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Цель: анализ образования биопленок у микроорганизмов, выделенных от пациентов детского стационара с тяжелыми 
гнойно-септическими заболеваниями. Материал и методы. Способность к биопленкообразованию изучали у микроорга-
низмов, выделенных от 32 пациентов 1–15 лет с сепсисом, острым гематогенным остеомиелитом, перитонитом и пнев-
монией, в  отделении реанимации и  интенсивной терапии детского многопрофильного стационара регионального 
уровня. Материалом для исследования служили кровь, мокрота, смывы с трахеобронхиального дерева, зева, раневое 
отделяемое, жидкость брюшной полости. Результаты. Способностью к  биопленкообразованию обладали все исследо-
ванные штаммы, при этом большая их часть формировала умеренно выраженные биопленки. Заключение. Повсемест-
ное распространение биопленочных инфекций можно отнести к важнейшим факторам сохранения и распространения 
микроорганизмов в медицинских учреждениях, которые существенно ограничивают профилактические и лечебные 
мероприятия.
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Objective: The study objective is to analyze biofilm formation in microorganisms isolated from patients of children’s hospital 
with severe purulent septic diseases. Methods: The ability to biofilm formation was studied in microorganisms isolated from 32 
patients aged from 1 to 15 y.o. with sepsis, acute hematogenous osteomyelitis, peritonitis, and pneumonia in intensive care 
unit of regional general children’s hospital. Blood, phlegm, bronchial and oropharyngeal washings, wound fluid, peritoneal flu-
id served as specimens. Results: All tested strains have the ability to biofilm formation; moreover, the majority of them formed 
moderate biofilms. Conclusions: The common spread of biofilm infections can be related to the most important factors of pres-
ervation and distribution of microorganisms in health facilities which significantly limit preventive and therapeutic measures.
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Среди задач здравоохранения важное место занима-
ют прогнозирование и предотвращение инфекций, 
которые влияют на качество медицинской помощи 
населению и приводят к значительному экономиче-
скому ущербу [1, 2]. Несмотря на то, что изучением 
характеристик штаммов, циркулирующих во вну-
трибольничной среде, активно занимаются во всем 
мире, в том числе и в Российской Федерации, работ 
по оценке способности этих микроорганизмов обра-
зовывать биопленки явно недостаточно. Между тем 
данная характеристика имеет особое значение, так 
как в составе биопленок микробные клетки выжива-
ют при стандартной обработке дезинфектантами, что 
способствует их сохранению во внутрибольничной 
среде.

Цель настоящего исследования состояла в анализе 
образования биопленок у микроорганизмов, выделен-
ных от пациентов детского стационара с тяжелыми 
гнойно-септическими заболеваниями.

Материал и методы

Обследовано 32 пациента в возрасте от 1 года до 15 
лет с тяжелыми инфекционными заболеваниями (сеп-
сис, острый гематогенный остеомиелит, перитонит, 
пневмония), находившихся на лечении в отделении 
реанимации и интенсивной терапии детского много-
профильного стационара регионального уровня (г. Ир-
кутск) с января 2018 г. по апрель 2019 г. Материалом 
для исследования служили кровь, мокрота, смывы из 
трахеобронхиального дерева и зева, раневое отделяе-
мое, жидкость из брюшной полости. Идентификацию 
36 выделенных штаммов осуществляли бактериоло-
гическим методом с учетом морфологических, куль-
туральных и биохимических свойств.

Биопленкообразование изучали путем определения 
способности микроорганизмов к адгезии на поверхно-
сти 96-луночного стерильного плоскодонного пласти-
кового иммунологического планшета (производство 
фирмы Greiner Bio-One). Использовали суточную куль-
туру бактерий в планктонной фазе, суспендированную 
в мясо-пептонном бульоне. Стартовая концентрация 
культур доводилась до одной единицы оптической 
плотности (ОП). Тестируемые штаммы инокулиро-
вали по 150 мкл в лунку. Контролем фона служил 
стерильный бульон. Планшеты культивировали во 
влажной камере в термостате в течение 48 часов. По 
окончании инкубации измеряли ОП бактериальной 
суспензии, затем планктонные клетки удаляли из лу-
нок пипетированием, планшет трехкратно промывали 
стерильной дистиллированной водой. После этого про-
водили окраску биопленок: в лунки добавляли 150 мкл 
дистиллированной воды и 20 мкл 1 % генцианвиолета 
и инкубировали в течение 45 мин. при комнатной 
температуре. Несвязавшийся краситель удаляли пу-
тем трехкратной отмывки дистиллированной водой. 
После этого в лунку добавляли 200 мкл 95 % этанола 
для экстракции связавшегося с биомассой красителя 

и измеряли ОП раствора при длине волны 492 нм (ин-
тенсивность окрашивания соответствовала степени 
пленкообразования). Все действия для контрольных 
лунок были аналогичны таковым для опытных образ-
цов. Количественным выражением активности обра-
зования биопленок служили значения ОП, измеряемые 
на спектрофотометре Multiscan Plus [3].

Для определения контрольного значения опти-
ческой плотности (ОПк) и установления исходного 
уровня, превышение которого можно интерпретиро-
вать как способность формировать биопленку, взяли 
следующую формулу [4, 5]:

ОПк = ХсрОПк + 3 ∙ SПк,

где ХсрОПк – среднее арифметическое значение опти-
ческой плотности, измеренной для контрольных лунок, 
SПк – среднеквадратичное (стандартное) отклонение 
контрольных значений.

Интерпретация оценки степени биопленкообра-
зования: ОП≤ОПк – отсутствует; ОПк<ОП≤2ОПк – 
низкая; 2ОПк<ОП≤4ОПк – умеренная; ОП>4ОПк – 
значительная.

Интенсивность прироста (ИП) бактериальной су-
спензии определяли по формуле:

ИП = ОП48 : ОП0,

где ОП48 – оптическая плотность суспензии бактерий 
через 48 часов культивирования, ОП0 – исходная оп-
тическая плотность.

Если показатель был равен 1, прирост отсутствовал, 
от 1 до 2 – был слабым, больше 2 – значительным.

Результаты исследований

Большая часть выделенных микроорганизмов отно-
силась к клебсиеллам и ацинетобактерам (табл. 1). 
Большинство штаммов обладало значительной ско-
ростью роста, то есть за 48 часов культивирования 
ОП увеличивалась более чем в два раза по сравнению 
с начальной. Способностью к биопленкообразованию 
обладали все исследуемые микроорганизмы, при этом 

Таблица 1
Виды микроорганизмов, выделенных из биоматериала

Вид Кол-во штаммов, абс.

Klebsiella pneumoniae 12
Acinetobacter baumannii  9
Stenotrophomonas maltophilia  5
Pseudomonas aeruginosa  3
Enterobacter cloacae  2
Acinetobacter lwoffii  1
Escherichia coli  1
Serratia marcescens  1
Staphylococcus epidermidis  1
Staphylococcus haemolyticus  1
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Таблица 2
Характеристика исследуемых штаммов бактерий 

по скорости роста и степени биопленкообразования

Показатель Градация Кол-во штаммов, %

Интенсивность 
прироста

Отсутствует  5
Слабая 17
Значительная 78

Биопленко-
образование

Отсутствует  0
Слабое 17
Умеренное 64
Значительное 19

Таблица 3
Скорость роста и степень биопленкообразования штаммов 

возбудителей госпитальных инфекций

Показатель Вид микроорганизма Кол-во 
штаммов, абс.

И
нт

ен
си

вн
ос

ть
 п

ри
ро

ст
а

Отсутствует
E. coli 1
K. pneumoniae 1

Слабая
K. pneumoniae 2
A. baumannii 2
E. cloacae 2

Значительная

K. pneumoniae 9
A. baumannii 7
S. maltophilia 5
P. aeruginosa 3
S. marcescens 1
S. epidermidis 1
S. haemolyticus 1
A. lwoffii 1

С
те

пе
нь

 б
ио

пл
ен

ко
об

ра
зо

ва
ни

я

Слабая

K. pneumoniae 3
A. baumannii 1
S. epidermidis 1
S. haemolyticus 1

Умеренная

K. pneumoniae 8
A. baumannii 4
S. maltophilia 4
P. aeruginosa 2
E. cloacae 2
E. coli 1
S. marcescens 1
A. lwoffii 1

Значительная

A. baumannii 4
K. pneumoniae 1
S. maltophilia 1
P. aeruginosa 1

большая их часть формировала умеренно выраженные 
пленки (табл. 2).

Наглядным примером выраженного разнообразия 
по исследуемым показателям стала K. pneu mo niae, пре-
обладавшая в данной выборке. Большая часть штаммов 
этого вида (75 %) продемонстрировала значительную 
скорость роста, однако, встречались штаммы, как со 
слабым ростом, так и с его отсутствием. Аналогичный 
разброс данных отмечался и в отношении биоплен-
кообразования. Данный вид образовывал преиму-
щественно умеренные биопленки, но некоторые его 
штаммы характеризовались слабым биопленкообра-
зованием. Подобным же разнообразием обладал еще 
один важный представитель госпитальных инфекций – 
A. baumannii, большинство штаммов которого (78 %) 
имело значительную скорость роста и преимущест-
венно повышенную и умеренную степени биопленко-
образования (табл. 3).

Предварительный анализ взаимосвязи между ло-
кусом выделения микроорганизма и его способностью 
к биопленкообразованию, проведенный на небольшой 
выборке (36 штаммов), позволил отметить, что 75 % 
культур, выделенных из крови, характеризовались 
преимущественно низкой и умеренной способностью 
к формированию биопленок, тогда как культуры, вы-
деленные из верхних дыхательных путей, чаще (92 %) 
демонстрировали среднюю способность к биоплен-
кообразованию.

Обсуждение полученных данных

Биопленка – особая форма существования бактерий, 
соединенных между собой и фиксированных на раз-
личных поверхностях (имплантатах, искусственных 
сердечных клапанах, катетерах, шунтах и  т.д.), ха-
рактеризующаяся физиологической и функциональ-
ной стабильностью [6, 7]. Бактерии, циркулирующие 
во внутрибольничной среде, такие как P. aeru gi no sa, 
A. bau man nii, K. pneumoniae и другие, отличаются по-
вышенной способностью к формированию биопленок, 
которая стимулируется неадекватной антибиотико-
терапией и использованием дезинфектантов [8–10]. 
Повышенная антибиотикорезистентность госпиталь-
ных штаммов, способных формировать пленчатые 

структуры, значительно затрудняет лечение и может 
приводить к серьезным последствиям для пациентов 
[11–13]. Из представленного материала становится 
очевидным, что территориями наиболее высокого 
риска возникновения инфекционных осложнений 
в  стационарах становятся отделения реанимации 
и интенсивной терапии, где из-за наличия наиболее 
тяжелых, иммунокомпрометированных пациентов 
подобные процессы адаптации микробных сообществ 
проявляются наиболее активно.

Оценка биопленкообразования среди микроор-
ганизмов, выделенных из разных локусов пациентов, 
находившихся на лечении в отделении реанимации 
и интенсивной терапии детского многопрофильного 
стационара, свидетельствует, что этой способностью 
обладали все госпитальные штаммы. Так, клебсиел-
лы демонстрировали значительную скорость роста 
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и  умеренное биопленкообразование, а  представи-
тели вида A. baumannii при значительной скорости 
роста  – умеренное и  выраженное биопленкообра-
зование. Близкими количественными показателями 
характеризовались и другие госпитальные штаммы. 
Таким образом, микроорганизмам, имеющим более 
выраженную природную резистентность, свойственны 
и более высокие показатели скорости роста и биоплен-
кообразования.

Заключение

Повсеместное распространение биопленочных инфек-
ций можно отнести к важнейшим факторам сохра-
нения и распространения микроорганизмов в меди-
цинских учреждениях, которые существенно ограни-
чивают профилактические и лечебные мероприятия. 
Результаты исследования показали, что большинство 
госпитальных штаммов обладает способностью про-
дуцировать биопленки. Это может способствовать их 
повышенной устойчивости и сопровождаться увели-
чением заболеваемости внутрибольничными инфек-
циями.
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