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Резюме
Значительная часть инфекционных заболеваний обусловлена способностью их возбудителей существо-
вать в форме биоплёнок. Биоплёночные инфекции существенно ограничивают проведение профилакти-
ческих и лечебных мероприятий в медицинских учреждениях. Учитывая тот факт, что биоплёночная 
активность различных микроорганизмов значительно варьирует, особый интерес представляет её 
изучение у госпитальных штаммов. 
Цель: изучение биоплёнок у микроорганизмов, выделенных из различных локусов при гнойно-септических 
инфекциях. 
Материалы и методы. Биоплёнкообразование определяли по способности к адсорбции кристалвиолета 
этанолом. Оптическую плотность измеряли с помощью спектрофотометра Multiscan Plus. Исследовали 
бактерии различных таксономических групп (Staphylococcaceae, Enterobacteriаceae, неферментирующие 
грамотрицательные бактерии), выделенных из различных локусов у пациентов с сепсисом. 
Результаты. Биоплёнки выявлены у подавляющего большинства протестированных микроорганизмов 
(73,3 ± 11,4 %). Наиболее высокая степень биоплёнкообразования установлена у Klebsiella pneumoniae 
(0,445 ± 0,05 единиц оптической плотности), а также преимущественно у изолятов из клинически 
значимых локусов (кровь, мокрота), минимальная – у Staphylococcus haemolуticus (0,095 ± 0,05). Большая 
часть протестированных микроорганизмов характеризовалась средней степенью активности биоплён-
кообразования; пятая часть штаммов – слабой степенью, а высокая активность пленкообразования 
установлена только у 13,3 % изолятов. Микробиоты, выделенные из крови, мокроты и смыва с трахео-
бронхиального дерева во всех случаях обладали способностью к формированию биоплёнок. 
Заключение. Штаммы в большинстве случаев образуют биоплёнки и характеризуются разной степенью 
активности биоплёнкообразования. Подчёркивается необходимость разработки мер профилактики 
инфекций, вызванных биоплёнками в медицинских организациях.
Ключевые слова: бактериальные биоплёнки, гнойно-септические инфекции, локусы мониторинга, кли-
нически значимые локусы 
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Abstract
The causative agents of many infectious diseases can exist in the form of biofilms. The aim of the work is to study of 
the frequency of occurrence and the degree of activity of biofilm formation of microorganisms isolated from different 
locus in purulent-septic infections. 
Materials and methods. Fifteen strains isolated from patients with purulent-septic infections were examined. Biofilms 
were determined by the ability to adsorption a crystalviolet to ethanol. 
Results. 73,3 ± 11,4 % strains had biofilms (including gram-negative bacteria – 69,2 ± 11,9 %; Staphylococcus – 100,0 %; 
p < 0,05).The degree of activity of formation of biofilm by gram-negative bacteria was higher than Staphylococcus 
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(0,302 ± 0,04 и 0,134 ± 0,01 units of optical density; p < 0,01). The highest activity of formation of biofilm was detected 
in K. pneumoniae isolated from patients with sepsis. Strains from clinically important locus (blood, sputum, wound 
discharge, abdominal fluid) had biofilms in 75,0 %; from locus of monitoring – 66,7 %. The pathogens isolated from 
locus of the monitoring were characterized by an average degree of activity of biofilm formation (0,180–0,360 units 
of optical density). Strains from clinically important locus (blood and sputum from patients with sepsis) had a high 
degree of biofilm formation (more than 0,360 units of optical density). 
Conclusion. In most cases, strains were characterized by the presence of biofilms and differed in degrees activity of 
biofilm formation depending on locus.
Key words: bacteria biofilms, purulent-septic infections, locus of monitoring, clinically important locus
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В настоящее время предполагают, что значительная 
часть инфекционных заболеваний человека обуслов-
лена способностью микроорганизмов существовать в 
форме биоплёночных сообществ [1, 2]. По данным ряда 
авторов, биоплёнки значительно затрудняют терапию 
пациентов с гнойно-воспалительными заболеваниями, 
повышают стоимость лечения и могут приводить к 
неблагоприятным исходам. Биоплёночные инфекции 
также отличаются склонностью к хронизации и высокой 
вероятности генерализации инфекционного процесса 
вследствие диссеминации возбудителя [3]. Биоплёнки 
(БП) выявлены у многих видов грамотрицательных и 
грамположительных бактерий [1, 4, 5, 6], в связи с чем 
их необходимо учитывать при исследовании механиз-
мов инфекционного процесса. Биоплёнкообразование 
у микроорганизмов следует рассматривать как один из 
факторов патогенности, реализуемый в результате воз-
действия неблагоприятных факторов внешней среды 
или организма-хозяина (лекарственных препаратов, 
дезинфицирующих средств, физических факторов, 
иммунной системы человека). Биоплёнка – это специ-
ализированная экосистема со сложным циклом раз-
вития и кооперативным поведением входящих в неё 
родственных и неродственных бактерий, соединённых 
между собой и фиксированных на различных био-
тических и абиотических поверхностях (имплантатах, 
искусственных сердечных клапанах, катетерах, шунтах, 
оборудовании, изделиях медицинского назначения и 
т. д.). Образование биоплёнок на инвазивных материалах 
и изделиях может привести к развитию катетер-ассо-
циированных, вентилятор-ассоциированных, генера-
лизованных гнойно-септических инфекций. В связи с 
этим, изучение данных свойств микроорганизмов очень 
актуально для отделений реанимации и интенсивной 
терапии, где наиболее часто используются различные 
инвазивные устройства. Следует отметить, что на со-
временном этапе доказана роль биоплёнкообразующих 
бактерий в формировании госпитальных штаммов в ста-
ционарах различного профиля. Вместе с тем, результаты 
исследований свидетельствуют о более высокой степени 
биоплёнкообразования у бактерий, выделенных от боль-
ных, чем у микроорганизмов, выделенных с объектов 
внешней среды [3]. Учитывая тот факт, что биоплёночная 
активность различных микроорганизмов значительно 
варьирует, особый интерес представляет её изучение у 
госпитальных штаммов. На современном этапе форми-
рование биоплёнок служит новой модельной системой 
для изучения развития микробов [7, 8, 9]. В то же время, 
несмотря на актуальность данной проблемы, бактери-
альные биоплёнки до сих пор являются недостаточно 
изученными [2].

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Изучение частоты встречаемости и степени актив-
ности биоплёнкообразования у микроорганизмов, вы-
деленных из различных локусов при гнойно-септических 
инфекциях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Изучение биоплёнкообразования проведено у 
штаммов, выделенных от пациентов, находящихся на 
стационарном лечении в Областной детской клиниче-
ской больнице (г.  Иркутск) с тяжёлыми гнойно-септи-
ческими инфекциями (сепсис, перитонит, вторичный 
гнойный менингоэнцефалит). Исследованы изоляты из 
раневого отделяемого, мокроты, жидкости брюшной 
полости, зева, крови, смыва с трахеобронхиального 
дерева (ТБД). На способность формировать биоплёнки 
протестированы 15  штаммов, в том числе представи-
тели семейств Enterobacteriаceae (Klebsiella pneumoniae, 
Escherichia coli, Serratia marcescens), Pseudomonadaceae 
(Pseudomonas aeruginosa), Moraxellaceae (Acinetobacter 
ca l co a ce t i c u s   /   b a u m a n n i i )  и  S t a p hy l o co cca ce a e 
(Staphylococcus epidermidis, S.  haemolyticus). Всего про-
ведено 45 исследований.

Выделение и идентификацию микроорганизмов осу-
ществляли согласно существующим стандартным методи-
кам [10, 11]. Для выявления образования биоплёнок ис-
пользовали 96-луночные полистироловые планшеты [7]. 
Изоляты культивировали в мясо-пептонном бульоне при 
температуре 37 °С. Удаляли планктонные клетки из лунок, 
плёнки окрашивали с использованием 1%-ного раствора 
кристаллвиолета с последующей инкубацией в течение 
45 минут при комнатной температуре. После трёхкратного 
промывания дистиллированной водой осуществляли 
экстракцию краски из плёнки путём добавления этанола. 
С помощью спектрофотометра Multiscan Plus измеряли 
оптическую плотность (ОП) раствора при длине волны 
492 нм. Полученные данные интерпретировали следую-
щим образом: при значениях оптической плотности ниже 
0,090 единиц изоляты относили к неплёнкообразующим; 
при 0,090 < OП ≤ 0,180 штаммы характеризовались слабой 
способностью к образованию бактериальной плёнки; при 
0,180 < OП ≤ 0,360 – средней; при OП > 0,360 – высокой. 
Все эксперименты проводили в трёхкратной повторности. 

Статистическую обработку результатов осущест-
вляли в соответствии с общепринятыми методиками [12]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В результате проведённых нами исследований био-
плёнки выявлены у 73,3  ±  11,4  % протестированных 
штаммов. При этом частота встречаемости биоплёнко-
образования у грамотрицательных бактерий составила 
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69,2 ± 11,9 %; стафилококков – 100,0 % (p < 0,05). Среди 
грамотрицательных бактерий биоплёнки выявлены как 
у представителей семейства Enterobacteriaceae, так и не-
ферментирующих грамотрицательных бактерий (НГОБ) 
(рис. 1).
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Рис.  1. Частота выявления биоплёнок у бактерий различных 
таксономических групп (%).

Fig.  1. The frequency of detection of biofilms in bacteria of various 
taxonomic groups (%).

При этом среди энтеробактерий свойство био-
плёнкообразования установлено у K.  pneumoniae и 
S. marcescens, а кишечная палочка, напротив, характери-
зовалась отсутствием БП. Различий в частоте встречаемо-
сти биоплёнок у неферментирующих грамотрицательных 
бактерий (P. aeruginosa и A. calcoaceticus / baumannii) не 
установлено (около 70  %). Среди стафилококков спо-
собность к формированию биоплёнок выявлена как у 
S. epidermidis, так и S. haemolyticus.

Оценка биоплёнкообразования штаммов, выде-
ленных из различных локусов, показала, что изоляты из 
клинически значимых локусов (кровь, мокрота, смыв с 
трахеобронхиального дерева, раневое отделяемое, жид-
кость брюшной полости) продемонстрировали наличие 
биоплёнок в 75,0  % случаев; из локусов мониторинга 
(зев) – в 66,7 % (p > 0,05). Следует отметить, что штаммы, 
выделенные из трёх клинически значимых локусов, во 

всех случаях обладали способностью к формированию 
БП (рис. 2).

Оценка активности биоплёнкообразования у иссле-
дованных изолятов показала, что средний уровень ад-
сорбции кристаллвиолета этанолом составил 0,272 ± 0,04 
единиц оптической плотности. При этом среди грамо-
трицательных микроорганизмов данный показатель 
был значимо (p < 0,01) более высоким по сравнению с 
грамположительными кокками (0,302 ± 0,04 и 0,134 ± 0,01 
единиц ОП соответственно). У энтеробактерий степень 
пленкообразования составила 0,368 ± 0,06 единиц ОП, у 
НГОБ – 0,269 ± 0,02 единиц ОП (p > 0,05). 

В результате сравнения степени биоплёнкообра-
зования у бактерий различных видов установлено, что 
штаммы K. pneumoniae, выделенные от пациентов с сеп-
сисом, характеризовались самой высокой активностью 
биоплёнкообразования (0,445 ± 0,05 единиц оптической 
плотности). Минимальная степень активности биоплён-
кообразования выявлена у штамма S. haemolуticus (рис. 3). 
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Fig. 3. Comparative characteristics of the activity of biofilm formation of 
microorganisms of different species (in units of OD).

Результаты спектрофотометрического исследования 
показали, что исследованные изоляты распределились 
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Fig. 2. Biofilm formation of bacteria isolated from various loci (%).
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следующим образом: у 26,7  % штаммов способность к 
образованию биоплёнок не выявлена. Большая часть 
протестированных микроорганизмов характеризовалась 
средней степенью активности биоплёнкообразования; 
пятая часть штаммов – слабой степенью, а высокая 
активность пленкообразования установлена только у 
13,3 % изолятов.

Средняя степень биоплёнкообразования штаммов 
из локусов мониторинга и клинически значимых локусов 
составила 0,297 ± 0,002 единиц ОП и 0,266 ± 0,05 единиц 
ОП соответственно (p  >  0,05). Следует отметить, что 
штаммы, выделенные из зева, характеризовались только 
средней степенью биоплёнкообразования. В то же время 
в отношении изолятов из клинически значимых локусов 
установлена большая вариабельность данного свойства. 
Так, у третьей части штаммов, полученных из клинически 
значимых локусов, выявлена средняя степень активности 
биоплёнкообразования; у четвертой части – слабая. Кро-
ме того, высокая степень биоплёнкообразования была 
установлена только у изолятов из клинически значимых 
локусов (кровь и мокрота от пациентов с сепсисом). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, установлено, что большая часть 
штаммов (энтеробактерий, неферментирующих грамо-
трицательных бактерий, стафилококков), изолированных 
от больных с тяжёлыми формами гнойно-септических ин-
фекций, обладали способностью к биоплёнкообразованию 
(73,3 ± 11,4 %). Частота встречаемости БП у грамотрица-
тельных бактерий составила 69,2 ± 11,9 %, у стафилококков 
была значимо (p < 0,05) более высокой (100,0 %). В то же 
время степень активности биоплёнкообразования среди 
грамотрицательных бактерий значительно (p < 0,01) пре-
вышала аналогичный показатель среди стафилококков 
(0,302 ± 0,04 и 0,134 ± 0,01 единиц ОП соответственно). 
Самая высокая активность биоплёнкообразования вы-
явлена у штаммов K. pneumoniae, изолированных от паци-
ентов с сепсисом (0,445 ± 0,05 единиц ОП), наименьшая – у 
S. haemolуticus (0,095 ± 0,05 единиц ОП).

Значимых различий в частоте встречаемости БП 
у штаммов, изолированных из клинически значимых 
локусов и локусов мониторинга, не выявлено. Однако 
они характеризовались разной степенью активности 
биоплёнкообразования. Так, у штаммов, выделенных из 
локуса мониторинга (зев), активность биоплёнкообра-
зования находилась в пределах от 0,180 до 0,360 единиц 
ОП. Высокая степень биоплёнкообразования (выше 
0,360 единиц ОП) была установлена только у изолятов 
из клинически значимых локусов (кровь и мокрота от 
пациентов с сепсисом).

Установленная способность к биоплёнкообразова-
нию большинства микроорганизмов, изолированных 
от больных с гнойно-септическими инфекциями, свиде-
тельствует о необходимости разработки мер профилак-
тики инфекций, вызванных биоплёнками в медицинских 
организациях.
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