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Аннотация 
Введение. Pseudomonas aeruginosa – один из ведущих возбудителей инфекций различных локализаций. 
Важнейшим фактором патогенности P. aeruginosa является способность к образованию биопленок. Популяции 
бактерий в биопленке имеют низкий метаболизм и выраженную толерантность к антибиотикам. Штаммы, 
продуцирующие биопленку, требуют более высоких концентраций антимикробных препаратов по сравнению со 

штаммами, не продуцирующими биопленку. Эти особенности необходимо учитывать при назначении 
антибактериальных препаратов пациентам, инфицированными штаммами с умеренной и сильной 
биопленкообразующей способностью. Цель исследования – оценить способность к биопленкообразованию 
штаммов P. aeruginosa, выделенных из различных биоматериалов от пациентов с инфекционным процессом или 
колонизацией, а также штаммов из других источников. Материал и методы. Исследована 
биопленкообразующая способность 35 штаммов P. aeruginosa, выделенных из различных источников. Биопленку 
выращивали в пластиковых 96– луночных планшетах в течение 24 часов в среде Luria Bertani. После инкубации 

производили окрашивание биопленки красителем (кристаллический фиолетовый), после экстракции красителя 
этанолом, считывали результаты оптической плотности на планшетном фотометре. Результаты. По результатам 
проведенных исследований из 35 штаммов: 5 (14,2%) штаммов – не продуцируют биопленку, 21 (60%) штамм 
относились к слабым продуцентам биопленки, 8 (22,9%) – к умеренным продуцентам, 1 штамм обладал сильной 
биопленкообразующей способностью (2,9%). Среди штаммов, относящихся к категории умеренно производящих 
биопленку 4 (50%) штамма были выделены от пациентов, имеющих медицинские девайсы (нефростому, 
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трахеостому, интубационную трубку). Выводы. Проведенное исследование показало, что выделенные из 

различных источников штаммы P. aeruginosa, отличаются по способности к биопленкообразованию. 
Большинство штаммов (52,9%) с умеренной и выраженной биопленкообразующей способностью были выделены 
от пациентов, имеющих медицинские девайсы и имплантированные устройства. 
Ключевые слова: биопленка, Pseudomonas aeruginosa, антибактериальная терапия, эндопротезирование. 
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Abstract  
Introduction. Pseudomonas aeruginosa is one of the leading pathogens of infections of various localizations. The most 
important factor in the pathogenicity of P. aeruginosa is the ability to form biofilms. Bacterial populations in the biofilm 

have a low metabolism and a pronounced tolerance to antibiotics. Biofilm– producing strains require higher 
concentrations of antimicrobials compared to non– biofilm– producing strains. These features should be taken into 
account when prescribing antibacterial drugs to patients infected with strains with moderate and strong biofilm– forming 
ability. The aim of the study to evaluate the biofilm formation capacity of P. aeruginosa strains isolated from various 
bioMaterial from patients with infection or colonization, as well as strains from other sources. Material and methods. 
The bio– film– forming ability of 35 P. aeruginosa strains isolated from various sources has been studied. The biofilm 

was grown in plastic 96– well plates for 24 hours in Luria Bertani medium. After incubation, the biofilm was stained with 
a dye (crystalline violet), after extraction of the dye with ethanol, the optical density results were read on a flatbed 
photometer. Results. According to the results of the conducted studies, out of 35 strains: 5 (14.2%) strains did not produce 
biofilm, 21 (60%) strains were weak biofilm producers, 8 (22.9%) were moderate producers, 1 strain had a strong biofilm–
forming ability (2.9%). Among the strains classified as moderately biofilm– producing, 4 (50%) strains were isolated 
from patients with medical devices (nephrostomy, tracheostomy, intubation tube). Conclusions. The study showed that 

P. aeruginosa strains isolated from various sources differ in their ability to biofilm formation. The majority of strains 
(52.9%) with moderate and pronounced film– forming ability were isolated from patients with medical devices and 
implanted devices. 
Keywords: biofilm, Pseudomonas aeruginosa, antibacterial therapy, endoprosthetics. 
 

ВВЕДЕНИЕ 

Pseudomonas aeruginosa – один из главных возбудителей инфекций, связанных с 

оказанием медицинской помощи (ИСМП). Так, его доля среди всех ИСМП в США составляет 

13– 19% [1]. P. aeruginosa, прежде всего, рассматривается как возбудитель тяжелых 

внутрибольничных инфекций у пациентов с ослабленным иммунитетом, онкологическими 

заболеваниями, тяжелыми ожогами, после перенесенных операций [2]. P. aeruginosa часто 

обнаруживается при внутрибольничной пневмонии [3]. Серьезной проблемой является и 

высокая заболеваемость среди пациентов с муковисцидозом, составляющая 47% в США и 37% 

в Ирландии [4]. Данный возбудитель с 2017 года и по настоящее время входит в список 

приоритетных бактериальных патогенов ВОЗ [5], а также в список ключевых патогенов 

ESKAPE (это аббревиатура, состоящая из названий шести высоковирулентных и устойчивых 

к антибиотикам бактериальных патогенов: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, 

Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa и Enterobacter spp.) 

[6]. P. аeruginosa является универсальным условно– патогенным микроорганизмом и способна 

вызывать острые и хронические формы инфекций. Это обусловлено наличием большого числа 

факторов вирулентности, которые позволяют адаптироваться к агрессивным условиям среды, 

в том числе и к условиям человеческого организма [4,7]. Многие страны Европы 

предоставляют показатели устойчивости к антибиотикам до 10% для всех групп 

противомикробных препаратов [2]. В РФ антибиотикорезистентность нозокомиальных 

штаммов P. аeruginosa к карбапенемам составляет 43% к меропенему и 56% к имипенему [8]. 
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Важнейшим фактором патогенности P. aeruginosa является способность к образованию 

биопленок [1]. Биопленки представляют собой совокупность микроорганизмов, живущих 

внутри произведенной полимерной оболочки, состоящей из полисахаридов, белков, липидов 

и внеклеточной ДНК, прикрепленной к какой– либо поверхности [9]. Внутри одной биопленки 

может проживать как один вид, так и несколько. Биопленки – это форма приспособления 

микроорганизмов к экстремальным условиям внешней среды, обеспечивает защиту от многих 

агрессивных факторов, в том числе ультрафиолетового излучения, противомикробных 

препаратов, температуры и pH. Микроорганизмы внутри биопленок способны передавать 

клеточные сигналы при помощи системы кворума (Quorum– sensing, QS); такая система 

позволяет быстро реагировать и адаптироваться к меняющимся условиям среды. QS P. 

aeruginosa регулирует более 10% генов, которые отвечают за производство факторов 

вирулентности, устойчивость к антибиотикам и изменение метаболических путей [9]. P. 

aeruginosa может присутствовать и в многовидовых биопленках, продуцируя факторы 

устойчивости, тем самым модулируя рост других организмов внутри биопленки [7]. QS P. 

aeruginosa приводит к образованию высокоорганизованной биопленки, которая часто 

обнаруживается у пациентов с хронической инфекцией легких, хронической раневой 

инфекцией и с хроническим риносинуситом.  

Высокая заболеваемость P. aeruginosa несет и экономический ущерб здравоохранению. 

Только в США в 2020 году 6,5 миллионов человек перенесли хроническую раневую 

инфекцию, что потребовало вложение финансовых ресурсов в размере 25 миллиардов 

долларов США [7].  

Именно поэтому, ввиду всей опасности и распространенности P.aeruginosa необходимо 

проводить исследования с целью полного изучения механизмов взаимодействия возбудителя 

и человеческого организма, механизмов образования и устойчивости ее биопленок для 

создания новых эффективных средств лечения. 

Цель исследования – оценить способность к биопленкообразованию штаммов 

Pseudomonas aeruginosa, выделенных из различных биоматериалов от пациентов с 

инфекционным процессом или колонизацией, а также штаммов из других источников. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

Для исследования были отобраны 35 клинических изолятов Pseudomonas aeruginosa, 

выделенных в лаборатории ООО «Кволити Мед» из разных биоматериалов человека и 

животных, а также из пищевых продуктов. От человека были получены 31 штамм: 8 штаммов 

– из отделяемого нижних дыхательных путей (из них 5 – из мокроты, 3 – из 

трахеобронхиального аспирата), 6 штаммов из ротоглотки, 1 – из носоглотки, 1 штамм с 

поверхности трахеостомы, 2 – из фекалий, 6 штаммов из мочи (в т.ч. 1 – от пациента с 

нефростомой), 6 штаммов – из раневого отделяемого, 1 – из суставной жидкости при пункции. 

Из биоматериала животных были получены 3 штамма: 1 – из секрета молочной железы при 

мастите КРС, 1 – из раневого отделяемого у кошки, 1 – из БАЛ при пневмонии у собаки. 1 

штамм P. aeruginosa был выделен из пищевого продукта. 

Для выращивания биопленки получали суточную культуру P. aeruginosa на 

питательной среде (бульон LB – Luria Bertani Broth). Далее для анализа биоплёнки суточную 

культуру разбавляли в соотношении 1:100 в свежей среде LB. Затем по 100 мкл инокулюма 

вносили в каждую лунку 96– луночного планшета, используя по 8 повторных лунок для 

каждого штамма, и инкубировали планшет в течение 24 часов при температуре 37 °C [10]. Для 

каждого планшета использовали отрицательный контроль (среда LB без бактерий).  

После инкубации удаляли инокулюм, перевернув планшет и стряхнув жидкость. Далее 

несколько раз промывали лунки фосфатным буфером (pH 7.2) с целью удаления 

неприкреплённых клеток и компонентов среды, которые можно окрасить на следующем этапе, 

и снижения фонового окрашивания. 

Для окрашивания вносили по 125 мкл 0,1%– ного раствора кристаллического 

фиолетового в каждую лунку планшета. Инкубировали планшет при комнатной температуре 
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в течение 10–15 минут. После инкубации производили отмывку пластины 4 раза фосфатным 

буфером. После этого давали планшету высохнуть на воздухе несколько часов. 

После высыхания вносили по 125 мкл 70% этанола в каждую лунку микропланшета, 

чтобы растворить краситель. Далее инкубировали планшет при комнатной температуре в 

течение 10–15 минут. Оптическая плотность (OD) биопленок была измерена в планшетном 

фотометре Multiskan FC (Thermo, Китай) при длине волны 620 нм, в качестве негативного 

контроля был использован 70% этанол [10]. 

Интерпретация полученных результатов требует определения порогового значения, 

которое отделяет штаммы, продуцирующие биопленку, от штаммов, не продуцирующих 

биопленку. Для этого рассчитывали средние значения оптической плотности OD для всех 

тестируемых штаммов и отрицательных контролей. Далее установили пороговое значение 

(ODc). ODc определяется как три стандартных отклонения (SD) от среднего значения OD 

отрицательного контроля. Значение ODc рассчитывается для каждого планшета отдельно.  

Штаммы разделили на следующие категории [11]:  

Значение OD штамма ≤ ODc – штамм не продуцирует биопленку (0); 

ODc < OD ≤ 2хODc – слабый продуцент биопленки (1); 

2хODc< OD ≤ 4хODc – умеренный продуцент биопленки (2); 

4хODc < OD сильный продуцент биопленок (3). 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Результаты исследования биопленкообразующей активности штаммов Pseudomonas 

aeruginosa представлены в таблице (Таблица 1). 

Таблица 1. 

Биопленкообразующая активность выделенных штаммов Pseudomonas aeruginosa 
Номер 
штамма 

Среднее значение 
OD (±SD) 

Значение ODc Степень способности к 
биопленкообразовани

ю 

Локус выделения штамма 

1 0,0816±0,004 0,0476 1 моча 

2 0,0905±0,008 0,0476 1 ТБА 

3 0,0901±0,006 0,0476 1 раневое 

4 0,1207±0,003 0,0476 2 моча (нефростома) 

5 0,1367±0,009 0,0476 2 ротоглотка 

6 0,0886±0,005 0,0476 1 носоглотка 

7 0,0545±0,002 0,0476 1 ТБА 

8 0,1322±0,009 0,0476 2 ТБА 

9 0,1121±0,004 0,0476 2 кал 

10 0,0746±0,007 0,0668 1 рана 

11 0,1114±0,008 0,0668 1 мокрота 

12 0,0750±0,008 0,0668 1 раневое 

13 0,1623±0,017 0,0668 2 раневое 

14 0,4138±0,006 0,0668 3 суставная жидкость (пунктат) 

15 0,2005±0,038 0,0668 2 БАЛ 

16 0,1150±0,009 0,0668 1 ротоглотка 

17 0,1062±0,017 0,0668 1 ротоглотка 

18 0,1271±0,019 0,0668 1 молоко 

19 0,1369±0,037 0,0668 2 трахеостома 

20 0,0694±0,003 0,0684 1 моча 

21 0,0714±0,017 0,0684 1 пищевой продукт 

22 0,0574±0,007 0,0684 0 моча 

23 0,2243±0,003 0,0684 2 экссудат 

24 0,118±0,153 0,0684 1 раневое 

25 0,1249±0,024 0,0684 1 мокрота 

26 0,0598±0,0102 0,0684 0 раневое 

27 0,0611±0,004 0,0684 0 моча 

28 0,0642±0,004 0,0684 0 ротоглотка 

29 0,0651±0,004 0,0684 0 мокрота 

30 0,0788±0,004 0,0667 1 моча 

31 0,1069±0,003 0,0667 1 мокрота 
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32 0,0988±0,006 0,0667 1 ротоглотка 

33 0,1132±0,029 0,0667 1 кал 

34 0,1017±0,025 0,0667 1 ротоглотка 

35 0,1169±0,008 0,0667 1 мокрота 

Примечание: Среднее значение OD – среднее значение оптической плотности, SD – стандартное отклонение, 
Значение ODc – расчетное пороговое значение оптической плотности для каждого планшета, ТБА – 

трахеобронхиальный аспират, БАЛ – бронхоальвеолярный лаваж. 

По результатам проведенных исследований из 35 штаммов: 5 (14,2%) штаммов – не 

продуцируют биопленку, 21 (60%) штамм относились к слабым продуцентам биопленки, 8 

(22,9%) – к умеренным продуцентам, 1 штамм обладал сильной биопленкообразующей 

способностью (2,9%). 

Далее мы проанализировали степень активности биопленкообразования у штаммов P. 

aeruginosa в зависимости от локуса, из которого они были выделены. 

9 штаммов были выделены из отделяемого нижних дыхательных путей, из них 3 

штамма – из ТБА (трахеобронхиального аспирата), 5 – из мокроты, 1 – из БАЛ 

(бронхоальвеолярного лаважа). Штаммы, выделенные из нижних дыхательных путей, 

показали разнообразную активность: от отсутствия биопленкообразования до умеренной 

степени: 6 штаммов – слабую активность, 1 – умеренную, 1 штамм – не проявил активности к 

биопленкообразованию. Это может быть связано с различиями в микроокружении, наличии 

муцина, активности мукоцилиарного клиренса и других факторов, влияющих на 

формирование биопленок. 

Из верхних дыхательных путей (рото– , носоглотка) было выделено 8 штаммов, из них 

1 штамм – из трахеостомы. 5 штаммов проявили слабую активность, 2 – умеренную 

активность, 1 штамм P. aeruginosa – биопленкообразующая способность отсутствовала. 

Штаммы, выделенные из ранового отделяемого, также демонстрировали широкий 

спектр биопленкообразующей активности. Из 7 штаммов: 4 штамма проявили слабую 

активность, 2 – умеренную, 1 штамм не проявил способности к формированию биопленок. 

Наличие некротических тканей, фибрина и других компонентов раневого микроокружения 

может влиять на образование биопленок.  

Единственный штамм, выделенный из суставной жидкости, продемонстрировал 

наивысшую степень биопленкообразования (3). Это может указывать на то, что в условиях 

суставной жидкости, характеризующейся ограниченным иммунным ответом и наличием 

специфических питательных веществ, формирование биопленки является важным фактором 

для выживания и хронизации инфекции. 

Штаммы, выделенные из мочи (6 штаммов), преимущественно проявляли слабую 

способность к биопленкообразованию или ее отсутствие (3 из них – слабую и у 2х штаммов 

способность к образованию биопленок отсутствовала). Однако, 1 штамм из мочи, полученной 

из нефростомы, показал умеренную активность. Это может говорить о том, что наличие 

инородного тела (нефростомы) способствует формированию биопленок.  

Из фекалий 2 штамма синегнойной палочки показали низкую и умеренную способность 

к биопленкообразованию.  

Из пищевой продукта в исследование был включен только 1 штамм, и он показал 

слабую биопленкообразующую способность. 

ОБСУЖДЕНИЕ 

Среди штаммов, относящихся к категории умеренно производящих биопленку 4 (50%) 

штамма были выделены от пациентов, имеющих медицинские девайсы (нефростому, 

трахеостому, интубационную трубку). Штамм, который обладал выраженной 

биопленкообразующей способностью, был выделен из суставной жидкости у пациентки с 

эндопротезом тазобедренного сустава. При этом известно, что у нее развилась септическая 

нестабильность компонентов эндопротеза.  

Имплантируемые медицинские устройства произвели революцию в лечении ряда 

заболеваний, особенно опорно– двигательного аппарата. Тем не менее, благодаря своим 

физико– химическим свойствам и адсорбции белков, полученных от хозяина, поверхность 
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материала эндопротезов также способствует образованию биопленки. Последующие 

перипротезные инфекции приводят к увеличению заболеваемости, затратам и осложнениям. 

Прикрепляющиеся к поверхности бактерии выделяют внеклеточные полимерные вещества, 

такие как полисахариды, внеклеточная ДНК и др. Также субпопуляции бактерий в биопленке 

(персистирующие клетки) имеют низкий метаболизм и выраженную толерантность к 

антибиотикам, особенно активных в отношении клеточной стенки, например, к бета– 

лактамам. Кроме того, штаммы, продуцирующие биопленку, требуют более высоких 

концентраций антимикробных препаратов по сравнению со штаммами, не продуцирующими 

биопленку [12]. Эти особенности необходимо учитывать при назначении антибактериальных 

препаратов пациентам, инфицированными штаммами с умеренной и сильной 

биопленкообразующей способностью. 

ВЫВОДЫ 

1. Проведенное исследование показало, что выделенные из различных источников 

штаммы Pseudomonas aeruginosa, отличаются по способности к биопленкообразованию. 

2. Большинство штаммов (52,9%) с умеренной и выраженной биопленкообразующей 

способностью были выделены от пациентов, имеющих медицинские девайсы и 

имплантированные устройства. 
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