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Аннотация

Проблема профилактики и лечения инфек�
ционных заболеваний является одной из при�
оритетных в здравоохранении. В общей струк�

туре хирургической заболеваемости гнойно�
воспалительные процессы занимают одно из ве�
дущих мест и наблюдаются у 40�60% всех хирур�
гических пациентов [1, 2].
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На современном этапе отмечено изменение�
клинической симптоматики и течения хирур�

гической инфекции, что проявляется в увеличе�
нии числа тяжело протекающих и не поддаю�
щихся стандартному лечению осложненных �
форм гнойных заболеваний; удлинении сроков
лечения, особенно на госпитальном этапе; уча�
щении случаев стертых форм и атипичного те�
чения хирургической инфекции [3].

Недостаточная эффективность проводимо�
го лечения хирургической инфекции в опреде�
ленной мере объясняется наличием у микроор�
ганизмов действенных механизмов защиты от
внешних повреждающих факторов. Повсемес�
тное применение в медицинской практике анти�
бактериальных (АБ) препаратов широкого
спектра действия способствует селекции резис�
тентной флоры. В последнее десятилетие изуче�
нию механизмов выживания бактерий придает�
ся особое значение [4].

В настоящее время основной частью мик�
робиологов признано, что большинство мик�
роорганизмов в естественных и искусственно
созданных окружающих средах существует в
виде структурированных, прикрепленных к
поверхности сообществ – биопленок (БП)
[5]. Биопленка – микробное сообщество, ха�
рактеризующееся клетками, которые при�
креплены к поверхности или друг к другу, зак�
лючены вматрикс синтезированных ими вне�
клеточных полимерных веществ, и демонст�
рируют изменение фенотипа, выражающееся
в изменении параметров роста и экспрессии
специфичных генов [6].

Характерное свойство всех микроорганиз�
мов в составе БП – их поразительная устой�
чивость к физическим и биохимическим воз�
действиям, включающим АБ�резистентность
[7]. Несмотря на то, что этотфеномен при�
знан много лет, его биологическое обоснова�
ние до сих пор до конца не объяснено. В пре�
делах БП могут происходить физиологичес�
кие изменения, включающие реакцию обще�
го стресса, закрытие ключевых метаболичес�
ких процессов и индукцию защитных меха�
низмов [8]. Популяция клеток в составе БП
гетерогенна, содержит быстро� и медленнора�
стущие бактерии. Ряд из них устойчивы кАБ
за счет экспрессии инактивирующих фермен�
тов, другие – не экспрессируют подобные си�
стемы. Общая резистентность зависит от вза�
имодействия между целой популяцией кле�
ток и терапией, направленной против мульти�
клеточного сообщества [7].

Применение конфокальной сканирую-щей
лазерной микроскопии для исследования био�
плёнок радикально изменило восприятие их
структурных и функциональных особенностей.
Этот метод дал возможность исследовать био�
плёнки in situ без ограничений, с которыми стал�
кивается электронная микроскопия, хотя и при
более низких увеличениях. С помощью конфо�
кальной сканирующей лазерной микроскопии
стало ясно, что структура биоплёнок не являет�
ся гомогенным монослоем микробных клеток.
Матрикс биоплёнки состоит из смеси полисаха�
ридов, белков, нуклеиновых кислот и других ве�
ществ. Бактериальные экзополисахариды –
главный компонент матрикса биоплёнки, кото�
рый некоторые авторы называют также глико�
каликсом или слизистым чехлом. Основным его
компонентом является связанная вода. Все
биоплёнки высоко гидратированы, некоторые
до 73% состоят из внеклеточного материала,
включая водные каналы и экзополисахариды. У
большинства видов зкзополисахаридный мат�
рикс состоит из альгината и является преиму�
щественно анионным. Матрикс является
трехмерной структурой, которая окружает,
закрепляет и защищает прикрепленные к раз�
личным поверхностям микроколонии бакте�
рий [8, 9, 10, 11].

В химическом отношении матрикс био�
плёнки неоднороден и различается у разных
микроорганизмов [12, 13, 14]. Экстрацеллю�
лярный слой содержит до 40–95% полисахари�
дов [15,16]. Концентрация других химичес�
ких компонентов очень сильно варьирует.
Доля белков может составлять до 60%, липи�
дов до 40% и нуклеиновых кислот 1�20%. Дан�
ные соединения находятся в гидратирован�
ном состоянии, так как 80�90% объема био�
пленки занимает вода [14].

Исследования показали, что ��лактамные
антибиотики деактивируются в поверхност�
ных слоях биоплёнки значительно быстрее,
чем проникают через матрикс биоплёнок,
сформированных ��лактамазпозитивными K.
pneumoniae. Положительно заряженные молеку�
лы аминогликозидов притягиваются к негатив�
но заряженным полимерам матрикса, снижая
скорость их проникновения, что даёт время
бактериям выработать адаптивный стрессовый
ответ. Исследования показали, что скорость
проникновения аминогликозидов через мат�
рикс биоплёнок P.aeruginosa значительно сни�
жалась из�за связи с внеклеточнымальгинатом,
однако затем в значительной степени восста�
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навливалась при добавлении альгинатлиазы.
Отмечено, что слизь, полученная из БП, значи�
мо снижает активность гликопептидов, даже по
отношению к планктонным формам [17].

Таким образом, биопленка является слож�
ной трехмерной биологической структурой
высшей организации жизнедеятельности мик�
робов, в чем�то напоминающей многоклеточ�
ный организм, обладающий очень важной осо�
бенностью – успешно противостоять внешним
факторам агрессии среды.

Цель
Определить влияние способности микроор�

ганизмов формировать биоплёнку на их чув�
ствительность к антибиотикам.

В ходе проведённого исследования изучены
свойства штаммов американской коллекции
типовых культур с известной способностью
формировать биоплёнку: S.aureus ATCC 6538,
P.aeruginosa ATCC 9027, E.coli ATCC 8739, а так
же изучены свойства 192 клинических изолятов,
полученных из микробиологической лаборато�
рии Республиканского научно�практического
центра «Инфекция в хирургии» (РЦИХ). Забор
микробиологического материала проводился в
ожоговом отделении, в реанимационном отде�
лении и в отделении гнойной хирургии УЗ «Ви�
тебская областная клиническая больница» в
течение 2011�2014 года. Изучение микробных
биоплёнок проводили с помощью ранее разра�
ботанных методов [18].

Для определения МПК для планктонных форм
бактерий использовали метод серийных разведе�
ний в жидкой питательной среде. С целью опреде�
ления МПК для бактерий в составе биоплёнки
последнюю формировали в полистироловом
планшете. Эмпирически выявлено, что при ис�
пользовании разработанного метода [18] в лунке
формируется биоплёнка с концентрацией 1,5*108

КОЕ/мл. Затем готовили раствор антибиотика в
бульоне Мюллера�Хинтона в 11 последователь�
ных разведениях. В 11 лунок планшета с биоплен�
кой вносили по 200 мкл раствора антибиотика в
последовательных разведениях. Отрицательным
контролем служила 12 лунка планшета с биоплен�
кой.  Планшет с биопленкой и АБ инкубировали в
термостате при температуре 37 0С в течение 24
часов.  В лунках планшета визуально определя�
ли наличие роста. Минимальное разведение ан�
тибиотика, при котором не наблюдается роста
бактерий, является МПК данного антибиотика
для бактерий в составе биопленки.

С помощью разработанных методов куль�
тивирования и исследования микробных био�
плёнок нами изучены свойства 192 клинических
изолятов, выделенных от пациентов РЦИХ, а
так же коллекционных штаммов S.aureus ATCC
6538, P.aeruginosa ATCC 9027, E.coli ATCC 8739.
Среди изученных штаммов в той или иной сте�
пени способность формировать биоплёнку
была обнаружена у 61,5% изолятов.

При изучении отдельных видов микроор�
ганизмов обнаружено, что наиболее часто
способность формировать биоплёнки встре�
чалась у представителей Acinetobacterspp. (5
изолятов – 100%),  Enterobacteriaceae (5 изоля�
тов – 100%). Так же часто биоплёнку форми�
ровали представители S.aureus (37 изолятов –
65%), P.aeruginosa (65 изолятов – 61%). Наиме�
нее часто формировали микробные сообще�
ства представители S.epidermitidis (5 изолятов –
41,6%), Streptococcusspp. (1 изолят – 33%). Резуль�
таты представлены на рисунке 1.

При изучении результатов измерения тол�
щины микробных биоплёнок обнаружено, что
наиболее высокое значение данного параметра
обнаружено в биоплёнках, сформированных
изолятами P.aeruginosa (79±3,2 мкм). Изоляты
S.aureus и E.coli формировали биоплёнку мень�
шей толщины (56±2,3 мкм и 41±1,9 мкм, соот�
ветственно). Большое количество межклеточ�
ного матрикса и, соответственно, значительная
толщина биопленки может существенно пре�
пятствовать проникновению антисептиков и
антибиотиков к бактериям в составе биоплен�
ки,  что приводит к снижению чувствительнос�
ти микроорганизма к антибактериальным пре�
паратам.Результаты определения толщины
биоплёнки представлены на рисунке 2.

Для изучения выраженности способности
формировать микробные биоплёнки в поли�
стироловом планшете были изучены 57 изо�
лятов P.aeruginosa, способных формировать
микробные биоплёнки. При проведении
учёта результатов выявлено, что 30% изо�
лятов слабо формировали биоплёнку
(n=17), 23% изолятов формировали био�
плёнку в средней степени (n=13), 47% изо�
лятов интенсивно формировали микроб�
ное сообщество (n=27). Результаты исследо�
вания представлены на рисунке 3.

Для изучения эффективности применения
антибактериальных препаратов проведено
сравнение МПК антибиотиков для планктон�
ных форм бактерий и микроорганизмов в со�
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Рис. 1. Частота встречаемости способности микроорганизмов формировать биоплёнки

Рис. 2. Толщина матрикса микробных биоплёнок

ставе биоплёнок. В качестве критериев чув�
ствительности изолята к антибиотикам ис�
пользовались рекомендации Европейского ко�
митета по тестированию антимикробной рези�
стентности (EUCAST).

Изоляты S.aureus  оказались наиболее
чувствительны к ванкомицину и амикаци�
ну (100% чувствительных изолятов), а так
же к фторхинолонам: моксифлоксацин, ле�

вофлоксацин по 100% чувствительных изоля�
тов, ципрофлоксацин � 93% чувствительных
изолятов, ломефлоксацин � 86% чувстви�
тельных изолятов. Несколько большая ре�
зистентность была обнаружена к антибак�
териальным препаратам цефалоспорино�
вого ряда. Так, чувствительность к цефа�
лексину составила 79%, а к цефотаксиму –
72%. Результаты представлены в таблице 1.
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Рис. 3. Способность формировать биоплёнку изолятами P.aeruginosa

Таблица 1. Чувствительность клиническихизолятовS.aureus, планктонные формы

S, % I, % R, % МПК50 МПК90 Средне� Min/max Квартили
геометри�
ческая МПК

Ломефлоксацин 86 7 7 0,5 2 0,48 0,1/5 0,2;1
Цефалексин 79 0 21 0,5 16 1,05 0,25/16 0,25; 8
Моксифлоксацин 100 0 0 0,1 0,2 0,134 0,1/0,2 0,1; 0,2
Левофлоксацин 100 0 0 0,1 0,5 0,15 0,05/0,5 0,1; 0,5
Амикацин 100 0 0 1 1,5 1,06 0,4/8 0,8; 1,5
Ципрофлоксацин 93 0 7 0,1 0,2 0,15 0,05/8 0,1; 0,2
Цефотаксим 72 0 28 1 16 2,2 0,5/32 1; 16
Ванкомицин 100 0 0 1 2 0,9 0,5/2 0,5; 2

Изоляты S.aureus в составе биоплёнки ока�
зались наиболее чувствительны к фторхиноло�
нам: ципрофлоксацин – 86%, левофлоксацин –
64%, моксифлоксацин и ломефлоксацин по
43% чувствительных изолятов. В значительной
степени снизилась чувствительность микроор�
ганизмов в составе биоплёнки по сравнению с
планктонными формами для амикацина (со
100% до 36% чувствительных изолятов) и ван�
комицина (со 100% до 0% чувствительных изо�
лятов). Результаты представлены в таблице 2.

Изоляты P.aeruginosa оказались наиболее
чувствительны к колистину, а так же комбина�
ции пиперациллин+клавунат по 92% чувстви�
тельных изолятов. В меньшей степени были эф�
фективны фторхинолоны: моксифлоксацин и
ципрофлоксацин по 67% чувствительных изо�
лятов, левофлоксацин – 58%. Наименьшая эф�

фективность в отношении клинических изоля�
тов была выявлена у амикацина – 50% чувстви�
тельных изолятов и комбинации цефоперазон�
+клавунат – 33% чувствительных изолятов. Ре�
зультаты представлены в таблице 3.

Изоляты P.aeruginosa в составе биоплёнки
оказались резистентными ко всем изученным
антибактериальным препаратам, что указы�
вает на высокие защитные функции биоплён�
ки. В случае образования данными изолятами
биоплёнки invivoвероятноснижение эффек�
тивности применения данных антибиотиков в
клинической практике. Результаты представ�
лены в таблице 4.

При изучении чувствительности бактерий в
составе биоплёнки выявлено, что МПК90 изу�
ченных антибиотиков увеличилась от 2,5 до 300
раз по сравнению с планктонными формами
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Таблица 2. Чувствительность клинических изолятов S.aureus в составе биоплёнки

S, % I, % R, % МПК50 МПК90 Средне� Min/max Квартили
геометри�
ческая МПК

Ломефлоксацин 43 0 57 2,2 4,8 2,07 0,6/19 0,25; 1,5
Цефалексин 14 0 86 112,5 300 45,8 2,4/600 4,8; 150
Моксифлоксацин 43 21 36 0,8 2,2 0,58 0,025/3,1 0,5; 1,1
Левофлоксацин 64 21 15 0,5 2,2 0,58 0,2/4,5 1,1; 4,5
Амикацин 36 28 36 9 19 8,4 0,5/38 4,8; 19
Ципрофлоксацин 86 0 14 1,1 1,5 0,9 0,2/19 0,4; 1,1
Цефотаксим 28 0 72 4,5 128 8,8 0,6/300 1,2; 64
Ванкомицин 0 0 100 19 600 37,6 4,5/600 4,8; 300

S, % I, % R, % МПК50 МПК90 Средне� Min/max Квартили
геометри�
ческая МПК

Амикацин 50 8 42 8 60 5,75 0,38/100 0,38; 60
Левофлоксацин 58 0 42 0,2 30 1,12 0,09/30 0,14; 24,5
Колистин 92 0 8 2 4 1,88 0,5/16 1; 3
Моксифлоксацин 67 0 33 0,2 16 0,8 0,04/16 0,19; 16
Ципрофлоксацин 67 8 25 0,04 16 0,15 0,005/16 0,02; 8,37
Цефоперазон+ 33 0 67 32 128 30 4/128 8; 96
клавуланат

S, % I, % R, % МПК50 МПК90 Средне� Min/max Квартили
геометри�
ческая МПК

Амикацин 0 0 100 100 500 92 16/500 46,5; 162,5
Левофлоксацин 0 0 100 50 100 41,7 6/400 25; 75
Колистин 0 0 100 32 128 28,5 8/128 12; 48
Моксифлоксацин 0 0 100 62 200 61,3 16/500 40,5; 62
Ципрофлоксацин 0 0 100 62 200 38,5 2/500 12; 162
Цефоперазон+ 0 0 100 800 800 800 400/800 800; 800
клавуланат
Пиперациллин+ 0 0 100 800 800 800 800/800 800; 800
клавуланат

S.aureus. Результаты представлены на рисунке 4.
Так же обнаружено, что МПК90 изученных анти�
биотиков увеличилась от 10 до 50 раз для синег�
нойной палочки в составе биоплёнок по сравне�
нию с планктонными формами. Результаты
представлены на рисунке 5.

Выявлена достоверная сильная положи�
тельная корреляция между толщиной сфор�
мированной биоплёнки и количеством анти�
бактериальных препаратов, к которым мик�
роорганизм резистентный (r=0,72, p<0,05).
Так же обнаружена достоверная положитель�
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ная корреляция между толщиной биоплён�
ки и значением МПК для амикацина
(r=0,61, p0,05), левофлоксацина (r=0,77,
p0,05), ципрофлоксацина (r=0,69, p0,05) и
моксифлоксацина (r=0,72, p0,05).

При оценке чувствительности S.aureus  к
антибактериальным препаратам выявлено,
что моксифлоксацин и левофлоксацин
оказались более эффективными препара�
тами для планктонных форм бактерий, чем

90
антибиотиков для планктонных форм 

90
антибиотиков для планктонных форм 

ципрофлоксацин, однако при определении
чувствительности S.aureus  в составе био�
плёнки ципрофлоксацин оказался до 2 раз
более эффективным препаратом. Получен�
ные данные указывают, что определение
чувствительности бактерий в составе био�
плёнки к антибиотикамвлияет на выбор
антибактериального препарата, а так же на
формирование протоколов эмпирической
антибактериальной терапии.
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1. Основные возбудители хирургической ин�
фекции, выделенные из гнойных ран, в
большинстве случаев (более 60%) облада�
ют способностью формировать микробные
сообщества – биоплёнки. При этом среди
изученных микроорганизмов у представите�
лей Acinetobacterspp. и Enterobacteriaceae, P.
aeruginosa, S.aureus данная способность
наиболее выражена, а у S.epidermitidis и
Streptococcus spp. наименее выражена.

2. Среди изученных возбудителей хирурги�
ческой инфекции биоплёнку наибольшей
толщины формируют представители P.
aeruginosa (79±3,2 мкм). Изоляты S.aureus и
E.coli формируют биоплёнку меньшей тол�
щины (56±2,3 мкм и 41±1,9 мкм, соответ�
ственно). При этом обнаружена достоверная
сильная корреляция между толщиной био�
пленки и резистентностью к антибиотикам.

3. Минимальная подавляющая концентрация�
изученных антибиотиков для 90% изолятов

увеличивается до 300 раз для бактерий в со�
ставе биоплёнок по сравнению с их планк�
тонными формами, что снижает их клини�
ческую эффективность.

4. Изоляты S.aureus  в составе биоплёнки
наиболее чувствительны к представителям
фторхинолонов, в то время как изоляты
P.aeruginosa в составе биоплёнки резистен�
тны ко всем изученным антибактериаль�
ным препаратам.

5. Определение чувствительности к анти�
бактериальным препаратам бактерий в
составе биоплёнки необходимо для на�
значения рациональной антибактери�
альной терапии пациенту с хирургичес�
кой инфекцией, а также с целью разра�
ботки протоколов эмпирической анти�
бактериальной терапии.
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