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БИОПЛЕНКООБРАЗУЮЩАЯ СПОСОБНОСТЬ ШТАММОВ SERRATIA SPP., ВЫДЕЛЕННЫХ 
ИЗ РАН БОЛЬНЫХ ХРОНИЧЕСКИМ ОСТЕОМИЕЛИТОМ В МОНОКУЛЬТУРАХ И  
В СОСТАВЕ АССОЦИАЦИИ МИКРООРГАНИЗМОВ, ПОЛУЧЕННЫХ IN VITRO

ФГБУ «Российский научный центр «восстановительная травматология и ортопедия» им. акад. Г.А. Илизарова 
Минздрава России», 640014, Курган

Изучены адгезивные свойства 7 клинических штаммов Serratia marcescens, выделенных из свищей в дооперационном 
периоде и из очага воспаления во время операций в 2013–2015 гг. у 7 пациентов с хроническим остеомиелитом длинных 
трубчатых костей.
Бактерии S. marcescens выделены у одного пациента в монокультуре и у 6 в составе ассоциаций: S. marcescens + S. 
warneri + P. aeruginosa (n = 1); S. marcescens + S. aureus (n = 4); S. marcescens + M. morganii (n = 1).
По данным фотометрического анализа, штаммы S. marcescens характеризовались средней способностью к биоплен-
кообразованию на поверхностях полистироловых планшетов и покровного стекла, что подтверждается значениями 
оптической плотности и согласуется с данными их адгезивной активности.
Биопленкообразующая способность ассоциаций микроорганизмов (S. marcescens + P. aeruginosa, S. marcescens + M. morganii) 
уже через 24 ч эксперимента в 1,4 и 1,2 раза соответственно была выше уровней биопленкообразования монокультур. Ак-
тивность биопленкообразования ассоциации (S. marcescens + S. aureus) на 1-е сутки эксперимента была низкой, однако 
через 48 ч наблюдали значительный рост биопленки, что подтверждается значениями оптической плотности. 
Результаты нашего исследования показали способность всех клинических штаммов S. marcescens, выделенных из остео-
миелитического очага, к адгезии на поверхности эритроцитов и к биопленкообразованию на абиотических поверхностях 
(полистирол и стекло) как в монокультуре, так и в ассоциациях с другими микроорганизмами. 
Учитывая, что микробные биопленки играют ведущую роль в хронизации инфекционных заболеваний, необходимо осо-
знавать серьезность этиологической роли S. marcescens в развитии остеомиелита как патогена.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: хронический остеомиелит; биопленкообразующая способность; адгезия.
Для цитирования: Шипицына И.В., Осипова Е.В. Биопленкообразующая способность штаммов Serratia spp., выделен-
ных из ран больных хроническим остеомиелитом в монокультурах и в составе ассоциации микроорганизмов, получен-
ных in vitro. Клиническая лабораторная диагностика. 2017; 62 (3): 188-192. DOI: http://dx.doi.org/ 10.18821/0869-2084-
2017-62-3-188-192
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The article presents analysis of characteristics of 7 clinical strains of Serratia marcescens separated from fistulas in pre-operational 
period and from nidus of inflammation during operations in 2013-2015.  in 7 patients with chronic osteomyelitis of long tubular bones.
The bacteria S.marcescens are separated in one patient in monoculture and in 6 patients in composition of associations: 
S.marcescens + S.warneri + P.aeruginosa (n=1); S.marcescens + S.aureus (n=4); S.marcescens + M.morganii (n=1). 
According phometric analysis, strains of S.marcescens were characterized by average ability for biofilm formation on the 
surfaces of polystyrene dishes and cover glass that is substantiated by values of optic density and is conformed to data of their 
adhesion activity.
The biofilm formation ability of association of microorganisms (S.marcescens + P.aeruginosa, S.marcescens + M.morgani) already 
after 24 hours of experiment were correspondingly higher in 1.4 and 1.2 times of levels of biofilm formation in monocultures. 
The activity of biofilm formation of association (S.marcescens + S.aureus) on the first day of experiment was low. However, 
after 48 hours a significant growth of biofilm was observed that is substantiated by values of optical density. The results of 
study demonstrated ability of all clinical strains of S.marcescens separated from osteomyelitis nidus to adhesion on surface of 
erythrocytes and to biofilm formation on abiotic surfaces (polystyrene and glass) both in monoculture and associations with other 
microorganisms. 
In consideration that microbial films play leading role in chronization of infectious diseases it is necessary to be aware of 
seriousness of etiologic role of S.marcescens in development of osteomyelitis as a pathogen.
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Введение. Хронический остеомиелит остается одной из 
актуальных проблем гнойной ортопедии [1]. При анализе 
данных бактериологического обследования пациентов с хро-
ническим остеомиелитом установлено, что у 43% больных 
инфекционный процесс протекает с участием различных ви-
дов грамотрицательных микроорганизмов [2]. Один из них, 
Serratia marcescens, выделяется, по разным данным, в еди-
ничных случаях и не превышает 3,9% [2, 3].

Serratia marcescens (семейство Enterobacteriaceae) – от-
носится к условно-патогенным микроорганизмам, способным 
вызывать гнойно-воспалительные процессы различной лока-
лизации, в тех случаях, когда создаются условия для их интен-
сивного размножения, обусловленные наличием таких факто-
ров патогенности, как фимбрии, гемолизины, сидерофорная 
система, протеазы и термолабильный цитотоксин, а также 
резко снижена естественная сопротивляемость макроорга-
низма [4– 6]. Хорошо изучена этиологическая роль штаммов  
S. marcescens в развитии госпитальных бактериемий и пнев-
моний, инфекций мочевыводящих путей, хирургических ран 
и гнойно-септических поражений кожи [7]. Бактерии Serratia 
spp. принадлежат к группе мультирезистентных энтеробакте-
рий, некоторые из штаммов способны продуцировать фермент 
esbl (бета-лактамазы расширенного спектра) [8, 9].

Как и другие бактерии, s. marcescens может формиро-
вать биопленки, однако в литературе отсутствуют работы, 
посвященные исследованию способности к биопленкообра-
зованию данного возбудителя, выделенного из остеомиели-
тического очага, что свидетельствует об актуальности иссле-
дования.

Цель исследования – изучить биопленкообразующую 
способность клинических штаммов бактерий рода Serratia, 
выделенных у пациентов с хроническим остеомиелитом.

Материал и методы. В исследование, которое проводи-
лось с 2013 по 2015 г., включены 7 клинических штаммов 
Serratia marcescens, выделенных из свищей в дооперацион-
ном периоде и из очага воспаления, во время операции у 7 
пациентов с хроническим остеомиелитом длинных трубча-
тых костей.

Изучена биопленкообразующая способность монокультур 

S. marcescens, P. aeruginosa, M. morganii, S. aureus, S. warneri 
в сравнении с ассоциациями, полученными in vitro: S. marc-
escens + S. warneri + P. aeruginosa (n = 1); S. marcescens + S. 
aureus (n = 4); S. marcescens + M. morganii (n = 1).

Идентификацию исследуемых штаммов выполняла на-
уч. сотр. Л.В. Розова на бактериологическом анализаторе 
walkaway-40 plus (siemens, США).

Адгезивную активность штаммов изучали на модели эри-
троцитов человека А (Іi) rh+ по методике В.И. Бриллиса [10]. 
При оценке адгезивных свойств использовали индекс адгезив-
ности микроорганизмов (ИАМ). Исследование проводили под 
световым микроскопом, учитывая не менее 50 эритроцитов. 
Микроорганизмы считали неадгезивными при ИАМ до 1,75; 
низкоадгезивными – от 1,76 до 2,5; среднеадгезивными – от 
2,51 до 4,0; высокоадгезивными – при ИАМ ≥ 4,1.

Биопленку на поверхностях полистироловых планшетов 
и покровного стекла получали по описанным ранее методи-
кам [11]. В качестве контроля использовали стерильный мя-
сопептонный бульон (МПБ).

Активность формирования биопленки на поверхности 
полистирола оценивали по уровню адсорбции красителя 
этанолом, измеренному в единицах оптической плотности 
(od630) на фотометре elx808 (bioTek, США) при длине вол-
ны 630 нм. В зависимости от величины оптической плотно-
сти (od630) считали, что штаммы не обладали способностью 
к образованию биопленки при значениях od630 < 0,090; при 
0,090 < od630 ≤ 0,180 – штаммы обладали слабой; при 0,180 < 
od630 ≤ 0,360 – средней; при od630 ˃ 0,360 – высокой способ-
ностью к образованию биопленки.

Биопленку, выращенную на поверхности покровного 
стекла, исследовали под микроскопом при увеличении в 640 
раз (об. 40; ок. 16). Цифровые изображения полей зрения по-
лучали с помощью цифровой камеры-окуляра dcМ-300 (Ки-
тай), установленной на бинокулярном микроскопе Xsp107e.

Для определения количественных характеристик исполь-
зовали программу imageJ (США). На цифровых изображени-
ях препаратов измеряли площадь поля зрения, количество и 
площадь, занимаемую единичными адгезированными клет-
ками и микроколониями.
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Рассчитывали количество единичных адгезированных 
клеток и микроколоний на единицу площади (1мм2) и доли, 
занимаемые ими в площади поля зрения. При этом учиты-
вали размер микроколоний: до 10 мкм2; от 10 до 100 мкм2; 
от 100 до 1000 мкм2; от 1000 до 10000 мкм2; > 10000 мкм2. 
С каждого препарата вводили не менее 20 случайных полей 
зрения, полученные результаты усредняли.

Статистическую обработку результатов проводили с по-
мощью программного обеспечения анализа данных attestat, 
версия 13.0 [12]. Значимость различий между группами про-
веряли с помощью непараметрических критериев Вилкоксо-
на и Манна–Уитни. Различия между группами наблюдений 
считали статистически значимыми при р < 0,05.

Результаты. По результатам микробиологического ис-
следования штаммы S. marcescens были выделены у одного 
пациента в монокультуре и у 6 в составе ассоциаций: S. marc-
escens + S. warneri + P. aeruginosa (n = 1); S. marcescens + S. 
aureus (n = 4); S. marcescens + M. morganii (n = 1).

ИАМ штаммов S. marcescens составил 3,45±0,28 ед., что 
соответствовало среднеадгезивной активности. Штаммы 
S. aureus обладали низкоадгезивными свойствами (ИАМ – 
1,85±0,13 у. е.), штаммы P. aeruginosa, M. morganii, S. warneri 
– среднеадгезивными свойствами: 2,74±0,12; 2,71±0,10; 
2,60±0,15 у. е. соответственно.

По данным фотометрического анализа, штаммы S. marc-
escens, P. aeruginosa, M. morganii, S. warneri характеризова-
лись средней биопленкообразующей способностью, штаммы 
S. aureus – низкой, что согласуется с результатами адгезив-
ной активности (рис. 1).

Через 24 ч эксперимента значения биопленкообра-
зующей способности ассоциаций микроорганизмов  
(S. marcescens + P. aeruginosa, S. marcescens + M. morganii) 
в 1,4 и 1,2 раза соответственно превышали уровни био-
пленкообразования монокультур. Ассоциация штаммов 
(S. marcescens + S. warneri) характеризовалась слабой 
биопленкообразующей способностью, несмотря на сред-
ние показатели интенсивности биопленкообразования 
их монокультур (рис. 2). Уровень биопленкообразова-
ния ассоциации (S. marcescens + S. aureus) составил  
0,153±0,022 ед. опт. пл., что в 1,3 раза выше биопленкоо-
бразующей способности штаммов s. aureus и в 1,3 ниже 
по сравнению с Оd630 штаммов s. marcescens.

Через 48 ч наблюдали рост биопленок, что подтвержда-
ется значениями оптической плотности (см. рис. 1, 2). Ин-
тенсивность биопленкообразования ассоциации микроорга-
низмов (S. marcescens + M. morgani) была в 1,4 раза выше по 
сравнению с Оd630 монокультур исследуемых клинических 
штаммов (см. рис. 2). Оd630 ассоциации микроорганизмов s. 
marcescens + s. aureus и S. marcescens + S. warneri состави-
ла 0,212±0,011 и 0,197±0,012 ед. опт. пл. соответственно, что 
указывало на средний уровень биопленкообразования.

Все клинические штаммы обладали способностью к био-
пленкообразованию на поверхности покровного стекла как в 
монокультуре, так и в ассоциации.

Количество единичных адгезированых клеток и микро-
колоний бактерий рода Serratia в монокультуре на этапах 

Рис. 1. Биопленкообразующая способность клинических 
штаммов через 24 и 48 ч эксперимента.
Здесь и на рис. 2: * – р < 0,05 – различия значимы по сравнению с кон-
тролем; # – р < 0,05 – различия значимы по сравнению c данными, по-
лученными через 24 ч эксперимента.

Рис. 2. Биопленкообразующая способность ассоциаций, по-
лученных in vitro через 24 и 48 ч эксперимента.

Рис. 3. Соотношение количества единичных адгезирован-
ных клеток и микроколоний, формируемых штаммами S. 
marcescens в монокультуре на поверхности покровного стек-
ла через 24 и 48 ч.

Рис. 4. Соотношение долей микроколоний, формируемых на 
поверхности покровного стекла штаммами S. marcescens в 
монокультуре через 24 и 48 ч.
Различия значимы по сравнению со сроком эксперимента 24 ч: * – р < 
0,05; ** – р < 0,01.
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эксперимента представлено на рис. 3. Даже их незначитель-
ное увеличение приводило к изменению соотношения долей 
микроколоний различного размера (рис. 4).

При сокультивировании S. marcescens с клиническими 
изолятами S. aureus, S. warneri, P. aeruginosa в ассоциациях, 
полученных in vitro, в 1,7 (S. aureus)–19,6 (P. aeruginosa) раза 
увеличивалось количество единичных адгезированных кле-
ток по сравнению с монокультурами штаммов.

Количество микроколоний в ассоциациях по сравнению с 
монокультурами не всегда увеличивалось (S. marcescens + S. 
aureus; S. marcescens + P. aeruginosa): иногда и уменьшалось 
(S. marcescens + S. warneri).

Сравнение активности биопленкообразования на поверх-
ности покровного стекла S. marcescens в ассоциациях с S. 
aureus, S. warneri, P. aeruginosa представлено на рис. 5 и 6. 
Через 48 ч эксперимента происходит уменьшение количе-
ства и доли микроколоний в ассоциации S. marcescens с P. 
aeruginosa, увеличение этих же показателей в ассоциации S. 
marcescens с S. aureus и уменьшение количества при одно-
временном увеличении доли микроколоний в ассоциации 
S. marcescens с S. warneri. Данные изменения зависели от 
структуры формирующейся биопленки. 

Так, в ассоциации S. marcescens + S. aureus изменение 
анализируемых показателей происходило за счет увеличения 
количества и долей микроколоний размером до 10 000 мкм2 и 
появлением микроколоний размером >10 000 мкм2.

В ассоциации S. marcescens + S. warneri отмечено сниже-
ние количества микроколоний размером до 10 000 мкм2, при 
этом наблюдали образование единичных микроколоний раз-

мером >10 000 мкм2, что приводило к увеличению суммар-
ной доли микроколоний в площади поля зрения в 1,7 раза.

В ассоциации S. marcescens + P. aeruginosa через 48 ч 
происходило уменьшение количества и доли микроколоний, 
размер которых не превышал 1000 мкм2. Одновременно в 2 
раза увеличивалось количество микроколоний размером от 
1000 до 10 000 мкм2, соответственно их доля в площади поля 
зрения возрастала в 7,3 раза. Уменьшение суммарной доли 
микроколоний на данном сроке эксперимента было связано с 
отсутствием микроколоний размером > 10 000 мк.

Обсуждение. Бактерии s. marcescens относятся к редким 
возбудителям хронического остеомиелита. Обычно они ассо-
циируются с внутрибольничными инфекциями [13]. 

Способность бактерий S. marcescens вызывать инфекци-
онный процесс и размножаться в макроорганизме обуслов-
лена наличием у них ряда факторов, определяющих их адге-
зивную, колонизирующую, цитотоксическую и энтеротокси-
ческую активность [14–16].

С адгезией к различным субстратам связана способность 
бактерий к формированию биопленок, в составе которых клет-
ки защищены от неблагоприятных воздействий физических, 
химических и биологических факторов [17]. Адгезия бактерий 
S. marcescens инициируется за счет ассоциации с поверхностью 
пилей i типа и основных белков наружной мембраны [14]. Из-
вестно, что степень адгезии и способность к пленкообразова-
нию среди микроорганизмов одного вида, выделенных из раз-
ных источников, коррелирует со степенью вирулентности [18].

Вирулентные свойства, в том числе и способность к био-
пленкообразованию, S. marcescens в условиях ослабленного 
иммунитета, способствует длительной персистенции воз-
будителя и прогрессированию гнойного процесса [19, 20]. 
Это подтверждается тем, что хронический остеомиелит, вы-
званный бактериями рода Serratia, чаще развивается у лиц 
с иммунодефицитом; наркоманов, вводящих наркотики вну-
тривенно, а также может быть следствием открытой травмы 
или внутрисуставных инъекций [6]. Вероятность развития 
остеомиелита увеличивается при наличии сопутствующих 
заболеваний (сахарный диабет, алкоголизм, онкология, по-
следствие терапии кортикостероидами) [19].

Заключение. Результаты нашего исследования показали 
способность всех клинических штаммов s. marcescens, выде-
ленных из остеомиелитического очага, к адгезии на поверх-
ности эритроцитов и к биопленкообразованию на абиотиче-
ских поверхностях (полистирол и стекло) как в монокульту-
ре, так и в ассоциациях с другими микроорганизмами.

Учитывая, что микробные биопленки играют ведущую 
роль в хронизации инфекционных заболеваний, необходимо 
осознавать серьезность этиологической роли S. marcescens в 
развитии остеомиелита как патогена.
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