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РЕЗЮМЕ 

Обоснование. Тестирование на образование биопленок бактериями рода 
Staphylococcus может быть полезным маркером патогенности и иметь боль-
шую клиническую значимость, особенно при хроническом течении стафило-
кокковых инфекций.
Цель. Изучить кинетику роста и динамику образования биопленок штамма-
ми бактерий рода Staphylococcus.
Материалы и методы. Использовано 10 штаммов Staphylococcus из рабо-
чей коллекции лаборатории микробиома и микроэкологии ФГБНУ НЦ ПЗСРЧ. 
Измерение оптической плотности, скорости роста, определение общего ми-
кробного числа и оценка морфологической структуры биопленки проводилось 
для трёх клинически значимых видов: Staphylococcus aureus (три штамма); 
S. epidermidis (два штамма), S. haemolyticus (пять штаммов). Отбор проб про-
водили через 2, 4, 8, 10 и 24 часа культивирования.
Результаты. Оптическая плотность стартовой культуры для всех те-
стируемых штаммов составляла 0,08 оптических единиц. Все тестируемые 
штаммы показали сопоставимый рост и общую тенденцию образования био-
пленки. Стационарная фаза достигалась через восемь часов культивирования 
при титре общего микробного числа более 8 lg КОЕ/мл и оптической плотно-
сти 0,216–0,329 единиц. Необратимое прикрепление клеток к поверхности ре-
гистрировалось через 4–6 часов инкубирования, через 8 часов наблюдалось об-
разование неоднородной биопленки. Через 10 часов происходила реорганизация 
структуры биопленки, после 20 часов инкубирования биопленки были полно-
стью разрушены, при этом происходило снижение титра общего микробного 
числа с одновременным увеличением оптической плотности от 0,288 до 0,562 
единиц за счет перехода разрушенных клеток во взвешенное состояние.
Заключение. Выявленные в реальном времени особенности расширяют пред-
ставления о динамике формирования биопленки грамположительных бакте-
рий, и могут быть применены в клинической микробиологии для предотвраще-
ния рецидивирующих инфекций, вызванных стафилококками.
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RESUME

Justification. Bacteria of the genus Staphylococcus are conditionally pathogenic 
microorganisms capable of causing purulent-septic diseases. Testing for biofilm (BF) 
formation can be a useful marker of staphylococcal pathogenicity and have great 
clinical significance, especially in the chronic course of staphylococcal infections.
The aim. To study the kinetics of growth and the dynamics of BF formation by bacterial 
strains of the genus Staphylococcus.
Materials and methods. Ten Staphylococcus strains from the working collection 
of the Microbiome and Microecology Laboratory of the Scientific Сentre for Family 
Health and Human Reproduction Problems were used. The measurement of optical 
density (OD), growth rate, determination of the total microbial number, and assessment 
of the morphological structure of BFs were carried out for three clinically significant spe-
cies: Staphylococcus aureus (three strains), S. epidermidis (two strains), and S. haemo-
lyticus (five strains). Sampling was carried out after 2, 4, 8, 10, and 24 h of cultivation.
Results. The OD of the starting culture for all tested strains was 0.08 optical units. 
All tested strains showed comparable growth and a general tendency toward biofilm 
formation. The stationary phase was achieved after 8 h of cultivation with a total mi-
crobial number of more than 8 lg CFU/mL and an OD of 0.216–0.329 units. Cell adhe-
sion to the surface was recorded after 4–6 h of incubation, and after 8 h, the formation 
of an inhomogeneous BFs was observed. After 10 h, the biofilm structure was reorga-
nized, and after 20 h of incubation, the BFs were completely destroyed, while the total 
microbial number decreased with a simultaneous increase in OD from 0.288 to 0.562 
units due to the transition of the destroyed cells to a suspended state.
Conclusion. The features identified in real time expand the understanding of the dy-
namics of the BF formation of gram-positive bacteria and can be applied in clinical 
microbiology to prevent recurrent infections caused by staphylococci.
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Бактерии рода Staphylococcus относятся к убик-
витарным микроорганизмам, распространенным 
как в окружающей среде, так и колонизирующим 
различные биотопы человека и животных. Являясь 
одним из доминантов слизистых и кожных покровов, 
Staphylococcus с одной стороны, поддерживает коло-
низационную резистентность, с другой стороны, отно-
сясь к условно-патогенным микроорганизмам (УПМ), 
вызывает гнойно-септические заболевания [1, 2].

В арсенале факторов вирулентности, вызывающих 
инфекции, у УПМ ключевую роль играет способность 
адгезироваться на тканях хозяина и медицинских 
устройствах. Биопленкообразование защищает бакте-
рии от противомикробных препаратов и содействует 
уклонению от иммунного ответа хозяина, что затруд-
няет лечение инфекций [3, 4].

Еще в начале 2000-х годов было высказано пред-
положение, что тестирование на способность к обра-
зованию биопленок может быть полезным маркером 
патогенности стафилококков, особенно коагулазоне-
гативных видов [5]. Последующие публикации, оцени-
вающие динамику образования и механизмы распро-
странения биопленочных стафилококков, показывают, 
что устойчивость к антибактериальным препаратам, 
может зависеть не только от скорости её нарастания, 
но и от структурной вариативности, при которой про-
исходит постоянное отделение или образование новых 
слоев биопленки [6, 7].

Предполагается, что изучение видовых особен-
ностей биопленкообразования будет иметь большую 
клиническую значимость, особенно при хроническом 
течении стафилококковых инфекций [8]. Однако, не-
смотря на важность ранней диагностики, в клиниче-
ской микробиологии практически отсутствуют до-
ступные методы обнаружения биопленок в реальном 
времени, с целью воздействия на биопленочные кон-
сорциумы в наиболее уязвимую стадию их существо-
вания [9, 10, 11].

В лаборатории микробиома и микроэкологии ИЭМ 
ФГБНУ НЦ ПЗСРЧ сформирована коллекция штаммов 
условно-патогенных микроорганизмов, в которую, 
в том числе, входит 81 штамм бактерий рода Staphylo-
coccus, выделенных от амбулаторных пациентов с обе-
зличиванием персональных данных.

Таким образом, целью исследования стало изу-
чение кинетики роста и динамики образования био-
пленок штаммами бактерий рода Staphylococcus.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Подготовка культур эксперименту. Из коллекции 
было выбрано 10 штаммов трёх клинически значимых 
видов: три штамма вида S.  aureus, два – S.  epidermidis, 
пять – S.  haemolyticus. Реидентификацию отобранных 
культур проводили с использованием тест-системы 
СТАФтест-16 (Erba Lachema, Чехия) и подтверждали 
масс-спектрометрическим методом MALDI-TOF, на при-
боре Smart MS 5020 (Zhuhai DL Biotech, Китай).

Для получения популяции в однородном физио-
логическом состоянии перед экспериментом культуры 
были синхронизированы. Суточные культуры выращи-
вали на мясо-пептонном агаре (МПА) при 37  °С в тер-
мостате, затем две-три петли культуры переносили 
во флаконы с 50  мл мясо-пептонного бульона (МПБ, 
НИЦФ, СПб). Флаконы инкубировали в термостате 
18 часов при 37 °С. Суспензию разбавляли МПБ до кон-
центрации клеток по стандарту мутности Мак Фарлан-
да 1,0 (3 × 108 КОЕ/мл).

Шестьдесят мкл аликвот суточных культур вноси-
ли в 6-луночный стерильный планшет (Greiner Bio-One, 
Австрия), содержащего по 3  мл МПБ в каждой лунке. 
Стартовая плотность суспензии была практически рав-
ной для всех культур и составляла 0,07–0,08 единиц 
при λ  492  нм. Проводили маркировку лунок согласно 
времени: 11:30, 13:30, 15:30, 17:30, 19:30, 9:00, что соот-
ветствует отбору проб через 2, 4, 8, 10 и 24 часа куль-
тивирования. Для каждого штамма использовали два 
планшета: один для измерения оптической плотности 
(ОП) и определения общего микробного числа (ОМЧ), 
второй для оценки морфологической структуры био-
пленки (БП). Планшеты помещали в термостат при 
37 °С. Эксперименты были проведены в двух биологи-
ческих и трех технических повторностях.

Определение ОП и ОМЧ
Для определения ОП из лунок 6-луночного план-

шета, согласно времени, переносили культуру объе-
мом 150  мкл в 96-луночный планшет (Greiner Bio-One, 
Австрия) в трех повторностях. ОП измеряли на спектро-
фотометре (иммуноферментном риддере) Multiskan GO 
(Thermo Fisher Scientific, США), рассчитывали среднее 
значение ОП всех измерений (λ 492 нм). В качестве кон-
троля в лунки добавляли стерильный МПБ, не инокули-
рованный клетками.

Эксперимент по определению ОМЧ проводили со-
гласно методике, описанной ранее [10]. Коротко, в за-
висимости от времени инкубации, производили высев 
100  мкл культуры на МПА из серийных разведений: 
через 2 часа культивирования из второго, третьего 
и четвёртого разведений; через 4 часа культивирова-
ния из четвёртого, пятого и шестого разведения; через 
8, 10  часов культивирования и для суточной культу-
ры высев производили из пятого, шестого, седьмого 
и восьмого разведения. Аликвоты растирали шпателем 
и инкубировали в термостате при 37 °С.

Через 24 часа подсчитывали выросшие колонии 
и проводили учёт ОМЧ. Для пересчета на 1 мл клеточ-
ной суспензии использовали следующую формулу: 
N*10*10x = число КОЕ/мл, где N – число колоний на всей 
поверхности агара, х – номер разведения. Для каждого 
значения рассчитывали логарифм колониеобразую-
щей единицы (КОЕ) в 1 мл питательной среды – lg КОЕ/мл, 
для построения графиков и таблиц использовали сред-
нее значение и стандартное отклонение.

Оценка морфологической структуры биопленки
Для оценки скорости формирования и морфоло-

гии биопленки в подготовленные лунки шести луноч-
ного планшета вносили круглые предметные стекла. 
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Стекла аккуратно извлекали из суспензии через каж-
дые два часа, коротко ополаскивали физиологическим 
раствором и оставляли сушиться.

Препараты быстро фиксировали в пламени спир-
товки и окрашивали в течение 20 мин 1%-м раствором 
генцианвиолета. Затем стёкла промывали дистиллиро-
ванной водой, сушили и хранили до дальнейших ис-
следований при комнатной температуре, без доступа 
к солнечному свету.

Морфологическую структуру биопленки иссле-
довали под световым микроскопом Zeiss Efficient 
Navigation (ZEN corev. 3.0; Karl Zeiss, Германия), при по-
мощи программы, входящей в программное обеспече-
ние микроскопа, делали и обрабатывали микрофото-
графии не менее 10 полей зрения [10].

Дальнейшая обработка микрофотографий и по-
строение графиков проводилось с использованием ли-
цензионных прикладных программ «MS Office 2010» 
и «MS Excel 2007 for Windows 7».

Работа выполнена с использованием оборудова-
ния ЦКП «Центр разработки прогрессивных персона-
лизированных технологий здоровья» и УНУ «Коллек-
ция микробиоты человека Иркутской области» ФГБНУ 
НЦ ПЗСРЧ, г. Иркутск.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Из коллекции было выбрано 10 штаммов трёх кли-
нически значимых видов: три штамма вида S.  aureus, 
два – S. epidermidis, пять – S. haemolyticus. Для них была 
проведена оценка кинетики роста и определены мор-
фологические особенности формирования биопленки. 
Поскольку все тестируемые штаммы показали сопоста-
вимый рост и общую тенденцию образования БП, в ка-
честве примера приводятся данные по трем штаммам, 
выделенным из урогенитального биотопа и отнесен-
ным к разным видам: S. haemolyticus № 94, S. epidermidis 
№ 492 и S. aureus № 75.

В эксперименте проводили параллельные иссле-
дования. Кинетику роста планктонных культур опре-
деляли по измерениям ОП и ОМЧ, а также оценивали 
морфологические особенности структуры биопленки 
на основании микрофотографий (рис. 1–3).

При оценке кинетики роста были выявлены суще-
ственные различия количественных показателей в за-
висимости от ОП.

Оптическая плотность стартовой культуры для всех 
тестируемых штаммов трех видов была сопоставимой 
и составляла 0,08 оптических единиц. Однако оценка 
количества клеток в 1 мл питательной среды на основа-
нии расчета логарифма, показала, что начальные титры 
клеток существенно различаются.

Так, минимальное значение начального ОМЧ было 
показано для S. epidermidis № 492 – 3,69 ± 0,21 lg КОЕ/мл, 
следующим по значению ОМЧ был штамм S. haemolyticus 
№  94 – 6,77  ±  0,45  lg  КОЕ/мл, максимальное значение 
наблюдалось для S.  aureus №  75 7,35  ±  0,62  lg  КОЕ/мл 
(рис. 1А, 2А и 3А соответственно).

Анализ кривой роста S.  epidermidis № 492 показал, 
что штамм проходил экспоненциальную фазу роста 
с выходом на стационарную фазу после 8 часов инкуба-
ции при значении 8,27 ± 0,05 lg КОЕ/мл и ОП 0,216 еди-
ниц (рис.  1А). В стационарной фазе роста максималь-
ный титр ОМЧ составил 8,68 ± 0,28 lg КОЕ/мл и ОП 0,262.

На микрофотографиях видно, что прикрепление 
клеток S.  epidermidis к поверхности покровных стёкол 
начиналось через 6 часов культивирования (рис.  1Г), 
клетки мелкие в виде крупных скоплений. Через во-
семь часов на стеклах визуализировались участки 
многослойной биопленки, окруженной матриксом 
(рис. 1Д), через 10 часов происходил распад БП, наблю-
дались отдельные скопления клеток с участками био-
пленки (рис. 1Е). 

Для культуры S.  haemolyticus №  94 выход на ста-
ционарную фазу роста также регистрировался через 
8 часов инкубации при титре 8,61 ± 0,28 lg КОЕ/мл и ОП 
0,224 единиц (рис. 2А).

Необратимое прикрепление штамма S. haemolyticus 
к абиотической поверхности наблюдалось через 4 часа 
в виде одиночных скоплений из мелких клеток, находя-
щихся в матриксе (рис. 2В), через шесть часов происхо-
дило появление более крупных скоплений, в один слой 
к краю, указывающие на начальные стадии формирова-
ния БП (рис. 2Г).

Через 8 часов БП достигала максимального разви-
тия, образуя как монослой, так и многослойные участ-
ки, с хорошо выраженным матриксом, в котором на-
блюдались межклеточные каналы и пустоты (рис. 2Д).

Структурная реорганизация биопленки штамма 
S.  haemolyticus также происходила после 10 часов ин-
кубации при титре 8,12 ± 0,01 lg КОЕ/мл и снижении ОП 
до 0,219 оптических единиц (рис.  2А). На микрофото-
графиях наблюдался распад биопленки с множеством 
небольших скоплений клеток, неплотными отдельны-
ми участками БП (рис. 2Е).

Анализ кривой роста штамма S.  aureus № 75 пока-
зал достижение стационарной фазы через 8 часов, при 
значении титра ОМЧ 8,82  ±  0,05  lg  КОЕ/мл и ОП 0,329 
единиц (рис. 3А).

Начало необратимого прикрепления к абиотиче-
ской поверхности также наблюдалось через 4 часа, 
на микрофотографиях регистрировались множествен-
ные отдельные скопления мелких клеток в матриксе 
(рис. 3В).

Через 6 часов штамм S.  aureus образовывал мно-
гослойную неоднородную, состоящую из отдельных 
кластеров БП, разделенных межклеточными каналами 
(рис. 3Г), через 8 часов инкубации многослойная струк-
тура биопленки сохранялась (рис. 3Д).

После 10 часов наблюдался распад биоплен-
ки, сопровождающийся увеличением титра ОМЧ 
8,86  ±  0,05  lg  КОЕ/мл и ОП до 0,402 единиц (рис.  3А). 
На микрофотографиях зафиксированы отдельные 
скопления мелких клеток, расположенных свободно 
(рис. 3Е). 

При анализе микрофотографий установле-
но, что у всех тестируемых штаммов Staphylococcus 
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биопленки были полностью разрушены к 20 часам 
инкубации, наблюдались только единичные скопле-
ния с участками БП, с наличием большого количества 
мелких одиночных клеток. Разрушение биопленки 
происходило при снижении титра ОМЧ с одновремен-
ным увеличением ОП до 0,365 у штамма № 492, до 0,288 
у штамма № 94 и до 0,562 у штамма № 75 за счет перехо-
да разрушенных клеток во взвешенное состояние.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Адгезия, рост, созревание и распространение – 
четыре важных этапа развития бактериальной био-
пленки, представляющие собой динамический про-
цесс, при котором фазы прикрепления и открепления 
чередуются [6, 11]. Распространение биопленки пу-
тем отрыва отдельных бактериальных скоплений 
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РИС. 1. 
Кинетика роста планктонных культур (А) и морфологиче-
ская структура биопленок (Б–Е) S. epidermidis № 492 на разных 
стадиях образования, ув.1000; время культивирования: Б – 2 
часа; В – 4 часа; Г – 6 часов; Д – 8 часов; Е – 10 часов

FIG. 1. 
Kinetics of growth of planktonic cultures (A) and morphological 
structure of biofilms (B–E) of S. epidermidis № 492 at different 
stages of formation, c.1000; cultivation time: Б – 2 hours; В – 4 
hours; Г – 6 hours; Д – 8 hours; E – 10 hours

Примечание: на графиках не указаны доверительные интервалы менее 0,1.
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и конгломератов имеет фундаментальное значение 
в патогенезе обострений хронических и системных 
заболеваний и может являться причиной внутриболь-
ничных инфекций [12].

Наши предыдущие исследования показали, 
что грамотрицательные УПМ, выделенные из внутри-
больничной среды, обладают способностью к био-
пленкообразованию, устойчивостью к воздействию 

антимикробных препаратов и дезинфицирующих 
средств на всех стадиях формирования БП [13, 14, 15].

Однако фазы роста и этапы развития БП отличались 
от результатов, полученных в данном исследовании. 
Так, протестированные ранее грамотрицательные ми-
кроорганизмы выходили на стационарную фазу роста, 
в зависимости от вида (Serratia marcescens, Pseudomonas 
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae) через 5, 8 и 10 часов 
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РИС. 2. 
Кинетика роста планктонных культур (А) и морфологиче-
ская структура биопленок (Б–Е) S. haemolyticus № 94 на раз-
ных стадиях образования, ув.1000; время культивирования: 
Б – 2 часа; В – 4 часа; Г – 6 часов; Д – 8 часов; Е – 10 часов

FIG. 2. 
Kinetics of growth of planktonic cultures (A) and morphological 
structure of biofilms (Б–E) of S. haemolyticus № 94 at different 
stages of formation, c.1000; cultivation time: Б – 2 hours; В – 4 
hours; Г – 6 hours; Д – 8 hours; E – 10 hours

Примечание: на графиках не указаны доверительные интервалы менее 0,1.
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культивирования, демонстрируя высокую ОП бактери-
альной суспензии и образуя многослойные и плотные 
биопленки через 20 часов культивирования. Через 
24 часа абиотическая поверхность частично освобо-
ждалась от многослойной БП, на микрофотографиях 
наблюдались остаточные конгломераты и большое 
количество одиночных клеток, готовых образовывать 
на освободившемся месте новую биопленку [10].

Полученные в данной работе результаты по тести-
рованию грамположительных бактерий рода Staphy-
lococcus – одинаковый выход на стационарную фазу 
роста, образование неоднородной биопленки через 
восемь часов, частичное отслоение через 10 часов 
и распад биопленки через 20 часов культивирования 
могут являться особенностями именно этих видов 
бактерий.
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РИС. 3. 
Кинетика роста планктонных культур (А) и морфологи-
ческая структура биопленок (Б–Е) S. aureus № 75 на разных 
стадиях образования, ув.1000; время культивирования: Б –2 
часа; В – 4 часа; Г – 6 часов; Д – 8 часов; Е – 10 часов

FIG. 3. 
Kinetics of growth of planktonic cultures (A) and morphological 
structure of biofilms (B–E) of S. aureus № 75 at different stages 
of  formation, c.1000; cultivation time: Б – 2 hours; В – 4 hours; 
Г – 6 hours; Д – 8 hours; E – 10 hours

Примечание: на графиках не указаны доверительные интервалы менее 0,1.
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Fux  C.A. et  al. (2004) были описаны различия меж-
ду тестируемыми видами – S. aureus и P. aeruginosa, за-
ключающиеся в размерах биомассы, отделяющейся 
от биопленок. Авторы высказались о необходимости 
исследований для определения характера отслое-
ния БП  в разных условиях роста. Они предположили, 
что отделяющиеся от биопленки S. aureus конгломера-
ты сохраняют устойчивость к противомикробным пре-
паратам, характерную для прикреплённых биопленок, 
что может объяснять высокую частоту повторных ин-
фекций, вызванных S. aureus [6].

Наши экспериментальные данные согласуются так-
же с исследованием, проведенным Díaz-Navarro M. et al. 
(2023), установившим, что биопленки S. aureus развива-
лись быстрее, достигая значительной биомассы через 
3,5 часа культивирования, и постоянно росли и отслаи-
вались в течение 17-часового периода наблюдения. 
Для S.  epidermidis исследования показали, что клет-
кам требуется больше времени, чтобы прикрепиться 
к поверхности и сформировать зрелую биопленку. 
Escherichia coli в этом эксперименте образовывали ста-
бильные плотные биопленки, равномерно распреде-
ленные по всей тестируемой поверхности через 5 ча-
сов культивирования [11].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, анализ кинетики роста планктон-
ных культур бактерий рода Staphylococcus позволяет 
установить оптимальное время для исследования био-
пленок. Выявленные в реальном времени особенности 
расширяют представления о динамике формирования 
биопленки грамположительных бактерий, и могут быть 
применены в клинической микробиологии для пре-
дотвращения рецидивирующих инфекций, вызванных 
стафилококками.
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