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Цель – изучение биоплёнок, образованных при катетер-ассоциированных инфекциях кровотока (КАИК) в ОРИТ.
Материалы и методы. В исследовании использованы клинические изоляты Klebsiella pneumoniae, выделенные в монокульту-
ре (n=15) и в ассоциациях со Staphylococcus aureus (n=28) от 15 пациентов отделение реанимации и интенсивной терапии 
(ОРИТ) РКБ г. Махачкалы. Культивирование и идентификацию исследуемых штаммов проводили общепринятыми метода-
ми. Определение факта и степени биоплёнкообразования исследуемых штаммов в работе использовали метод, основанный 
на измерении оптической плотности выделенного из биоплёнки красителя. Для выделения изолятов Klebsiella pneumoniae и 
Staphylococcus aureus использованы плексигласовые 96-луночные планшеты. 
Результаты. После культивирования в течение 24 часов рост исследуемых культур отмечали во всех лунках. При этом в 
контрольных лунках наблюдали, что среда осталась прозрачной. По методу, указанного выше, измеряли оптическую плот-
ность экстрагированного красителя в опытных и контрольных лунках. 
Обсуждение. Показатель оптической плотности в лунках с Klebsiella pneumoniae достоверно превышало значение оптиче-
ской плотности в лунках с контролем. Значение оптической плотности в луках со S. aureus также статистически значимо 
был выше, чем в контрольном. Более высокие показатели оптической плотности в исследуемых лунках свидетельствуют об 
образовании биопленок.
Заключение. По результатам исследования установлено, что культура Klebsiella pneumoniae обладает большей способно-
стью к биоплёнкообразованию, чем культура S. aureus при культивировании в течение 24 часов.
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THE STUDY OF BIOFILMS FORMED BY STRAINS OF KLEBSIELLA PNEUMONIAE AND 
STAPHYLOCOCCUS AUREUS IN CATHETER-ASSOCIATED INFECTIONS IN THE ICU

1Dagestan State Medical University of the Ministry of Health of the Russian Federation. 367012, Russia, Makhachkala;
2G. N. Gabrichevskogo Moscow research institute for epidemiology& microbiology, 125212, Moscow, Russia;
3GBUZ «City clinical hospital № 67», 123423, Moscow, Russia

Purpose. The aim is to study biofilms formed during catheter–associated bloodstream infections (CAIC) in the ICU.
Material and methods. The study used isolated clinical isolates of Klebsiella pneumoniae isolated in monoculture (n=15) and in 
association with Staphylococcus aureus (n=28) from 15 patients of the ICU of the Makhachkala RCB. Cultivation and identification of 
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the studied strains were carried out using generally accepted methods. Determination of the fact and degree of biofilm formation of the 
studied strains in the work used a method based on measuring the optical density of the dye isolated from the biofilm. Plexiglass plates 
for enzyme immunoassay were used to isolate isolates of Klebsiella pneumoniae and Staphylococcus aureus. 
Outcomes. After cultivation for 24 hours, the growth of the studied crops was noted in all wells. At the same time, it was observed in 
the control wells that the medium remained transparent. According to the method indicated above, the optical density of the extracted 
dye was measured in experimental and control wells.
Discussion. The optical density index in the wells with Klebsiella pneumoniae significantly exceeded the optical density value in the 
wells with control. The optical density value in S. aureus onions was also statistically significantly higher than in the control. Higher 
optical density values in the studied wells indicate the formation of biofilms.
Conclusion. According to the results of the study, it was found that the Klebsiella pneumoniae culture has a greater ability to biofilm 
formation than the S. aureus culture when cultivated for 24 hours.
Key words: bacterial biofilms; Klebsiella pneumoniae; Staphylococcus aureus; culturing; catheter-associated bloodstream infections; 
intensive care unit 
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Введение. Отделение реанимации и интенсивной 
терапии (ОРИТ) является одним из основных источни-
ков возбудителей ИСМП, при этом риск заражения в 
3-10 раз выше, чем в палатах других отделений стаци-
онара [1]. Понимание тяжести и характера инфекций, 
связанных с ОРИТ, остается приоритетом с целью про-
филактики ИСМП, улучшения лечения и снижения по-
казателей смертности.

Значительная доля зарегистрированных ИСМП 
имеет бактериальную этиологию [2]. Большинство ми-
кроорганизмов образуют многоклеточные скопления, 
называемые биоплёнками. 99 % бактерий в естествен-
ной среде обитания образуют биоплёнки [3-5]. Около 
80 % инфекций, поражающих различные органы и си-
стемы, - биоплёночные инфекции [6-8]. Способность 
образовывать биоплёнки защищает микроорганизмы 
от экстремальных условий окружающей среды [9]. В 
последние годы бактериальные биоплёнки, продуциру-
емые патогенами человека, стали особенно актуальны 
для изучения в связи с их повышенной устойчивости 
не только к эффекторам иммунной системы организ-
ма-хозяина, но и к антимикробным препаратам (АМП) 
[10].

Staphylococcus aureus и Klebsiella pneumoniae свя-
заны с развитием ИСМП, их устойчивость к АМП се-
рьёзно ограничивает возможности лечения инфекций, 
вызванных этими патогенами [11].

Klebsiella pneumoniae - грамотрицательные бакте-

рии, способные колонизировать слизистые оболочки 
желудочно-кишечного тракта (ЖКТ), носоглотки, че-
рез которые бактерии могут транслоцироваться в кро-
воток или другие органы и ткани, а затем вызывать ин-
фекционный процесс [12]. K. pneumoniae с фенотипом 
множественной лекарственной устойчивости (МЛУ) 
стала приоритетным патогеном и основным этиологи-
ческим агентом ИСМП в ОРИТ [7]. Важным фактором 
вирулентности K. pneumoniae, является способность 
образовывать биоплёнку [13, 26]. Выраженная био-
плёнка K. pneumoniae образуется на катетерах и по-
верхности вводимых или имплантируемых в организм 
пациента медицинских устройств [14, 27]. Биоплёнка 
K. pneumoniae может привести к колонизации дыха-
тельных и мочевыводящих путей, ЖКТ, развитию ин-
вазивных инфекций, особенно у иммунокомпромети-
рованных пациентов [15, 16, 30].

Staphylococcus aureus является одним из про-
блемных патогенов, связанных с биоплёнкообразу-
ющей активностью [17]. S. aureus является частым 
этиологическим агентом ИСМП в ОРИТ, имеет вы-
сокий уровень устойчивости к АМП [18]. S. aureus 
проблемный патоген, вызывающий широкий спектр 
инфекций: от локальных кожных инфекций до тяжё-
лой генерализованной инфекции, сепсиса и септико-
пиемии [19, 30].

Устойчивые к АМП штаммы S. aureus и K. 
pneumoniae продолжают оставаться серьёзной про-
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блемой современной медицины, требующей разра-
ботки новых терапевтических стратегий. Из-за МЛУ 
S. aureus и K. pneumoniae изучение образования био-
плёнки представляет интерес для разработки эффек-
тивной схемы приёма лекарств, с целью ингибиро-
вания или предупреждения образования биоплёнок 
[20, 27, 28].

Существуют различные методы культивирования 
микробных биоплёнок, как in vivo, так и in vitro [21, 29]. 
Исследование образования бактериальной биоплёнки 
проводят статическим и динамическим способом. Сре-
ди наиболее часто используемых способов скрининга 
способности к образованию биоплёнки используется 
статический способ. Моделью in vitro культивирования 
микроорганизмов является анализ на микропланшете 
[22-24]. Метод с применением 96-луночных пласти-
ковых планшетов в различных модификациях отлича-
ется практичностью и высокой эффективностью [24- 
26]. Культивирование с использованием пластикового 
планшета позволяет подтвердить наличие биоплёнок 
и установить их роль в патогенезе инфекционных за-
болеваний.

Цель исследования: изучение биоплёнок, образо-
ванных при катетер-ассоциированных инфекциях кро-
вотока (КАИК) в ОРИТ.

Материалы и методы. Исследование проведено на 
кафедре микробиологии, вирусологии и иммунологии 
ФГБОУ ВО Дагестанского государственного медицин-
ского университета Минздрава России. Использованы 
клинические штаммы K. pneumoniae, выделенные в 
монокультуре (n=15) и в ассоциации со S. aureus (n=28) 
от 15 пациентов ОРИТ.

Для культивирования K. pneumoniae и S. aureus ис-
пользован сухой питательный бульон, производства 
ФГУП «НПО «Микроген» Минздрава России. Суточ-
ные бульонные культуры бактерий стерильным раство-
ром NaCl (0,9%) доводили до концентрации 105 КОЕ/
мл. По 100 мл взвеси каждого микроорганизма вносили 
в 6 лунок стерильного 96-луночного планшета. В ка-
честве контроля взята стерильная питательная среда, 
которую также вносили в 6 лунок.

Инокулированный планшет инкубировали при 
температуре 37 оС в течение 24 час. Для подтвержде-
ния наличия бактериальных биоплёнок использован 
метод, позволяющий получить относительные показа-
тели плотности всей биоплёнки на поверхности под-
ложки [24].

Последовательность действий указана ниже:
1. Для получения биоплёнок использованы 96 луноч-

ные планшеты. После культивирования бактерий 
в течение необходимого срока из лунок планшета 
осторожно отбирали питательную среду с план-
ктонными клетками. Для удаления оставшихся 
планктонных клеток лунки с биоплёнками промы-
вали в течение 2-3 мин стерильным буфером PBS в 
том же объёме, в котором проходило культивирова-
ние. Буфер полностью удаляли.

2. В лунку 96-луночного планшета вносили 200 мл от-
фильтрованного 0,1 % раствора генциан фиолетово-
го. Инкубировали биоплёнки с красителем в течение 
10-15 мин при комнатной температуре.

3. Удаляли из лунки краситель. Не связавшийся краси-
тель тщательно смывали водопроводной водой. Ме-
тод промывки лунок - статическое перемешивание.

4. Планшеты переворачивали на фильтровальную бу-
магу и высушивали.

5. В лунки добавляли 95 % раствор этанола в объёме 
200 мкл для 96-луночных планшетов.

6. Отбирают растворитель, помещают в чистые пло-
скодонные планшеты и измеряют оптическую плот-
ность при длине волны 500-600 нм.

7. Результаты интерпретируют согласно оптической 
плотности окрашенного растворителя.
Наличие биоплёнки анализировали по увеличению 

показателя оптической плотности экстрагированного 
красителя в лунках, по отношению к контролю, где 
находились исследуемые культуры. В качестве кон-
троля использован показатель оптической плотности 
экстрагированного красителя в лунках, на время ин-
кубирования заполненных стерильной питательной 
средой. Измерение проводили с помощью автомати-
ческого спектрофотометра ПЭ-5400УФ (ПромЭкоЛаб, 
С-Петербург).

Для каждой исследуемой культуры микроорганиз-
мов и контрольного образца рассчитан средний по-
казатель оптической плотности по 6 измерениям. Для 
оценки статистической достоверности при сравнении 
средних показателей оптической плотности каждой 
культуры с контролем использован непараметрический 
критерий Манна-Уитни. Достоверными считались раз-
личия при p< 0,05.

Результаты и обсуждение. После культивирования 
в течение 24 час рост исследуемых культур отмечен во 
всех лунках. При этом в контрольных лунках наблюда-
ли, что среда осталась прозрачной. По методу, указан-
ного выше, измеряли оптическую плотность экстраги-
рованного красителя в опытных и контрольных лунках.

Полученные значения представлены в таблице 2.

Т а б л и ц а  1

Оценка эффективности биоплёнкообразования по окрашиванию генцианом фиолетовым [Stepanovic et al., 2007]

Оптическая плотность Продукция биоплёнки
ODc≤ ~ ≤2*ODc Нет/слабая
2*ODc< ~ ≤4*ODc Умеренная
>4*ODc Плотная

Где ODc=OD негативного контроля + Tsd, где tsd – стандартное отклонение контроля, помноженное на три. 

Показатель оптической плотности в лунках содер-
жащих K. pneumoniae достоверно превышало значение 
оптической плотности в контрольных лунках (0,520 

против 0,238; p=0,004). Значение оптической плотно-
сти в луках содержащих S. aureus статистически значи-
мо выше, чем в контроле (0,412 против 0,386; p=0,010). 
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Т а б л и ц а  2
Значение оптической плотности экстрагированного красителя в лунках с исследуемыми изолятами и в контрольных лунках

Оптическая плотность
ДостоверностьK. pneumoniae S. aureus Контроль

1 2 3 4 5
Лунка 1 0,520 0,238 0,110 p=0,004
Лунка 2 0,480 0,206 0,109 p=0,006
Лунка 3 0,475 0,214 0,120
Лунка 4 0,551 0,241 0,138
Лунка 5 0,429 0,203 0,140
Лунка 6 0,412 0,386 0,137 p=0,010
Медиана 0,483 0,350 0,127

Более высокие показатели оптической плотности в 
исследуемых лунках свидетельствуют об образовании 
биоплёнок, бактерии из которых не были удалены в 
процессе промывания. При этом среднее значение оп-
тической плотности красителя в лунках, содержащих K 
pneumoniae примерно в два раза превышало аналогич-
ное для лунок с S. aureus (0,480 против 0,206; p=0,006). 
Данный факт позволяет утверждать, что способ-
ность к биоплёнкообразованию у данного изолята K. 
pneumoniae превышает таковую у исследуемого штам-
ма S. aureus при данных условиях культивирования.

Заключение. В настоящее время накапливается всё 
больше данных о развитии бактериальных биоплёнок, 
в частности при КАИК в ОРИТ. Степень биоплёнкоо-
бразования у изолированных штаммов K. pneumoniae 
превышала S. aureus. 
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