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Цель. Исследовать адгезивные характеристики штаммов Enterobacter cloacae, выделенных из ран па-
циентов с хроническим остеомиелитом, и оценить чувствительность к используемым в клинической прак-
тике антибактериальным препаратам.

Материал и методы. Исследованы 18 клинических штаммов E. cloacae, выделенных за период с 2015-
2016 гг. из свищей в дооперационном периоде и из очага воспаления во время операции у 18-и пациентов 
с хроническим остеомиелитом длинных трубчатых костей. Изучена биопленкообразующая способность мо-
нокультур штаммов E. cloacae и их ассоциаций, полученных in vitro: E. cloacae+S. aureus (n=6), E. cloacae+ 
S. epidermidis (n=5), E. cloacae+P. aeruginosa (n=3). Определена чувствительность выделенных штаммов E. 
cloacae к используемым в клинической практике антибактериальным препаратам.

Результаты. Штаммы E. cloacae характеризовались средней биопленкообразующей способностью, 
причем уровень пленкообразования на вторые сутки эксперимента был достоверно выше суточных значе-
ний. Одновременное развитие бактерий E. cloacae и S. aureus привело к снижению биопленкообразования. 
При совместном культивировании бактерий E. cloacae и P. aeruginosa, E. cloacae и S. epidermidis, биопленко-
образующая способность была выше по сравнению с чистыми культурами исследуемых штаммов. 

Проведенное исследование показало наличие 100% устойчивости бактерий E. cloacae к ампицилли-
ну, цефтриаксону, амоксиклаву. Бактерии рода Enterobacter могут продуцировать ферменты ß-лактамазы, 
гидролизирующие ß-лактамные антибиотики, в связи с этим и наблюдается высокий процент устойчивых 
штаммов. Среди антибактериальных препаратов наибольшей эффективностью в отношении штаммов E. 
cloacae обладали имипенем и меропенем. 

Заключение. Способность клинических штаммов E. cloacae адгезировать, формируя биопленку, и их 
высокая резистентность к антимикробным препаратам свидетельствуют о значительном патогенном потен-
циале, что необходимо учитывать при диагностике и лечении хронического остеомиелита. 

Ключевые слова: Enterobacter cloacae, хронический остеомиелит, биопленки, адгезия, антибиотикорези-
стентность 

Objectives. To study adhesive properties of Enterobacter cloacae strains isolated from the wounds of patients 
with chronic osteomyelitis and to evaluate the sensitivity to the antibacterial preparations used in clinical practice. 

Methods. The clinical strains of Enterobacter cloacae (n=18) isolated preoperatively from the fistulas and 
from the inflammatary focus within the surgery in patients (n=18) with chronic osteomyelitis of long tubular bones 
for the period of 2015-2016 were studied. The biofilm-forming potential of monocultures of strain  E. cloacae and 
their associations obtained in vitro were investigated: E. cloacae+ S. aureus (n=6), E. cloacae+ S. epidermidis (n=5), 
E. cloacae+P. aeruginosa (n=3). The sensitivity of isolated E. cloacae strains to the antibacterial preparations used 
in clinical practice was determined. 

Results. Strains of Enterobacter cloacae were characterized by average biofilm-forming potential, and on the 
2nd day of the experiment the level of biofilm formation was reliably higher than daily values. In co-cultivation  of 
E. cloacae and S. aureus bacteria had led to the reduction of biofilm formation. In co-cultivation of E. cloacae,  
P. aeruginosa, E. cloacae and S. epidermidis bacteria the potential of biofilm formation was higher comparing with 
pure cultures of the studied strains. 

The performed study demonstrated 100% resistance of E. cloacae bacteria to ampicillin, ceftriaxone and 
amoksiklav. Enterobacter bacteria can produce the enzymes of ß-lactamase hydrolyzed ß-lactam antibiotics, and 
therefore there is a high percentage of resistant strains. Imipenem and meropenem were the most effective to  
E. cloacae strains among antibacterial preparations. 

Conclusion. The ability of clinical strains of E. cloacae to adhesion by forming a biofilm, as well as the high 
resistance to antimicrobial drugs testify to a significant pathogenic potential that should be taken into account in 
diagnosing and treating chronic osteomyelitis.

Keywords: Enterobacter cloacae, chronic osteomyelitis, biofilm, adhesion, antibiotic resistant, wounds, high 
resistance
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Введение

Хронический остеомиелит является тя-
жело протекающим заболеванием с трудно 
прогнозируемым исходом. Наиболее частые 
возбудители остеомиелита – грамположитель-
ные бактерии рода Staphylococcus spp. и грамо-
трицательные микроорганизмы: Pseudomonas 
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter 
cloacae и др. Частота встречаемости E. cloacae 
при хроническом остеомиелите составляет 5% 
[1]. Данные бактерии редко вызывают само-
стоятельные инфекционные заболевания, но 
выступают как оппортунисты на фоне дли-
тельной антибиотикотерапии и относятся к 
наиболее распространенным возбудителям 
внутрибольничной инфекции [2]. Их клини-
ческое значение определяется устойчивостью 
не только к антибактериальным препаратам, 
но и к дезинфицирующим средствам [3]. Кро-
ме природных хромосомных β-лактамаз, они 
нередко имеют плазмидные ESBL (Extended 
spectrum beta-lactamases) и карбапенемазы [4]. 
Наличие факторов патогенности (микроворси-
нок, эндотоксинов и др.), способствующих ад-
гезивной, колонизирующей, цитотоксической 
и энтеротоксической активности у бактерий 
Enterobacter sp., определяет их способность вы-
зывать инфекционный процесс и размножаться 
в макроорганизме, формируя биопленку [5].

Имеющиеся в литературе данные, как 
правило, посвящены клиническому течению 
и исходу заболевания [6]. Недостаточная из-
ученность и незначительное количество работ, 
посвященных исследованию факторов патоген-
ности и персистенции бактерий E. cloacaе при 
хроническом остеомиелите, свидетельствут об 
актуальности данной работы.

Цель. Исследовать адгезивные характери-
стики штаммов Enterobacter cloacae, выделенных 
из ран больных хроническим остеомиелитом, 
и оценить чувствительность к используемым 
в клинической практике антибактериальным 
препаратам. 

Материал и методы

Исследованы 18 клинических штаммов  
E. cloacae, выделенных  за период с 2015-2016 гг.  
из свищей в дооперационном периоде и из очага 
воспаления во время операции у 18-и паци-
ентов с хроническим остеомиелитом длинных 
трубчатых костей.

Изучены адгезивная и биопленкообра-
зующая способности монокультур штаммов  
E. cloacae и их ассоциаций, полученных in 
vitro: E. cloacae+S. aureus (n=6), E. cloacae+ 
S. epidermidis (n=5), E. cloacae+P. aeruginosa 
(n=3). 

Идентификацию и определение чувстви-
тельности исследуемых штаммов к антибак-
териальным препаратам проводили на бакте-
риологическом анализаторе WalkAway-40 Plus 
(“Siemens”, США). При характеристике анти-
биотикочувствительности микроорганизмов 
использовались общепринятые показатели: 
«чувствительные», «умеренно резистентные» и 
«резистентные» штаммы. 

Адгезивную активность штаммов изучали 
на модели эритроцитов человека А (฀I) Rh+ по 
методике В.И. Брилиса [7]. При оценке адгезив-
ных свойств использовали индекс адгезивности 
микроорганизмов (ИАМ). Исследование про-
водили под световым микроскопом, учитывая 
в общей сложности 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; высо-
коадгезивными – ≥4,1. 

Биопленку на поверхности полистироло-
вых планшетов получали по описанной ранее 
методике [8].

Уровень биопленкообразования оценивали 
в соответствии со следующими критериями: при 
значениях OD630 ниже 0,090 считали, что штам-
мы не обладали способностью к образованию 
биопленки; при 0,090<OD630≤0,180 – штаммы 
обладали слабой; при 0,180<OD630≤0,360 –  
средней; при OD630˃0,360 – высокой способно-
стью к образованию биопленки.

С т а т и с т и ч е с к у ю  о б р а б о т -
к у  р е з ул ь т а тов  выполняли  с  помо-
щью программы «Mic ro so f t  Exce l  –  
2010» и программного обеспечения для анали-
за и обработки данных «AtteStat», версия 13.0. 
Статистическая обработка данных включала: 
расчет среднего арифметического значения, 
его стандартной ошибки, стандартного от-
клонения, медианы, минимального и мак-
симального значений, 25% и 75% квартилей; 
формирование нулевой и альтернативной 
гипотез; проверку гипотезы о соответствии 
эмпирического распределения закону нор-
мального распределения при помощи теста 
Шапиро-Уилка для малых выборок. Так как 
характер распределения во всех группах от-
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личался от нормального, для принятия или 
отклонения нулевой гипотезы при сравнении 
групп использовали непараметрические кри-
терии Вилкоксона и Манна-Уитни. Различия 
между группами наблюдений считались стати-
стически значимыми при p<0,05. Цифровые 
данные представлены в виде медианы, 25% и 
75% квартилей (Me (Q25;Q75)).

Результаты 
При микробиологическом исследовании 

штаммы E. cloacae были выделены из ран 5-и 
пациентов в монокультуре, у 13-и – в составе 
ассоциаций с S. aureus (n=5), S. epidermidis 
(n=5), P. aeruginosa (n=3). Низкоадгезивных 
штаммов E. cloacae было 4, среднеадгезивных –  
13, высокоадгезивных – 1. При этом ИАМ 
в среднем составлял 2,50 (2,31; 2,64) усл. ед. 
Среди бактерий E. cloacae, выделенных из ран 
пациентов в монокультурах, низкоадгезивных 
штаммов не было.

Из микроорганизмов, выделенных в со-
ставе ассоциаций с E. cloacae, низкоадгезив-
ными свойствами обладали штаммы S. aureus 
и S. epidermidis (ИАМ – 2,21 (1,97; 2,44) усл. 
ед. и 1,87 (1,71; 2,43) усл. ед. соответственно), 
среднеадгезивными – штаммы P. aeruginosa 
(ИАМ – 2,62 (2,32; 3,10) усл. ед.).

По данным фотометрического анализа, 
значения средней оптической плотности (OD) 
бактериальных суспензий (E. cloacae + мясопеп-
тонный бульон), инкубируемых в планшетах, 
составили 0,700 (0,536; 0,890) ед. через 24 ч 
эксперимента и 0,840 (0,735; 0,974) ед. через 
48 ч. Данные показатели значимо превышали 
контрольные значения (рис. 1). 

После экстракции красителя этанолом 
интенсивность биопленкообразования в лун-
ках планшетов составила 0,191 (0,155; 0,251) 
ед. через 24 ч. и 0,288 (0,232; 0,330) ед. через 

48 ч исследования (рис. 2). Штаммы E. cloacae 
характеризовались средней биопленкообразую-
щей способностью.

При совместном культивировании бактерий 
(E. cloacae + S. aureus) уровень биопленкоо-
бразования через 24 ч и 48 ч исследования был 
низким. Биопленкообразующая способность 
ассоциаций микроорганизмов, образованных 
штаммами E. cloacae и S. epidermidis, E. cloacae 
и P. aeruginosa, только через 24 ч достоверно не 
отличалась от средней оптической плотности 
монокультур E. cloacae (рис. 3).

При анализе антибиотикочувствительности 
бактерий E. cloacae абсолютно резистентных 
штаммов к исследуемым антибиотикам не вы-
явлено (рис. 4). 

Среди ฀лактамных препаратов наблюдали 
высокую частоту резистентности штаммов  
E. cloacae к ампициллину и цефтриаксону (100% 
нечувствительных штаммов), к цефотаксиму 
(93%), цефтазидиму (91%) и цефепиму (82%). 
Неактивны были и защищенные бета-лактамы: 
100% резистентных штаммов E. cloacae к амок-
сициллин/клавулановой кислоте.

Из группы хинолонов устойчивость к 
ципрофлоксацину проявили 71% штаммов  
E. cloacae. Из аминогликозидных препаратов 
малоэффективными были гентамицин и тобро-
мицин (71% и 67% резистентных штаммов). Из 
числа прочих антибиотиков к котримоксазолу 
было выявлено 44% нечувствительных штам-
мов, к тетрациклину – 63% .

Наиболее эффективными в отношении 
бактерий E. cloacae среди карбапенемов были 
имипенем и меропенем (94% чувствительных 
штаммов); в группе аминогликозидных пре-
паратов – амикацин (76% чувствительных 
штаммов); хинолонов – левофлоксацин (75% 
чувствительных штаммов); из защищенных бе-
та-лактамов – пиперациллин/тазобактам (62% 
чувствительных штаммов).

*  – р<0,001 различия значимы по сравнению с контролем
p<0,001 – различия значимы по сравнению: *  – с контро-
лем; # – по сравнению с суточными значениями,  полу-
ченными для монокультур штаммов E. cloacae

Рис. 1. Оптическая плотность бактериальных суспен-
зий (E. cloacae+мясопептонный бульон), инкубируе-
мых в планшетах, через 24 и 48 часов эксперимента

Рис. 2. Биопленкообразующая способность штаммов 
E. cloacae через 24 и 48 часов эксперимента
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Обсуждение

Возрастающая антибиотикорезистентность 
и развитие бактериальных биопленок являются 
серьезными проблемами в лечении хроническо-
го остеомиелита. Бактерии в составе биопленок 
формируют межклеточные контакты, которые 
способствуют формированию единой коопера-
тивной клеточной системы [9]. Известно, что 
для успешной колонизации тканей бактерии 
должны обладать адгезивными, инвазивными 
свойствами и функцией защиты от факторов 
неспецифического и специфического иммуни-
тета хозяина [10].

В нашем исследовании все клинические 
изоляты E. cloacae обладали способностью ад-

*  – р≤0,001; # – p<0,05 – различия значимы по сравнению с данными, полученными для монокультур штаммов E.  
cloacae на соответствующем сроке эксперимента.

Рис. 3. Биопленкообразующая способность ассоциаций, полученных in vitro через 24 и 48 часов эксперимента

Рис. 4. Характеристика резистентных к антибиотикам штаммов E. cloacae, 
выделенных из ран больных хроническим остеомиелитом (%)

гезировать как на поверхности эритроцитов, так 
и на поверхности полистироловых планшетов. 
Большая часть выделенных штаммов харак-
теризовались среднеадгезивными свойствами. 
Уровень биопленкообразования в течение экс-
перимента значимо повышался. 

Биопленкообразующая способность ассо-
циаций E. cloacae+P. aeruginosa, E. cloacae +  
S. epidermidis была выше по сравнению с чи-
стыми культурами исследуемых штаммов. При 
совместном культивировании бактерий E. cloa-
cae и S. aureus наблюдали снижение биопленко- 
образования. Различный уровень пленкообра-
зования ассоциаций микроорганизмов объяс-
няется определенными взаимоотношениями, 
характер которых зависит от физиологических 
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особенностей и потребностей совместно раз-
вивающихся микробов [11]. 

Для бактерий E. cloacae характерна высо-
кая скорость появления и распространения 
устойчивых штаммов к антибактериальным 
препаратам [5, 6], что увеличивает вероятность 
формирования биопленок на различных по-
верхностях [12].

Проведенное исследование показало на-
личие 100% устойчивости бактерий E. cloacae 
к ампициллину, цефтриаксону, амоксиклаву. 
Бактерии рода Enterobacter могут продуциро-
вать ферменты ß-лактамазы, гидролизирующие 
ß-лактамные антибиотики, в связи с этим и 
наблюдается высокий процент устойчивых 
штаммов. Среди антибактериальных препара-
тов наибольшей эффективностью в отношении 
штаммов E. cloacae обладали имипенем и ме-
ропенем. 

Заключение

Таким образом, способность клинических 
штаммов E. cloacae адгезировать, формируя 
биопленку, и их высокая резистентность к 
антимикробным препаратам свидетельствуют о 
значительном патогенном потенциале, что не-
обходимо учитывать при диагностике и лечении 
хронического остеомиелита. 
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