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Цель. Оценка способности клинических изолятов условно-патогенных микроорганизмов к накопле-
нию биомассы биопленки под влиянием композиционных дезинфицирующих средств.
Материалы и методы. В исследование были включены 53 штамма (49 штаммов K. pneumoniae, 
4 штамма P. aeruginosa), полученные из двух многопрофильных детских стационаров городского и 
регионального уровней. Материал для исследования собирали из различных локусов пациентов, с 
медицинских изделий и объектов окружающей среды. Для оценки ответа биопленок (БП) клиниче-
ских изолятов на воздействие дезинфицирующих средств (ДС) были использованы три композици-
онных ДС: № 1 – кислородосодержащее, № 2 – содержащее четвертичные аммониевые соедине-
ния и альдегиды, № 3 – хлорсодержащее. 
Результаты. Все исследуемые штаммы характеризовались способностью к накоплению биомассы 
БП различной степени выраженности: низкой – 15 (28,4%), умеренной – 24 (45,2%), высокой – 
14 (26,4%). Под воздействием ДС на начальном этапе адгезии биомасса БП снижалась у более 
чем 70% изолятов, при этом наибольшую эффективность показало хлорсодержащее ДС (№ 3). 
Суточные БП были устойчивы к воздействию ДС № 1 и ДС № 3, накопление биомассы БП снижа-
лось только при использовании ДС № 2, которое содержало комплекс четвертичных аммониевых 
соединений и альдегидов. Изоляты, изначально обладающие повышенной способностью к нако-
плению биомассы БП, были более устойчивы к воздействию ДС на всех стадиях формирования БП.
Выводы. Необходимо проводить углубленный анализ эффективности воздействия биоцидов на био-
пленочные бактерии для профилактики инфекций, связанных с оказанием медицинской помощи.

Biofilm formation of clinical isolates of opportunistic microorganisms under 
the influence of disinfectants
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Objective. To assess the ability of clinical isolates of opportunistic microorganisms to accumulate biofilm 
biomass under the influence of composite disinfectants.
Materials and methods. The study included 53 strains (49 – K. pneumoniae, 4 – P. aeruginosa) obtained 
from two multidisciplinary children’s hospitals at the city and regional levels. Specimens were collected 
from different loci of patients, medical devices, and environmental objects. To assess the reaction of 
biofilms (BF) of clinical isolates to the effects of disinfectants (DIs), three composite DIs were used: No. 1 – 
oxygen-containing, No. 2 – containing quaternary ammonium compounds and aldehydes, No. 3 – 
chlorine-containing.
Results. All the studied strains were characterized by their ability to accumulate BF biomass of various degree: 
low – 15 (28.4%), moderate – 24 (45.2%), and high – 14 (26.4%). When exposed to DIs at the initial stage 
of adhesion, biomass of BF decreased in more than 70% of isolates, with chlorine-containing DI showing the 
greatest efficiency (No. 3). 24-hour BFs were resistant to the effects of DI No. 1 and DI No. 3; accumulation 
of BF biomass decreased only when using DI No. 2, which contained a complex of quaternary ammonium 
compounds and aldehydes. Isolates that initially had an increased ability to accumulate BF biomass were 
more resistant to the DIs effects at all stages of biofilm formation.
Conclusions. There is a need for further in-depth evaluation of the biocides effects on biofilm bacteria to 
prevent healthcare-associated infections.
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Введение

В медицинской литературе достаточно давно усто-
ялся термин «условно-патогенные микроорганизмы» 
(УПМ), под которым подразумевают широко распро-
страненную группу микроорганизмов с низкой степенью 
патогенности для человека или проявляющих свои па-
тогенные свойства только при определенных условиях, 
например при снижении иммунного статуса организма 
[1]. Известно, что грамотрицательные представители 
УПМ в совокупности являются наиболее частыми воз-
будителями нозокомиальных инфекций в России [2, 3]. 
УПМ присущ ряд биологических свойств, отличающих 
их от истинных возбудителей инфекционных заболева-
ний, к которым в частности следует отнести их устойчи-
вость фактически ко всем доступным современным ан-
тимикробным препаратам и различным биоцидам. Эта 
особенность наиболее характерна для бактериальной 
микрофлоры, находящейся в составе биопленок (БП). 
В этом состоянии микроорганизмы могут быть устойчи-
выми к антимикробным препаратам в концентрации, в 
100 и более раз превышающей минимальные ингиби-
рующие концентрации для отдельной бактериальной 
клетки, находящейся в планктонном состоянии [1].

Одним из основных возбудителей инфекций, относя-
щихся к УПМ и связанных с оказанием медицинской по-
мощи (ИСМП), являются бактерии Klebsiella pneumoniae 
и Pseudomonas aeruginosa, клетки которых способны 
формировать БП на биотических и абиотических поверх-
ностях. По данным литературы, практически все клиниче-
ские изоляты K. pneumoniae и P. aeruginosa, выделенные 
из мочи, крови, мокроты, ран, обладают способностью 
к биопленкообразованию in vitro [4, 5]. Попадая из ор-
ганизма пациента в больничную среду, биопленочные 
микроорганизмы способны эффективно конкурировать 
с другими (в том числе и патогенными) микроорганиз-
мами, создавая дополнительный резервуар госпиталь-
ных штаммов [4, 6, 7].

С учетом способности микроорганизмов формиро-
вать БП, важное значение приобретает оценка эффек-
тивности действия дезинфицирующих средств (ДС) на 
клетки, находящиеся прежде всего в виде биопленоч-
ных консорциумов [8]. ДС представляют собой индиви-
дуальные химические соединения или композиционные 
составы, включающие несколько действующих веществ, 
а также различные функциональные компоненты: инги-
биторы коррозии, красители, отдушки, стабилизаторы, 
загустители и др. [9]. В настоящее время в лечебно-про-
филактических учреждениях в основном применяются 
хлорсодержащие ДС, с действующим веществом в виде 
активного хлора. Они обладают широким спектром ан-
тимикробного действия, но раздражают верхние дыха-
тельные пути и слизистые глаз, имеют стойкий запах и 
коррозируют металлы. Широко применяются и кисло-
родосодержащие ДС, которые обладают аналогичным 
спектром антимикробного действия, не имеют запаха, 
но коррозируют металлы. Отличительными особенно-
стями ДС, содержащих четвертичные аммониевые со-

единения (ЧАС), являются более узкий спектр антими-
кробного действия, моющее действие, отсутствие запаха 
и коррозийного эффекта. Некоторые из них представ-
ляют собой комбинации ЧАС с глутаровым альдегидом, 
спиртом, поверхностно-активными веществами, что рас-
ширяет спектр их антибактериальной активности [8, 9].

Одним из неблагоприятных факторов, участвующих 
в распространении внутрибольничных инфекций, явля-
ется неправильное использование ДС. Поскольку ни 
одно из них не является универсальным, необходимы 
исследования для определения антимикробной активно-
сти различных ДС для выбора максимально эффектив-
ного [10, 11].

Цель исследования – оценка способности клиниче-
ских изолятов K. pneumoniae и P. aeruginosa к накопле-
нию биомассы биопленки под влиянием композицион-
ных дезинфицирующих средств.

Материалы и методы

Были изучены 49 штаммов K. pneumoniae и 4 штамма 
P. aeruginosa, полученные из двух многопрофильных 
детских стационаров городского (Городская Ивано-
Матренинская детская клиническая больница, ГИМДКБ) 
и регионального уровней (Иркутская областная детская 
клиническая больница, ИОДКБ). Материал для исследо-
вания собирали из различных локусов пациентов, с меди-
цинских изделий и объектов окружающей среды: кровь 
(5 образцов), моча (16), мокрота (4), слизистая зева (9), 
смывы трахеобронхиального дерева (2), отделяемое 
брюшной полости (2), отделяемое раны (2) и свища (1); 
медицинские изделия: эндотрахеальная трубка (6), цен-
тральный венозный катетер (3), трахеостома (2); смыв 
с объекта окружающей среды (1). Ранее нами было по-
казано, что все штаммы, включенные в исследование, 
обладали множественной устойчивостью к антимикроб-
ным препаратам [12]. Идентификацию выделенных куль-
тур осуществляли бактериологическим методом с уче-
том морфологических, культуральных, тинкториальных и 
биохимических свойств и подтверждали методом MALDI-
TOF прямого белкового профилирования неспорообра-
зующих микроорганизмов. Масс-спектрометрический 
анализ проводили на приборе ultrafleXtreme (Bruker 
Daltonics, Германия) [13].

Для оценки ответа БП клинических изолятов на воз-
действие ДС были использованы ДС с разными актив-
ными компонентами, применявшиеся на момент ис-
следования в стационарах. Группа ДС, действующие 
компоненты и концентрации препаратов представлены 
в Таблице 1. В экспериментах применяли минимальные 
концентрации, рекомендованные производителем для 
дезинфекции поверхностей при бактериальных инфек-
циях.

Подготовку культур для экспериментов, культиви-
рование в 96-луночном стерильном плоскодонном пла-
стиковом иммунологическом планшете, окраску БП, 
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измерение оптической плотности (ОП) проводили по 
описанным ранее методикам [14–18].

Оценка влияния ДС на накопление биомассы БП при 
воздействии на начальном этапе адгезии

В лунки планшета вносили 150 мкл бактериальной 
взвеси (1 × 106 KOE/мл). На начальном этапе адгезии 
клеток к пластику в лунки вносили по 50 мкл ДС в за-
данной концентрации (в каждой концентрации не менее 
четырех повторов). Контролем биопленкообразования 
служили лунки, в которых клетки не подвергали влиянию 
ДС. Отрицательным контролем служили лунки с 150 мкл 
питательного бульона без бактерий. Длительность воз-
действия ДС на БП как на стадии адгезии, так и на су-
точные БП, согласно инструкциям по применению, со-
ставила 30 мин. Планшеты инкубировали 24 ч. при 
37°С, затем промывали, высушивали и окрашивали 1% 
раствором генцианвиолета с последующей спиртовой 
экстракцией. Биомассу сформированных БП оценивали 
по оптической плотности (ОП) полученных экстрактов 
красителя при 420 нм. Более подробно методика была 
описана ранее [14, 15].

Оценка влияния ДС на накопление биомассы БП при 
воздействии на суточную БП

Суточные БП формировали изложенным выше спосо-
бом в течение 24 ч., используя только взвесь бактерий. 
Через 24 ч. инкубации удаляли планктонные клетки, 
трехкратно промывали стерильной дистиллированной 
водой и вносили в каждую лунку (в контрольные – пи-
тательный бульон) требуемые концентрации ДС. Далее 
эксперименты проводили по описанной ранее методике 
[14, 15].

Для пересчета единиц ОП в массу микробной БП в 
мкг на одну лунку 96-луночного полистиролового пло-
скодонного планшета использовали формулу, получен-
ную путем сопоставления ОП элюатов контрольных и 
опытных проб с массой высушенной неокрашенной БП: 
Х = 226,28 × [Еоп пробы – Еоп контроля]1,2755, где Х – 
масса БП; Еоп пробы – ОП спиртового экстракта окра-

шенной БП в эксперименте; Еоп контроля – ОП спирто-
вого экстракта окрашенного отрицательного контроля 
[19, 20]. Способность УПМ к накоплению биомассы БП 
определяли по среднему значению и оценивали при воз-
действии ДС на начальном этапе адгезии и при воздей-
ствии ДС на суточную БП. Интерпретация результатов 
исследования представлена в Таблице 2.

Статистическая обработка результатов осуществля-
лась с использованием критерия Манна-Уитни и непа-
раметрического критерия χ2, а также с помощью фор-
мул, имеющихся в пакете программ «MS Excel 2007 for 
Windows 7». Уровень значимости при проверке стати-
стических гипотез (p) принят равным 0,05.

Работа выполнена в рамках государственной темы 
№ 121022500179-0 с использованием оборудования 
ЦКП «Центр разработки прогрессивных персонализиро-
ванных технологий здоровья» и УНУ «Коллекция микро-
биоты человека Иркутской области» ФГБНУ НЦ ПЗСРЧ 
(Иркутск).

Результаты

Протестированные изоляты характеризовались спо-
собностью к накоплению биомассы БП различной сте-
пени выраженности: низкой – 15 (28,4%), умеренной – 
24 (45,2%), сильной – 14 (26,4%) (Таблица 3).

На начальном этапе адгезии биомасса БП значимо 
снижалась у более чем 70% изолятов, чему в боль-
шей или меньшей степени способствовало воздействие 

Таблица 1.	ДС, используемые в эксперименте

Маркировка ДС Группа ДС Действующие компоненты
Концентрации 

согласно 
инструкции

№ 1 Кислородосодержащее Перборат натрия моногидрат – 50%, тетраацетилэтилендиамин – 25% 
(ТАЭД) и другие инертные компоненты. 
Действующее вещество в рабочем растворе – надуксусная кислота

0,5%

№ 2 Четвертичные аммониевые 
соединения (ЧАС) и альде-
гиды

Дидецилдиметиламмоний хлорид – 6,0%, дидецилдиметиламмоний 
бромид – 2,0%, алкилдиметилбензиламмоний хлорид – 16,0%, глута-
ровый альдегид – 7,0%, глиоксаль – 6,0%, неионогенные ПАВ. 
Действующее вещество в рабочем растворе – ЧАС (суммарно), глута-
ровый альдегид, глиоксаль

0,1%

№ 3 Хлорсодержащее Натриевая соль дихлоризоциануровой кислоты с содержанием актив-
ного хлора 44,2%, специальные функциональные добавки.
Действующее вещество в рабочем растворе – активный хлор

0,1%

Таблица 2.	Способность клинических изолятов УПМ 
к накоплению биомассы БП

Способность микроорганизма 
к накоплению биомассы БП

Средняя биомасса, 
мкг/лунка

отсутствует 0 

низкая от 0 до 9 

умеренная от 9 до 28 

высокая более 28 
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всех ДС. Значение U-критерия Манна-Уитни находи-
лось в зоне значимости: для ДС № 1 Uэмп = 704, для ДС 
№ 2 Uэмп = 374,5, для ДС № 3 Uэмп = 376,5 (р < 0,01 
при сравнении биомассы БП до и после воздействия 
ДС) (Таблица 3). Стоит также отметить существенное 
увеличение доли изолятов с низкой биомассой: χ2 при 
воздействии ДС № 1 = 17,22, ДС № 2 = 44,73, ДС 
№ 3 = 30,99 (р < 0,01 при сравнении количества изо-
лятов с низкой биомассой до и после воздействия ДС).

Сформированные БП были менее чувствительны к 
воздействию ДС (Таблица 3). Суточная биомасса кли-
нических изолятов УПМ не изменялась под воздей-
ствием ДС в более 50% случаев для ДС № 1 и ДС № 3: 
Uэмп =1208 для ДС №1 и Uэмп = 1291,5 для ДС № 3 
(р > 0,05 при сравнении биомассы БП до и после воз-
действия ДС), доля изолятов с низкой биомассой также 
не различалась для ДС № 1 и ДС № 3 (χ2 при воздей-
ствии ДС №1 = 3,6, ДС № 3 = 0,83, р > 0,05). На 
биомассу суточных БП воздействовало только ДС №2 – 
Uэмп = 721,5; доля изолятов с низкой биомассой была 
значимо ниже (χ2 при воздействии ДС № 2 = 18,87, 
р < 0,01).

При сравнении влияния композиционного состава 
ДС на биопленкообразование замедление начального 
этапа адгезии было более выражено при воздействии 
ДС № 3, содержащего активный хлор (Uэмп = 643,5 при 
сравнении ДС №3 и ДС №1; Uэмп = 1009 при сравнении 
ДС № 3 и ДС № 2, р < 0,01).

Суточные БП были более чувствительны к воздей-
ствию ДС № 2, содержащего ЧАС и альдегиды в каче-
стве активного компонента (Uэмп = 1035 при сравнении 
ДС № 2 и ДС № 1; Uэмп = 712,5 при сравнении ДС № 2 
и ДС № 1, р < 0,01).

Следует также отметить, что изоляты с умеренной и 
высокой биомассой БП на начальном этапе адгезии не 
снижали биомассу под воздействием ДС № 1 в 36,8% 
случаев, ДС № 3 в 18,4% случаев, ДС № 2 в 2,6% слу-
чаев. В суточной БП оставались устойчивыми к воздей-
ствию ДС № 3 94,7% изолятов, к ДС № 1 – 63,2% 
изолятов, к ДС № 2 – 28,9% изолятов с умеренной и вы-
сокой биомассой БП.

Обсуждение

Одним из важнейших направлений эпидемиологиче-
ского надзора за распространением биопленочных ин-
фекций в стационарах различного профиля является 
оценка отношений УПМ к ДС, используемым в повсед-
невной работе лечебных учреждений. Развитие устой-
чивости к ДС и антисептикам у госпитальных штаммов 
микроорганизмов снижает эффективность профилакти-
ческих и лечебных мероприятий в стационарах и явля-
ется важным фактором, способствующим распростране-
нию нозокомиальных инфекций [9, 21]. 

В отличие от антибиотиков, которые воздействуют 
на определенный процесс, молекулы ДС, как правило, 
имеют более одного целевого участка [22]. Например, 
ЧАС воздействуют на цитоплазматическую мембрану в 
качестве основной мишени, вызывая ее разрушение и 
утечку внутриклеточных компонентов [23]. ДС на ос-
нове надуксусной кислоты проникают внутрь клеток и 
взаимодействуют с компонентами клеток, такими как 
белки, рибосомы, нуклеиновые кислоты и ферменты, вы-
зывая гибель клеток [24]. Хлорсодержащие ДС, взаимо-
действуя с клеточной стенкой микроорганизмов, адсор-
бируются оболочкой клетки и проникают внутрь путем 
диффузии, вызывая коагуляцию белков, ферментов и на-
рушая обмен веществ [24].

Проведенные за последние годы исследования пока-
зывают, что клетки, живущие в состоянии БП, могут быть 
значительно устойчивее к ДС, чем их планктонные ана-
логи [25, 26]. Таким образом, коммерческие ДС, обла-
дающие подтвержденной эффективностью в отношении 
планктонных клеток, не всегда способны уничтожить ми-
кробные клетки, находящиеся в биопленочной форме.

Это положение побудило в настоящем исследова-
нии оценить влияние композиционных ДС на накопле-
ние биомассы БП. Нами обнаружено, что большая часть 
(71,6%) протестированных клинических изолятов УПМ 
обладали повышенной способностью накапливать био-
массу БП. В экспериментах показано, что используемые 
биоциды на начальном этапе адгезии БП снижали био-
массу БП у более 70% изолятов, проникая в матрикс и 

Таблица 3.	Способность клинических изолятов УПМ к накоплению биомассы БП при воздействии композиционных ДС на разных стадиях 
ее формирования

Стадия воздействия ДС ДС 
Способность микроорганизма к накоплению биомассы БП, (абс/%)

низкая умеренная высокая

Контроль 15/28,4 24/45,2 14/26,4

начальный этап адгезии №1* 38/71,7 13/24,5 2/3,8

№2* 50/94,3 1/1,9 2/3,8

№3* 45/84,9 5/9,4 3/5,7

суточная БП №1 26/49,1 15/28,3 12/22,6

№2 39/73,6 7/13,2 7/13,2

№3 12/22,6 27/51 14/26,4

* Биомасса БП значимо ниже, чем до воздействия ДС (р < 0,01).
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препятствуя размножению клеток. При этом наиболее 
эффективно этап адгезии замедляло хлорсодержащее 
ДС № 3, воздействуя на клеточную стенку делящихся 
бактерий.

Проведенные нами ранее исследования показали, 
что клинически значимые штаммы УПМ обладают про-
дуктивным и быстрым ростом клеток и формируют мно-
гослойные биопленочные консорциумы в течение 20-
24 ч. культивирования [27]. С учетом этих данных, мы 
оценили воздействие ДС на суточные, уже сформиро-
ванные биопленки. В экспериментах установлено, что 
ДС слабо проникали в эти структуры и не препятство-
вали размножению клеток. Следует отметить, что био-
масса БП сохранялась или даже увеличивалась – доля 
изолятов с умеренной и высокой биомассой была зна-
чимо выше после воздействия кислородосодержащего 
и хлорсодержащего ДС (более 50%).

Можно полагать, что устойчивость суточных БП свя-
зана с участием матрикса БП в удержании биоцидов. 
Предложено несколько гипотез о механизмах взаимо-
действия антимикробных препаратов с матриксом БП: 
ограничение диффузии антимикробных веществ в БП 
за счет электростатических и гидрофобных взаимодей-
ствий; дезактивация биоцидов путем накопления в ма-
триксе разрушающих ферментов; снижение скоро-
сти роста бактериальных клеток в глубоком слое БП 
и уменьшение поглощения антимикробных препаратов 
[22, 28].

Исследования показывают, что эффективность ДС 
зависит от способности уничтожать сформированные 
БП, что более сложно, чем предотвратить образова-
ние БП. Для устранения зрелой БП недостаточно приме-
нения биоцидов, необходимо разрушить и/или удалить 
экосистему матрикса, содержащего микроорганизмы 
[29, 30].

На стадии суточной БП из рассмотренных ДС наибо-
лее эффективным был препарат, содержащий комплекс 
ЧАС и альдегидов, что согласуется с исследованиями 
других авторов, показавших, что хлорсодержащие ДС 
были менее эффективны против устранения БП [30], а 

ДС, относящиеся к группе окислителей, могут снижать 
активность в присутствии органических веществ, нака-
пливаемых в матриксе БП [9, 30]. Исследования, про-
веденные Детушевой Е. и соавт. (2021), показали, что 
рекомендуемые производителями концентрации ДС 
не оказывают действия на микроорганизмы в составе 
БП исследуемых штаммов бактерий, и предлагают ис-
пользовать более высокие концентрации по действую-
щему веществу [31]. Указанные авторы установили, что 
ДС, содержащее смесь ЧАС, глутаровый альдегид, гли-
оксаль способно подавлять рост БП K. pneumoniae, а 
ДС группы окислителей разрушало БП K. pneumoniae, 
A. baumannii, P. aeruginosa [31]. Различия в действии од-
них и тех же классов ДС на клинические изоляты, ве-
роятно, связаны с региональными особенностями воз-
будителей ИСМП, что подтверждает необходимость 
углубленного анализа эффективности воздействия био-
цидов на биопленочные бактерии [31].

Заключение

Таким образом, нами показано, что возбудители 
ИСМП, к которым относятся прежде всего условно-па-
тогенные микроорганизмы, способны образовывать БП 
in vitro. Изоляты, изначально обладающие повышенной 
способностью формировать БП, были более устойчивы 
к воздействию ДС на всех стадиях ее развития. На на-
чальном этапе адгезии БП наибольшую эффективность 
показало хлорсодержащее ДС, а на суточные БП наи-
большее влияние оказывало ДС с ЧАС и альдегидами, 
что может быть рекомендовано для соответствующего 
применения.

Становится очевидным, что для улучшения диагно-
стики и лечения инфекций, ассоциированных с БП, необ-
ходимо определять не только эффективность антибиоти-
ков, но и разрабатывать способы как предупреждения 
образования, так и разрушения БП как одного из ме-
ханизмов, позволяющих УПМ «уходить» от воздействия 
ДС и создавать дополнительный резервуар госпиталь-
ных штаммов.
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