
18

 ADVANCES IN CURRENT NATURAL SCIENCES    №11, 2014 

 MEDICAL SCIENCES 
УДК 616.717/.718–018.46–002:616–022.7–026.569

БИОПЛЕНКООБРАЗУЮЩАЯ СПОСОБНОСТЬ ВЫдЕЛЕННЫХ  
ИЗ РАН БОЛЬНЫХ ХРОНИЧЕСКИМ ОСТЕОМИЕЛИТОМ ШТАММОВ 

STAPHYLOCOCCUS AUREUS И PSEUDOMONAS AERUGINOSA  
И ИХ АССОЦИАЦИЙ, ПОЛУЧЕННЫХ IN VITRO

Шипицына И.В., Осипова Е.В. 
ФГБУ «Российский научный центр «Восстановительная травматология и ортопедия»  

им. акад. Г.А. Илизарова Минздрава России», Курган, е-mail: office@ilizarov.ru

Исследована биопленкообразующая способность 12 клинических штаммов бактерий, принадлежащих 
к 2 таксонам, выделенных у 6 пациентов с хроническим остеомиелитом длинных трубчатых костей из сви-
щей в дооперационном периоде и из очага воспаления во время операции. Уровень биопленкообразования 
зависел от адгезивной способности бактерий, населяющих биопленку. Штаммы S. aureus и P. aeruginosа 
с различной степенью интенсивности формировали биопленку на поверхности 96-луночного планшета 
и стекла. В составе ассоциации (S. aureus + P. aeruginosa) адгезивная активность исследуемых микроорга-
низмов увеличивалась, что приводило к росту биопленки. 
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BIOFILM-FORMING POTENTIAL OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS  
AND PSEUDOMONAS AERUGINOSA STRAINS FROM THE WOUNDS  

OF PATIENTS WITH CHRONIC OSTEOMYELITIS AND THEIR ASSOCIATIONS 
OBTAINED IN VITRO 
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Biofilm-forming potential has been studied for 12 clinical strains of bacteria belonging to two taxons and 
isolated in 6 patients with chronic osteomyelitis of long tubular bones from fistulas preoperatively and from 
inflammation focus – intraoperatively. The level of biofilm-formation depended on adhesive ability of the bacteria 
occupying biofilm. S. aureus and P. aeruginosа strains formed biofilm on the surface of 96-hole plate and glass with 
different degree of intensity. When comprising association (S. aureus + P. aeruginosa) the adhesive activity of the 
microorganisms under study increased, thereby leading to the biofilm growth. 
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Лечение хронического остеомиели-
та длинных трубчатых костей относится 
к одной из сложных и актуальных проблем 
гнойной хирургии [3, 6]. Наиболее частыми 
возбудителями хронического остеомиелита 
являются грамположительные кокки рода 
Staphylococcus spp. с преобладанием штам-
мов S. aureus, и грамотрицательные микро-
организмы (Escherichia coli, Enterobacter 
cloacae, Pseudomonas aeruginosa и др.), 
имеющие более высокую устойчивость 
к антибактериальным препаратам по срав-
нению с грамположительными бактерия-
ми. Состав микрофлоры при хроническом 
остеомиелите изменчив и зависит от формы 
и продолжительности заболевания. Микро-
организмы могут быть представлены как 
в монокультурах, так и в аэробно-анаэроб-
ных ассоциациях, в которых они приобре-
тают новые качества, отсутствующие у со-
ставляющих ее видов [4, 5, 6]. Комплекс 
биологических свойств бактерий-ассоци-
антов определяет их способность к об-
разованию биопленки, в составе которой 
микроорганизмы намного устойчивее к не-

благоприятным воздействиям и недоступны 
для фагоцитоза [7, 9], что свидетельствует 
о большом практическом значении исследо-
ваний, посвященных этиологической роли 
микробных сообществ и их биопленкообра-
зующей способности.

Цель  работы – изучение биопленко-
образующей способности выделенных из 
ран больных хроническим остеомиелитом 
штаммов S. aureus и P. aeruginosa и их ассо-
циаций, полученных in vitro. 

Материалы и методы исследования
Исследована биопленкообразующая способность 

12 клинических штаммов бактерий, принадлежащих 
к 2 таксонам (S. aureus – 6, P. aeruginosa – 6), выде-
ленных в ассоциациях (S. aureus + P. aeruginosa – 6) 
у 6 пациентов с хроническим остеомиелитом длин-
ных трубчатых костей из свищей в дооперационном 
периоде и из очага воспаления во время операции. 

Выделение и идентификацию исследуемых 
штаммов проводили общепринятыми методами1.

Адгезивную активность штаммов изучали на 
модели эритроцитов человека А (ІI) Rh+ по методи-
ке В.И. Брилиса [1]. При оценке адгезивных свойств 

1 Выполнено м.н.с. Л.В. Розовой и Н.В. Годовых
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использовали индекс адгезивности микроорганиз-
мов (ИАМ). Исследование проводили под световым 
микроскопом, учитывая в общей сложности не менее 
50 эритроцитов. Микроорганизмы считали неадге-
зивными при ИАМ – до 1,75; низкоадгезивными – от 
1,76 до 2,5; среднеадгезивными – от 2,51 до 4,0; высо-
коадгезивными – ≥4,1.

Способность к образованию биопленки клини-
ческими штаммами на поверхности 96-луночных 
полистироловых планшетов проводили по мето-
ду G.O. Toole и R. Kolter [8]. По уровню адсорбции 
красителя этанолом, измеренному в единицах оп-
тической плотности (OD630) на фотометре ELx808 
(BioTek, США) при длине волны 630 нм оценивали 
активность формирования биопленки. Для интерпре-
тации полученных данных определяли способность 
штаммами формировать биопленки в соответствии 
с критериями, разработанными Stepanovic S. et al. 
[10]: при значениях OD630 ниже 0,090 – считали, что 
штаммы не обладали способностью к образованию 
биопленки; при 0,090 < OD630 ≤ 0,180 – штаммы обла-
дали слабой; при 0,180 < OD630 ≤ 0,360 – средней; при 
OD630 ≤ 0,360 – высокой способностью к образованию 
биопленки. 

Для визуальной и количественной оценки способ-
ности бактерий формировать биопленки на поверхно-
сти покровного стекла использовали стерильные сте-
клянные чашки Петри диаметром 100 мм. В каждую 
чашку помещали стерильное покровное стекло разме-
ром 24х24 мм, на поверхность которого осторожно на-
ливали 200 мкл суточной культуры штамма с концен-
трацией клеток 107 кл/мл и помещали в термостат при 
37 °С. Через 3 часа добавляли мясопептонный бульон 
до 2 мл и помещали в термостат при 37 °С. Через 24 
и 48 часов после инкубации питательную среду сли-
вали, поверхность стекол трижды промывали 1,15 М 
фосфатным буфером, фиксировали 96 ° спиртом, вы-
сушивали, окрашивали раствором генциан-виолета 
в течение 2 минут при комнатной температуре, после 
чего промывали фосфатным буфером.

Ассоциации микроорганизмов in vitro получали пу-
тем смешивания суточных культур штаммов в соотно-
шении 1:1 в лунках планшетов и на покровном стекле.

Цифровые изображения полей зрения получали 
с помощью микроскопа Axio Lab.A1 и модульного 
программного обеспечения ZEN («Carl Zeiss», Гер-
мания). Для определения количественных характе-
ристик использовали программу ImageJ (США). На 
цифровых изображениях препаратов измеряли пло-
щадь поля зрения и площадь, занимаемую единич-
ными адгезированными клетками и микроколониями. 
Рассчитывали доли единичных адгезированных кле-
ток и микроколоний в площади поля зрения. С каж-
дого препарата вводили не менее 20 случайных полей 
зрения, полученные результаты усредняли.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с помощью программного обеспечения анализа 
данных AtteStat, версия 13.0 [2]. Значимость различий 
между группами проверяли с помощью непараметри-
ческих критериев Вилкоксона и Манна-Уитни. Разли-
чия между группами наблюдений считали статисти-
чески значимыми при Р < 0,05. 

Результаты исследования  
и их обсуждение

При определении ИАМ установле-
но, что штаммы S. aureus обладали низ-

коадгезивными (2,24 усл. ед.), штаммы  
P. aeruginosa – среднеадгезивными свой-
ствами (2,50 усл. ед.).

По данным фотометрического анализа 
наиболее активно биопленку на поверхно-
сти 96-луночного полистиролового план-
шета формировали штаммы P. aeruginosa, 
о чем свидетельствуют средние значения 
OD630 (рис. 1). Штаммы S. aureus характе-
ризовались низкой способностью к фор-
мированию биопленки, что согласуется 
с данными адгезивной способности микро-
организмов. 

Через 48 ч наблюдали активный рост 
биопленок по сравнению с контролем, что 
подтверждается значениями оптической 
плотности. Интенсивность биопленкоо-
бразования ассоциации микроорганизмов  
(S. aureus + P. aeruginosa) была в 1,6 раза 
выше по сравнению с уровнем биопленко-
образования чистыми культурами исследу-
емых клинических штаммов. 

В отличие от полистирола на поверх-
ности покровного стекла способность к об-
разованию биопленки была более выражена 
у штаммов S. aureus, о чем свидетельству-
ет доля их микроколоний в площади поля 
зрения через 24 и 48 часов (рис. 2). В тоже 
время, у штаммов P. аeruginosа наблюда-
ли более выраженную адгезию единичных 
клеток, доля которых в площади поля зре-
ния в 3 раза превышала долю единичных 
адгезированных клеток штаммов S. aureus. 

Отмечены различия и в структуре био-
пленок, определяемой размерами и долей 
микроколоний в площади поля зрения. 
Так, через 24 ч в биопленке, образован-
ной штаммами S. aureus на поверхности 
стекла преобладали микроколонии раз-
мером до 10 мкм2, в биопленках штаммов  
P. аeruginosа и ассоциации микроорганиз-
мов большую часть площади занимали 
микроколонии размером от 10 до 100 мкм2. 
Кроме того, в биопленках штаммов  
P. аeruginosа отсутствовали микроколонии 
размером от 1000 до 10 000 мкм2, имеющих-
ся в составе биопленок у штаммов S. aureus 
и ассоциации бактерий.

Через 48 ч происходило уменьше-
ние доли микроколоний, образованных 
штаммами S. aureus и увеличение доли 
микроколоний, образованных штаммами  
P. аeruginosа, способность к образованию 
биопленки ассоциацией микроорганизмов 
оставалась прежней, что было связано с из-
менением соотношения микроколоний раз-
личного размера. Так, в биопленках штам-
мов S. aureus наблюдали уменьшение доли 
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микроколоний всех размеров. В биопленках, 
образованных штаммами P. аeruginosа, напро-
тив, происходило увеличение долей микро-
колоний всех размеров и появление микро-
колоний размером от 1000 до 10 000 мкм2. 
В биопленках, образованных ассоциацией 

микроорганизмов (S. aureus + P. aeruginosa) 
уменьшалась доля микроколоний размером 
до 100 мкм2 и одновременно, в 3,7 раза, уве-
личивалась доля микроколоний размером 
от 1000 до 10 000 мкм2, которые и занимали 
большую часть поверхности стекла. 

Рис. 1. Изменение средней оптической плотности красителя в лунках полистироловых  
планшетов, отражающей интенсивность формирования биопленки на их поверхности, 

штаммами S. aureus и P. аeruginosа и их ассоциациями, полученными in vitro.  
* Р < 0,001 – различия значимы по сравнению с контролем

Необходимо отметить, что доли микро-
колоний, образованные чистыми культура-
ми штаммов на данном сроке наблюдения, 
были меньше доли микроколоний, образо-
ванных ассоциацией микроорганизмов. 

Известно, что микробные биопленки от-
ветственны за этиологию и патогенез мно-
гих острых и хронических бактериальных 
инфекций у человека, в том числе и при 
хроническом остеомиелите. 

Рис. 2. Соотношение долей микроколоний, образованных штаммами S. aureus и P. аeruginosа  
и их ассоциациями, полученными in vitro, на поверхности покровного стекла через 24 и 48 часов.  

* Р < 0,005 – различия значимы по сравнению с предыдущим сроком наблюдения

При формировании биопленок у многих 
бактерий происходит переключение систем 
метаболизма от свободноживущего к ор-
ганизованному «общественному» образу 
жизни (Quorum Sensing), более характерно-
му для многоклеточных микроорганизмов. 
В составе таких сообществ микроорганиз-
мы приобретают устойчивость к антибакте-

риальным препаратам и факторам иммун-
ной защиты макроорганизма [5, 7, 9]. 

Выводы
Результаты проведенного исследования 

показали, что уровень биопленкообразова-
ния зависит не только от адгезивной способ-
ности штаммов, населяющих биопленку, но 
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и от поверхности, к которой прикрепляются 
бактерии. Так, несмотря на низкоадгезивные 
свойства, штаммы S. aureus активно форми-
ровали микроколонии на поверхности стек-
ла. Среднеадгезивные штаммы P. aeruginosа 
обладали более выраженной способностью 
к образованию микроколоний на поверх-
ности полистиролового планшета. Данный 
факт свидетельствует о том, что микроор-
ганизмы адаптируются к новым условиям 
за счет набора вирулентных свойств, опре-
деляющих адгезию бактериальных клеток 
к различным поверхностям. Биопленкоо-
бразующая способность ассоциации микро-
организмов: S. aureus + P. aeruginosa, была 
выше по сравнению с чистыми культурами 
исследуемых штаммов, что объясняется 
определенными взаимоотношениями, ха-
рактер которых зависит от физиологических 
особенностей и потребностей совместно 
развивающихся микробов [9]. Cпособность 
клинических штаммов бактерий формиро-
вать биопленки in vitro на поверхности раз-
личных носителей, свидетельствует об их 
возможности колонизировать ткани организ-
ма и вызывать хронизацию инфекционного 
процесса при остеомиелите.
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