseudomonas (8,1%), Finegoldia (8,1%), Peptoniphilus 
(6,6%), Prevotella (6,1%); других родов было 38%, не-
идентифицированных 22%.
По 56 успешно идентифицированным бактериям 
до уровня рода было построено таксономическое де-
рево, представленное на рис. 2.
Кроме этого, были также определены 2 рода, относя-
щиеся к археям: Woesearchaeales и A-plasma.
Стоит отметить, что в результате микробного профи-
лирования, были определены все бактерии, содер-
жащихся в биоптате, часть из которых могла быть не 
ассоциирована с патологическим процессом.

Таблица 1. Бактериальный спектр микроорганизмов, по-
лученных в результате MALDI-ToF масс-спектрометрии 
мазков, взятых с передней и задней ХАТ.
Table 1. Bacterial spectrum of microorganisms obtained as 
a result of MALDI-ToF mass spectrometry of smears taken from 
the anterior and posterior CAF.

Наименование микроорганизма Концентрация 
(КОЕ/мл)

Передняя трещина
Escherichia coli 104

Задняя трещина
Escherichia coli 108

Peptostreptococcus anaerobius 107

Рисунок 2. Таксономическое дерево, составленное по идентифицированным родам бактерий после 16S рРНК-
секвенирования образца иссеченной передней ХАТ
Figure 2. A taxonomic tree drawn from identifiedbacterialgenusafter16SrRNAsequencing of a sample of excised anterior CAF
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СЭМ
При анализе изображений, полученных по результа-
там сканирующей электронной микроскопии, сравни-
вали участки как в самой ХАТ, так и вне её.
За пределами трещины визуализировалась равно-
мерная поверхность, идентифицируемая как ткань 
анального сфинктера (Рис. 3a). Объекты, похожие 
на бактериальные клетки, обнаружены не были.
Похожая картина наблюдалась и на большей ча-
сти поверхности иссеченной ХАТ, и только на од-
ном участке были обнаружены образования, похо-
жие на биопленки, характеризующиеся наличием 
отдельных бактериальных клеток размером до 2 
мкм, погружённые во внеклеточный полимерный 

матрикс, о чём судили по его слизистой природе 
(Рис. 3b).

ПЭМ
При изучении фотографий образцов иссеченной ХАТ, 
полученных по результатам просвечивающей элек-
тронной микроскопии, также были обнаружены объ-
екты, которые по морфологическим признакам были 
идентифицированы как биопленки (Рис. 4–5).
Внутри ткани обнаружено образование из клеток 
(Рис. 4) размером 0,2–0,6 мкм, что соответствует раз-
меру мелких бактериальных клеток. Клетки имеют 
округлую форму и являются клетками грамотрицатель-
ного типа, т. к. состоят только из электронно-плотной 

Рисунок 3. Изображения, полученные по результатам СЭМ (масштабная линейка 10 мкм). a) Поверхность ткани внут-
реннего анального сфинктера; b) поверхность иссеченной ХАТ. Стрелками указаны структуры, идентифицируемые как 
биопленки
Figure 3. Images obtained from SEM results (scale bar 10 mm). a) The surface of the internal anal sphincter tissue; b) the surface 
of the excised CAF. The arrows point on structures which were identified as biofilms

Рисунок 4. Изображение, полученное по результатам ПЭМ. Микробная биопленка, представленная скоплением бакте-
риальных клеток: a) общий вид биопленки (масштабная линейка 2 мкм); b) увеличенное изображение а (масштабная 
линейка 500 нм), мембранные везикулы показаны стрелками; с) двуслойная клеточная стенка показана стрелкой (уве-
личенное изображение а (масштабная линейка 500 нм))
Figure 4. The image obtained from the results of TEM. Microbial biofilm represented by a cluster of bacterial cells: a) general view 
of the biofilm (scale bar 2 mm); b) enlarged image a (scale bar 500 nm), membrane vesicles are shown by arrows; c) a double-
layered cell wallis shown by an arrow (enlarged image a (scale bar 500 nm))
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цитоплазмы, окружённой двухслойной клеточной 
стенкой толщиной 14–20 нм (Рис. 4с). Клетки окру-
жены внеклеточным полимерным матриксом, име-
ющим чёткую границу. Цитоплазма клеток плотная, 
детали строения неразличимы, что соответствует не-
которым формам покоя [16]. Между клетками также 
визуализируются мембранные везикулы, характер-
ные для биопленок [17].
На других участках образца ХАТ обнаружены био-
пленки в стадии распада (дисперсии) (Рис. 5 a,b,c). 
Окружающая ткань также находится в состоянии раз-
ложения (возможно, автолиза). Цитоплазматические 
мембраны сохранены, а внутриклеточное содержи-
мое отсутствует полностью или частично, внеклеточ-
ный матрикс также фрагментирован, внешняя грани-
ца биопленки отсутствует. Форма клеток варьирует 
от округлой до вытянутой, длина составляет от 150 
до 1000 нм. Толщина и структура цитоплазматической 
мембраны соответствуют бактериальной. В некото-
рых клетках наблюдаются мембранные структуры.
На некоторых участках биоптата обнаружены био-
пленки в стадии распада, состоящие из целых и лизи-
рованных L-форм (Рис. 6).
Помимо этого, на многих фотографиях образцов ис-
сеченной ХАТ визуализировались коллагеновые во-
локна в продольном (Рис. 7а) и поперечном (Рис. 7b) 
срезах.

Результаты лечения
Больной А. не проходил контрольные обследования 
после операции и обратился в Центр лишь через 
7 месяцев после нее. На 12 часах рана была эпите-
лизирована, тогда как на 6 часах послеоперацион-
ная рана сохранялась и расценивалась как длитель-
но незаживающая. Из ее глубины были взяты мазки 
на бактериальные посевы, по результатам которых 
были выявлены E. coli в концентрации 107 КОЕ/мл 
и S. gallolyticus — 108 КОЕ/мл (Табл. 2). Рубцовые 

Рисунок 5. Изображения, полученные по результатам ПЭМ. Биопленки в стадии распада. а) масштабная линейка 500 
нм; b) масштабная линейка 200 нм; с) масштабная линейка 500 нм
Figure 5. The images obtained from the results of TEM. Biofilms in the decomposition stage. a) 500 nm scale bar; b) 200 nm scale 
bar; c) 500 nm scale bar

Рисунок 6. Изображение, полученное по результатам 
ПЭМ. Стрелками указаны L-формы (масштабная линейка 
200 нм)
Figure 6. The images obtained from the results of TEM. The ar-
rows indicate L-forms (scale bar 200 nm)
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края раны были иссечены, а пациенту назначено 
консервативное лечение: орнидазол (противопро-
тозойный препарат, обладающий активностью и в 
отношении анаэробных кокков), промывание раны 
раствором Метрогила (активное вещество: метрони-
дазол), нанесение мази Стелланин (стимулирует ре-
генерацию тканей) и геля Пронтосана (способствует 
очищению, увлажнению раны и подавлению бактери-
альной флоры). Эпителизация послеоперационной 
раны наступила через 3 недели после начала лече-
ния. Стоит отметить, что манометрические признаки 
спазма внутреннего анального сфинктера выявлены 
не были.

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящий момент существуют работы, в которых 
изучалась бактериальная картина острых и хрони-
ческих анальных трещин, в том числе элиминация 
микробного составляющего из этой зоны путем при-
менения антибактериальных препаратов [4,18–21]. 
Это говорит о том, что в мире есть исследователи, рас-
сматривающие микробный фактор как одну из при-
чин длительного незаживления анальной трещины 
и переход ее в хроническую форму.
Существовать бактерии могут как в виде планктонных 
форм, так и в виде организованных микробных ско-
плений — биопленок. Современные представления 
о существовании микроорганизмов в форме биопле-
нок на абиотических поверхностях адекватно про-
иллюстрированы в обзоре литературы Sauer K. et al. 
(Рис. 8) [22], однако ткани человеческого тела более 
лабильны, и в последнее время появляются работы 
о биоплёнках на и в тканях человека.

Именно для таких биопленок показано участие в па-
тологических процессах. Они найдены как в межкле-
точном пространстве, так и внутри клеток человека, 
что было обобщено в обзоре литературы Mirzaei R. 
et al. (Табл. 3) [23]. Разница между внутриклеточной 
и внеклеточной бактериальной биопленкой особенно 
значительна, поскольку первый вариант обеспечива-
ет другой уровень защиты как от антибактериальных 
препаратов, так и от иммунных клеток, что затрудняет 
их терапию.

Рисунок 7. Изображения, полученные по результатам ПЭМ. Коллагеновые волокна в а) продольном (масштабная линей-
ка 2 мкм) и b) поперечном (масштабная линейка 1 мкм) срезах в образце иссеченной ХАТ. Стрелками указаны коллагено-
вые волокна
Figure 7. The images obtained from the results of TEM. Collagen fibers in a) longitudinal (scale bar 2 mm) and b) cross (scale bar 
1 mm) sections in the excised CAF. The arrows indicate collagen fibers

Таблица 2. Бактериальный спектр микроорганизмов, по-
лученных в результате MALDI-ToF масс-спектрометрии 
мазков, взятых из длительно незаживающей послеопера-
ционной раны на 6 часах
Table 2. Bacterial spectrum of microorganisms obtained as 
a result of MALDI-ToF mass spectrometry of smears taken from 
a long-term non-healing postoperative wound at 6 o'clock

Наименование 
микроорганизма Концентрация (КОЕ/мл)

Длительно незаживающая послеоперационная рана на 6 часах
Escherichia coli 107

Streptococcus gallolyticus 108

Таблица 3. Бактериальные инфекции, ассоциированные 
с внутриклеточными биопленками у человека [23]
Table 3. Bacterial infections associated with intracellular bio-
films in humans [23]

Инфекционное заболевание Организм
Инфекция мочевыводящих 
путей (ИМП)

Уропатогенные Escherichia coli 
(UPEC), Klebsiella pneumoniae, 
Enterococcus faecalis

Инфекции легких (кистозный 
фиброз)

Pseudomonas aeruginosa

Средний отит Haemophilus influenzae 
и Streptococcus pneumoniae

Болезнь Альцгеймера Спирохетальные бактерии
Тонзиллит Стрептококки группы А
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Для нашей работы представляют интерес инфек-
ции мочеполовых путей, ассоциированных с E. coli, 
поскольку именно эти микроорганизмы получены 
по результатам MALDI-Tof масс-спектрометрии, и мы 
можем предполагать, что в нашем случае механизмы 
биопленкообразования могут быть схожими.
Поскольку других работ, посвященных микроскопии 
биопленок анальных трещин, нам не удалось обнару-
жить, для сравнительного изучения были использо-
ваны более изученные биопленки камней мочевого 
пузыря [11,12], диабетических язв стопы и хрониче-
ских ран другой этиологии [13–15].
Из работы Worlitzsch D. et al. [24] известно, что на по-
верхности эпителия клетки патогенов и биопленки 
могут отсутствовать, зато они могут формироваться 
в ткани человека под эпителиальными клетками.
Исходя из этих соображений, мы искали клетки микро-
организмов и на поверхности ткани (СЭМ), и в толще 
ткани (ПЭМ). По результатам СЭМ на поверхности тре-
щины удалось найти клетки только в одной локации 
(Рис. 3b). Это согласуется с результатами, например, 
по биопленкам на поверхности кожи [25], на которой 
есть небольшие их фрагменты, однако представлен-
ные в небольшом количестве. Несмотря на то, что 
образцы для СЭМ подвергаются жесткой обработке 
с высушиванием, анализ литературы показывает, что 
найденные образования соответствуют клеткам под 
слоем матрикса (рис. 4 — в работе Holmberg A. et al. 
[26] и рис. 3 — в работе Davis L.E. et al. [27]).
На ПЭМ обнаружено больше объектов, похожих 
на бактериальные клетки. Самая интересная наход-
ка — предположительно, биопленка, клетки которой 
соответствуют E. Coli (Рис. 4). Похожая структура 
была показана в работе Cai Y.M. et al. [28], в которой 
изучали биопленки патологических легочных процес-
сов. Кроме того, методом ПЭМ обнаружено большое 

количество образований, морфологически похожих 
на формы покоя микроорганизмов, которые авторы 
наблюдали на других объектах [29].
Стоит обратить внимание на то, что биопленочная ор-
ганизация микроорганизмов препятствует действию 
антибактериальных веществ, что было показано 
Kozlovska I. et al. на материалах ХАТ в лабораторных 
условиях [4], однако в исследовании Grekova N.M. 
et al. лечение ХАТ суппозиториями с 250 мг метро-
нидазола значительно сокращало сроки зажив-
ления, достигая 61% эпителизации на 10 сутки, 
по сравнению с контрольной группой без АБ терапии 
(суппозитории с 5 мг гидрокортизона и 5 мг цин-
хокаина гидрохлорида в течение 14 дней + суппо-
зитории с 250 мг альгината натрия еще на 14 дней), 
составляющего всего 12,5% [18]. Возможно, в работе 
Грековой тактика ведения пациентов основной груп-
пы позволила разрушить экзополимерный матрикс 
биопленки и выйти ране из фазы воспаления, либо 
же микробный фактор действительно играл ведущую 
роль в патогенезе трещины, но бактерии при этом не 
были организованы в биопленки, в связи с чем анти-
биотики так быстро смогли подействовать и значи-
тельно ускорить репаративные процессы. В нашем 
случае хирургическое снятие спазма внутреннего 
анального сфинктера позволило эпителизироваться 
только послеоперационной ране на 12 часах, тогда 
как на 6 часах спустя 7 месяцев после проведенно-
го лечения рана сохранялась, а из нее были высея-
ны E. coli и S. gallolyticus в значимой концентрации. 
Впоследствии консервативная терапия с применени-
ем антибактериальных препаратов способствовала 
заживлению раны в течение 3 недель. В связи с чем 
вопрос о роли биопленок в патогенезе ХАТ и возмож-
ности их элиминации антибактериальными препара-
тами требует дальнейшего изучения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные результаты указывают на то, что микроб-
ные биопленки могут быть локализованы в ХАТ. Для 
достоверных выводов о биопленочной организации 
микроорганизмов в ХАТ и их роли в патологических 
и репаративных процессах необходимы дальнейшие 
исследования в этом направлении.

Работа выполнена при поддержке Министерства на-
уки и высшего образования РФ (государственное за-
дание №122040800164-6).
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Рисунок 8. Современная модель существования микроор-
ганизмов в формах биопленок и планктонных культур [22]
Figure 8. A modern model of the existence of microorganisms 
in the forms of biofilms and plankton cultures [22]
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