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Актуальность
Этиологические агенты хронического остеомиелита – 

условно патогенные микроорганизмы (УПМ), преимуще-
ственно грамположительные кокки (Staphylococcus aureus 
и Staphylococcus epidermidis), грамотрицательные палочки 

(Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Entero-
bacter cloacae и др.) и их ассоциации [1–4]. Защитные меха-
низмы организма при остеомиелите значительно снижены, 
в связи с этим УПМ могут проникать во внутреннюю среду, 
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РЕЗЮМЕ
Введение. В настоящее время проблема инфекций, ассоциированных с биопленкой, имеет огромное значение, поскольку классические 
методы антибиотикотерапии гнойно-воспалительных заболеваний становятся неэффективными в связи с высокой устойчивостью 
возбудителей. Актуальной задачей является поиск способов подавления процессов адгезии либо разрушения уже сформированной 
биопленки с помощью различных дезинфицирующих средств, ферментов, комбинации антибактериальных и других препаратов.
Цель работы. Изучить влияние дезинфицирующих средств на биопленку, образованную бактериями K. pneumoniae.
Материалы и методы. Объект исследования – бактерии Klebsiella pneumoniae, выделенные из ран и свищей пациентов с хроническим 
остеомиелитом. Биопленки культивировали в течение 2 суток в лунках полистироловых планшетов и на покровных стеклах. В контрольной 
серии эксперимента исследовали способность к биопленкообразованию штаммов K. pneumoniae через 48 часов. Во второй серии – 
через 24 часа на формирующуюся биопленку воздействовали раствором 3 %-ной перекиси водорода, в третьей – кожным антисептиком. 
Через 48 часов оценивали интенсивность биопленкообразования. Для статистической обработки полученных данных использовали 
программу для работы с электронными таблицами Gnumeric 1.12.17.
Результаты и их обсуждение. Штаммы K. pneumoniae обладали высокой биопленкообразующей способностью. Воздействие 
дезинфицирующих средств на формирующуюся биопленку привело к снижению оптической плотности в лунках планшетов и интенсивности 
биопленкообразования. На покровных стеклах во второй и третьей серии эксперимента наблюдали снижение суммарной доли 
микроколоний и отдельных адгезированных клеток. Дезинфицирующие средства (перекись водорода и кожный антисептик) оказывали 
бактериостатическое действие на биопленки, образованные штаммами K. pneumoniae. Кроме того, обнаружен бактерицидный эффект 
кожного антисептика на планктонные клетки бактерий.
Заключение. Полученные данные необходимо учитывать для подбора эффективных дезинфицирующих средств, используемых в клинике 
для профилактики появления резистентных штаммов микробов.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: биопленка, хронический остеомиелит, дезинфицирующие средства, бактериостатический эффект, бактерицидный эффект.
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SUMMARY
Introduction. Currently, the problem of biofilm-associated infections is of great importance, since the classical methods of antibiotic therapy for 
purulent-inflammatory diseases become ineffective due to the high resistance of pathogens. An urgent task is to find ways to suppress adhesion 
processes or destroy an already formed biofilm using various disinfectants, enzymes, a combination of antibacterial and other drugs.
Materials and methods. The object of the study is the bacteria Klebsiella pneumoniae isolated from wounds and fistulas of patients with chronic 
osteomyelitis. Biofilms were cultured for two days in the wells of polystyrene plates and on coverslips. In the control series of the experiment, the 
biofilm-forming ability of K. pneumoniae strains was studied after 48 hours. In the second series, after 24 hours, the emerging biofilm was exposed 
to a solution of 3 % hydrogen peroxide, in the third series, with a skin antiseptic, and after 48 hours, the intensity of biofilm formation was assessed. 
For statistical processing of the obtained data, the Gnumeric 1.12.17 spreadsheet program was used.
Results and its discussion. K. pneumoniae strains had a high biofilm-forming ability. The impact of disinfectants on the emerging biofilm led to a 
decrease in the optical density in the wells of the plates and the intensity of biofilm formation. On cover slips in the second and third series of the 
experiment, a decrease in the total proportion of microcolonies and individual adherent cells was observed. Disinfectants (hydrogen peroxide 
and skin antiseptic) had a bacteriostatic effect on biofilms formed by K. pneumoniae strains. In addition, a bactericidal effect of skin antiseptic 
on planktonic bacterial cells was found.
Conclusions. The data obtained must be taken into account for the selection of effective disinfectants used in the clinic to prevent the emergence 
of resistant strains of microbes.
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колонизируя органы и ткани, что приводит к образованию 
гнойно-септического процесса различной локализации 
и степени тяжести [1, 2, 4]. Одной из особенностей данных 
бактерий является лекарственная устойчивость ко многим 
антибактериальным препаратам, главным образом за счет 
приобретения дополнительных генов, локализованных 
на мобильных элементах [5–8]. Все чаще встречаются 
штаммы стафилококка, резистентные к оксациллину, тетра-
циклину, эритромицину [2, 7]. Грамотрицательная микро-
флора (P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii, K. pneumoniae, 
E. cloacae) становится устойчивой не менее чем к 8–10 
различным препаратам [2, 4, 8]. Многие исследователи 
связывают множественную антибиотикорезистентность 
со способностью бактерий существовать в виде биоплен-
ки [9–15]. Как известно, биопленкообразование прису-
ще большинству УПМ [12, 13]. Биопленка представляет 
собой защитную структуру, в которой микроорганизмы 
приобретают ряд конкурентных преимуществ, что позво-
ляет им долго оставаться в организме человека, уклоняясь 
от действия антибиотиков, дезинфектантов и факторов 
иммунной защиты [11, 14, 16]. В связи с этим стандартная 
антибактериальная терапия становится неэффективной, по-
скольку направлена исключительно на планктонные клетки. 
Актуальной задачей на сегодняшний день является поиск 
способов подавления процессов адгезии либо разрушения 
уже сформировавшейся биопленки.

Цель работы: изучить влияние дезинфицирующих средств 
на биопленку, образованную бактериями K. pneumoniae.

Материалы и методы
Объект исследования – клинические штаммы Klebsiella 

pneumoniae (n = 28), выделенные у 24 пациентов с хро-
ническим остеомиелитом длинных трубчатых костей 
из свищей в дооперационном периоде или из очага вос-
паления во время операции.

Бактерии выделяли из патогенного материала, используя 
стандартные микробиологические методы. Идентификацию 
до вида и определение чувствительности штаммов K. pneu-
moniae к антибактериальным препаратам проводили на ав-
томатическом бактериологическом анализаторе MicroScan 
WalkAway Plus System (Siemens, США) с использованием 
грамотрицательных 96-луночных панелей с субстратами для 
идентификации и антибиотиками Neg Breakpoint Combo 44 
(NBC 44). В качестве контроля использован референтный 
штамм Klebsiella pneumoniae АТСС 700603.

Эксперимент был разделен на три серии. В первой 
серии исследовали способность к биопленкообразованию 
штаммов K. pneumoniae через 24 и 48 часов (контрольная 
группа). Во второй – через 24 часа на формирующуюся 
биопленку воздействовали раствором 3 %-ной перекиси 
водорода, в третьей – кожным антисептиком на основе 
изопропилового спирта.

Получение бактериальных пленок  
на покровных стеклах

Суточную культуру бактерий K. pneumoniae с концен-
трацией клеток 5 × 107 КОЕ/мл в объеме 200 мкл наносили 
на поверхность стерильного покровного стекла, помещен-

ного в чашку Петри, и инкубировали в термостате при 
37 °C в течение 3 часов. После этого к исходной суспензии 
добавляли 2 мл мясопептонного бульона (МПБ) и вновь 
инкубировали в течение суток. В качестве контроля ис-
пользовали стерильный МПБ. Через 24 часа на поверхность 
покровного стекла вносили по 200 мкл соответствующего 
дезинфицирующего раствора (во второй серии эксперимен-
та – 3 %-ную перекись водорода, в третьей серии – кожный 
антисептик на основе изопропилового спирта), чашки по-
мещали в термостат на 3 часа, после чего вновь добавляли 
по 200 мкл соответствующего дезинфицирующего раствора 
и инкубировали в термостате сутки. Через 48 часов пита-
тельную среду с поверхности стекол сливали, промывали 
дистиллированной водой три раза, фиксировали 96-гра-
дусным этиловым спиртом, мазки высушивали и окраши-
вали красителем – карболовым раствором генцианвиолета 
в течение 2 минут при комнатной температуре, после чего 
дважды промывали дистиллированной водой.

Цифровые изображения полей зрения препаратов 
формирующейся биопленки и ее количественных харак-
теристик получали, используя микроскоп Axio Lab.A1, 
модульное программное обеспечение ZEN (Carl Zeiss, 
Германия) и программу ImageJ (США).

Измеряли площадь поля зрения, количество и площадь, 
занимаемую одиночными адгезированными клетками 
(ОАК) и микроколониями (МК). Определяли количество 
одиночных адгезированных клеток и микроколоний на еди-
ницу площади (1 мм2) и доли, занимаемые ими в площади 
поля зрения, с учетом размера микроколоний: до 10 мкм2, 
от 10 до 100 мкм2, от 100 до 1000 мкм2, от 1000 до 10 000 
мкм2, более 10 000 мкм2. Количество случайных полей 
зрения с каждого препарата – не менее 20. Полученные 
результаты усредняли.

Получение биопленок на поверхности 96-луночных 
планшетов с последующей обработкой 
дезинфицирующими средствами

Суточную бульонную культуру исследуемого микро-
организма в концентрации 5 × 107 КОЕ/мл и объемом 200 
мкл вносили в лунки 96-луночных планшетов. В качестве 
контроля использовали МПБ. Измеряли исходную оптиче-
скую плотность (OD 630) на фотометре ELx808 (BioTek, США) 
при длине волны 630 нм. Планшеты помещали в термостат 
и инкубировали при 37 °C в течение 24 часов с последующим 
измерением оптической плотности. Во второй и третьей се-
риях эксперимента в первую и последнюю стрипы вносили 
по 100 мкл МПБ, в остальные – по 100 мкл 3 %-ной перекиси 
водорода, кожного антисептика. Планшеты инкубировали 
в термостате в течение суток, измеряли оптическую плот-
ность. Делали высев на кровяной агар с лунок каждой серии. 
Планшеты трижды промывали дистиллированной водой, 
окрашивали карболовым раствором генцианвиолета, вновь 
промывали дистиллированной водой, экстрагировали кра-
ситель спиртом и измеряли итоговую оптическую плотность 
полученных растворов, оценивая активность формирования 
биопленки. Для оценки интенсивности биопленкообразования 
использовали полученные ранее внутрилабораторные крите-
рии: при значениях OD 630 ниже 0,090 считали, что штаммы 
не обладали способностью к образованию биопленки; при 
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OD 630 в диапазоне 0,090–0,180 штаммы обладали слабой; при 
OD 630 в диапазоне 0,180–0,360 – средней; при OD 630 выше 
0,360 – высокой способностью к образованию биопленки.

Статистическую обработку полученных данных прово-
дили с помощью программы Gnumeric 1.12.17. Цифровые 
данные представлены в виде медианы (Ме) и квартилей 
(Q25–Q75). Для оценки статистической значимости различий 
между группами использовали критерий Вилкоксона. Раз-
личия между группами считали существенными при p < 0,01.

Результаты исследования
Оптическая плотность (опт. пл.) исходной взвеси микроб-

ных культур K. pneumoniae составляла 0,146 (0,132; 0,170) 
ед. опт. пл. Через 24 часа наблюдали увеличение OD 630 
бактериальных суспензий в 4,5 раза от первоначальных 
значений. Через 48 часов в контрольной серии OD 630 по-
вышалась до 0,835 (0,724; 0,879) ед. опт. пл. (р = 0,00004). 
Во второй и третьей сериях эксперимента добавление де-
зинфицирующих растворов к сформированной суточной 
биопленке приводило к снижению оптической плотности 
бактериальной суспензии через 48 часов (рис. 1). В лун-
ках с перекисью водорода и кожным антисептиком OD 630 
составляла 0,499 (0,480; 0,513) ед. опт. пл. (р = 0,0005) 
и 0,639 (0,505; 0,770) ед. опт. пл. (р = 0,0090) соответствен-
но. Во второй и третьей сериях эксперимента оптическая 
плотность бактериальных суспензий значимо отличалась 
от значений контрольной серии.

Интенсивность биопленкообразования штаммов K. pneu-
moniae через 48 часов эксперимента в первой серии дости-
гала 0,380 (0,350; 0,448) ед. опт. пл., что соответствовало 
высокой степени активности. Во второй и третьей сериях 
после экстракции спиртом интенсивность биопленкоо-
бразования значимо отличалась от значений первой серии 
и составляла 0,206 (0,185; 0,239) ед. опт. пл. (р = 0,0015) 
в лунках с 3 %-ной перекисью и 0,250 (0,176; 0,294) ед. опт. 
пл. (р = 0,0007) в лунках с кожным антисептиком (рис. 2).

При высеве суточных культур K. pneumoniae на кровя-
ной агар из лунок, содержащих 3 %-ную перекись водорода, 
на чашках наблюдали сплошной рост микроорганизмов, из лу-
нок с кожным антисептиком роста бактерий не было (рис. 3).

На поверхности покровного стекла также установле-
на различная активность биопленкообразования. В пер-
вой серии эксперимента через 24 часа при формирова-
нии биопленки наблюдали адгезию одиночных клеток 
и образование микроколоний (рис. 4). Суммарная доля 
МК и ОАК составляла в среднем 12,2 % (2,4 %; 18,9 %). 
При этом МК занимали до 75,6 %, а доля ОАК не пре-
вышала 19,0 % в площади поля зрения. В структуре 
формирующейся биопленки преобладали МК размером 
от 10 до 100 мкм2, на их долю в площади поля зрения 
приходилось 3,15 % (0,58 %; 7,89 %). У двух штаммов 
отмечено формирование МК размером более 10 000 мкм2.

Во всех сериях эксперимента через 48 часов форми-
рующиеся биопленки на поверхности покровного стекла 
представлены ОАК и МК (рис. 5), соотношения которых 
было различным.

Суммарная доля МК и ОАК в первой серии увеличива-
лась в 3 раза – 36,1 % (29,5 %; 41,6 %) (р = 0,0002) (рис. 6), 
что было связано со значимым увеличением как доли МК 

(р = 0,0003), так и доли ОАК (р = 0,0040). Значительно 
увеличивались количество и доли микроколоний размером 
более 10 мкм2.

Во второй серии эксперимента происходило уменьше-
ние суммарной доли МК и ОАК (р = 0,0003) по сравнению 
с первой (рис. 7). Значимо изменялись не только количество 
и площадь, занимаемая МК (р = 0,0100), но и ОАК (р = 
0,0004). Существенно уменьшались количество и площадь 
МК от 1000 до 10 мкм2 (р = 0,0001), от 10 до 100 мкм2 (р = 
0,0013), от 100 до 1000 мкм2 (р = 0,0360).

В третьей серии, также, как и во второй, через 48 часов, 
по сравнению с первой, наблюдали уменьшение суммарной 
доли МК и ОАК до 29,9 % (21,3 %; 37,3 %) (р = 0,0060) (рис. 7), 
происходившее за счет значимого уменьшения доли МК (р = 
0,0090), особенно МК размером от 100 до 1000 мкм2 (р = 
0,0290) и от 1000 до 10 000 мкм2 (р = 0,0100). Количество 
и площадь, занимаемая ОАК, не отличались от соответству-
ющих показателей контрольной группы (р = 0,1400).

Штаммы K. pneumoniae обладали высокой биоплен-
кообразующей способностью, о чем свидетельствуют 

Рисунок 1. Влияние дезинфицирующих веществ на формирование 
биопленки. Примечание: * – р < 0,01 – различия значимы по сравнению 
с контрольной серией.

Рисунок 2. Интенсивность биопленкообразования штаммами 
K. pneumoniae через 48 часов. Примечание: * – р < 0,01 – различия 
значимы по сравнению с контрольной серией.

Рисунок 3. Оценка 
жизнеспособности 
микробных культур 
K. pneumoniae после 
обработки дезинфици-
рующими средствами. 
Примечание: 1 – 
сплошной рост при вы-
севе из лунок с 3 %-ной 
перекисью водорода; 
2 – отсутствие роста 
в лунках с кожным 
антисептиком.
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значения OD 630 и данные, полученные на покровных стеклах. Воздействие де-
зинфицирующих средств на формирующуюся биопленку привело к снижению 
оптической плотности в лунках полистироловых планшетов и интенсивности 
биопленкообразования. На покровных стеклах также наблюдали снижение 
суммарной доли МК и ОАК во второй и третьей сериях эксперимента.
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Рисунок 4. Адгезивная активность K. pneumoniae на поверхности покровного стела через 24 часа эксперимента (первая серия).
А – ОАК; Б – ОАК и формирование МК; В – ОАК и МК различного размера. 
Световая микроскопия. Окраска карболовым раствором генцианвиолета. Ув. 400×.
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Рисунок 5. ОАК и МК K. pneumoniae на поверхности покровного стекла через 48 часов. А, Б – 
первая серия, без воздействия; В – вторая серия, после воздействия на формирующуюся био-
пленку K. pneumoniae 3 %-ная Н2О2; Д – третья серия, после воздействия на формирующуюся 
биопленку K. pneumoniae кожным антисептиком.
Световая микроскопия. Окраска карболовым раствором генцианвиолета. Ув. 400×.

Обсуждение результатов
Поскольку антибиотикотерапия 

является неотъемлемой частью в ле-
чении хронического остеомиели-
та, появление штаммов бактерий 
с множественной резистентностью 
привело к увеличению числа небла-
гоприятных исходов и рецидивов 
заболевания. Рост антибиотикоре-
зистентности бактерий в послед-
ние годы связывают с биопленка-
ми [10, 12–15]. Микробные клет-
ки, заключенные в биопленочный 
матрикс, становятся недоступны-
ми для фагоцитов, поэтому выжи-
вают и в дальнейшем способны 
размножаться. Можно выделить 
основные факторы, ответствен-
ные за резистентность биопленок 
к антибиотикам: существование 
бактерий-персистеров; экспрессия 
генов резистентности; замедление 
метаболизма, вследствие которого 
антибактериальный препарат диф-
фундирует быстрее из биопленки, 
чем успевает оказать на нее должное 
действие; инактивация антибиоти-
ков внеклеточными полимерами 
и ферментами [9–11].

На данный момент существуют 
ряд перспективных исследований, на-
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Рисунок 6. Соотношение ОАК и МК K. pneumoniae в площади поля 
зрения через 24 и 48 часов первой серии эксперимента.

Рисунок 7. Соотношение ОАК и МК K. pneumoniae в площади поля 
зрения через 48 часов в сериях эксперимента.
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правленных на подавление первичной адгезии, разрушение 
матрикса, разработку биоцидов, способных проникать 
через биопленочный матрикс и подавлять рост микробных 
клеток [16–19]. В литературе можно встретить работы, 
посвященные влиянию различных дезинфицирующих 
средств на биопленки [16–19]. Есть наблюдения о полном 
отсутствии или снижении терапевтического эффекта при 
использовании дезинфектантов [16].

Заключение
Согласно проведенному нами исследованию, штаммы 

K. pneumoniae, выделенные из ран и свищей пациентов 
с хроническим остеомиелитом, обладали высоким по-
тенциалом к биопленкообразованию. Дезинфицирую-
щие средства (перекись водорода и кожный антисептик 
на основе изопропилового спирта) снижали активность 
пленкообразования как на поверхности полистироловых 
планшетов, так и на покровных стеклах, оказывая бакте-
риостатическое действие. Кожный антисептик действовал 
бактерицидно только на планктонные клетки бактерий 
K. pneumoniae.

Полученные данные необходимо учитывать в подборе 
эффективных режимов применения дезинфицирующих 
средств в отношении бактерий K. pneumoniae, находящихся 
в составе биопленки.

Работа выполнена в соответствии с планом научных иссле-
дований в рамках программы НИР государственного задания 
2021–2023 годов ФГБУ «НМИЦ ТО имени академика Г. А. Илизарова» 
Минздрава России (г. Курган).
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