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Стафилококки – условно-патогенные микроорганизмы, которые колонизируют органы и ткани здорового человека, 
образуя биопленки. Некоторые виды стафилококков имеют различные факторы патогенности и играют значительную 
роль в развитии патологических процессов. 
Цель работы. Сравнительная оценка способности штаммов Staphylococcus aureus и Staphylococcus haemolyticus обра-
зовывать моно- и бинарные биопленки на абиотических субстратах в эксперименте. 
Материалы и методы. Исследованы штаммы разных видов Staphylococcus, выделенные от больных с внебольничной 
пневмонией. Формирование моно- и бинарных биопленок изучали на разных абиотических субстратах (полистирол и 
стекло), питательных средах согласно общепринятой и авторской методикам. 
Результаты. Штаммы S. aureus и S. haemolyticus в ранние сроки (через сутки) образуют моно- и бинарные биопленки 
на абиотических субстратах. Биопленкообразование в бульонных средах (мясо-пептонный бульон и LB-бульон) было 
идентичным. Скорость размножения S. aureus выше, чем S. hаemolyticus, с первых часов культивирования. 
Уменьшение степени биопленкообразования через 48 ч культивирования свидетельствует о возможном лизисе части 
популяции клеток и десорбции биопленки, в то же время продолжительная жизнеспособность (до 14 дней, срок наблю-
дения) S. aureus и S. hаemolyticus свидетельствует о возможном сохранении их на медицинских объектах. 
Морфологические отличия биопленок S. aureus, связанные с формированием конгломератов, а также большая сте-
пень биопленкообразования подтверждает их патогенетическую особенность. 
Заключение. С помощью двух бактериологических методов охарактеризовано биопленкообразование по его степени 
и морфологии биопленок, жизнеспособности стафилококков двух видов в моно- и бинарных биопленках. Способность 
к биопленкообразованию свидетельствует о возможном сохранении S. aureus и S. hаemolyticus на медицинских объ-
ектах, включая катетеры, имплантаты, что наносит существенный урон здоровью человека.
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Staphylococci are opportunistic microorganisms that colonize organs and tissues of healthy humans, forming biofilms. Some 
staphylococci species have different pathogenicity factors and play a significant role in the development of pathological 
processes. 
The aim of the work is to comparatively evaluate the ability of Staphylococcus aureus and Staphylococcus haemolyticus strains 
to form mono- and binary biofilms on abiotic substrates in an experiment. 
Materials and methods. Strains of different Staphylococcus species isolated from patients with community-acquired 
pneumonia were studied. The formation of mono- and binary biofilms was studied on different abiotic substrates (polystyrene 
and glass), nutrient media, according to generally accepted and original methods. 
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С тафилококки являются возбудителями оппортунисти-
ческих воспалительных заболеваний. Их относят к 

условно-патогенным микроорганизмам, которые колонизи-
руют органы и ткани здорового человека, образуют био-
пленки. Некоторые виды характеризуются наличием факто-
ров патогенности и при определенных условиях могут 
играть значительную роль в развитии различных патологи-
ческих процессов. Более того, присутствие генов антибио-
тикорезистентности у стафилококков наносит колоссальный 
вред здравоохранению. Частота послеоперационных ослож-
нений, вызванных метициллин-устойчивыми Staphylococcus 
aureus, достигает 33% [1, 2].

По способности коагулировать плазму крови стафилокок-
ки подразделяют на две группы: коагулазоположительные и 
коагулазоотрицательные стафилококки (КОС). Наиболее 
патогенным видом является золотистый стафилококк 
(S.  aureus), принадлежащий к коагулазоположительной 
группе и обладающий широким набором факторов виру-
лентности, обеспечивающих ему адгезию, инвазию, форми-
рование биопленок, продукцию токсинов, а также способ-
ствующих подавлению иммунного ответа человека [3–6]. 
S. aureus может вызывать пищевое отравление, пневмонию, 
менингит, остеомиелит, эндокардит, синдром токсического 
шока, сепсис, инфекции, обусловленные имплантированны-
ми медицинскими устройствами (с образованием на них 
биопленок), а также является частой причиной внутриболь-
ничных инфекций, вызывая послеоперационные раневые 
инфекции [7–9].

КОС являются представителями нормальной микрофло-
ры кожи и слизистых оболочек человека, в частности, на 
1 см2 кожи здорового взрослого человека находится от 10 до 
105 колониеобразующих единиц (КОЕ) [10]. В то же время 
они могут быть причиной госпитальных (нозокомиальных) 
инфекций [11, 12]. Наиболее часто встречающиеся клиниче-
ски значимые представители КОС  – виды Staphylococcus 
epidermidis и Staphylococcus haemolyticus [13, 14]. Одним из 
важных факторов патогенности этих бактерий является спо-
собность создавать устойчивые биопленки на абиотических 
и биотических поверхностях [15–17], что создает трудности 
в лечении этих инфекций и опасность устойчивой контами-
нации ими медицинских приборов, инструментов и внутрен-
ней среды госпиталей [8, 18–22]. На сегодняшний день в 
инфекционной патологии человека возрастает роль 
S. haemolyticus, с которым ассоциируют такие инфекции, как 

бактериемия, менингит, инфекции глаз, кожи, мочевыводя-
щих путей и перитонит [23]. Более того, гемолитический 
стафилококк характеризуется высокой степенью антибио-
тикорезистентности, большинство его клинических изолятов 
устойчивы к широкому спектру антибактериальных препара-
тов [24]. Во всех экологических нишах и в организме челове-
ка в основном встречаются смешанные биопленки, в кото-
рых выстраиваются взаимоотношения бактерий синергиче-
ского или антагонистического поведения [25, 26]. В связи с 
повсеместным распространением полибиопленок взаимоот-
ношения между бактериями приобретают синергический 
характер. 

Цель работы – сравнительная оценка способности штам-
мов S. aureus и S. haemolyticus образовывать моно- и бинар-
ные биопленки на абиотических субстратах в эксперименте.

Материалы и методы

Исследованы штаммы S. aureus (А4674, И9773) и 
S. hаemolyticus (А399, 44760), выделенные из мокроты боль-
ных с внебольничными пневмониями в период 2020–2022 гг. 
на базе ФКУЗ «Ростовский-на-Дону противочумный инсти-
тут» Роспотребнадзора. Культуры были изолированы в диа-
гностически значимых количествах (≥105 КОЕ/мл) бактерио-
логическим методом с помощью посева на питательные 
среды в соответствии с регламентирующими документами 
[27, 28].

Видовую идентификацию штаммов проводили с помощью 
времяпролетной масс-спектрометрии с матрично-активиро-
ванной лазерной десорбцией/ионизацией (MALDI-TOF MS) с 
использованием масс-спектрометра Autoflexspeed III 
(BrukerDaltonics, Германия) и программного обеспечения 
MALDI Biotyper. Показатели полученных масс-спектров срав-
нивали с базой данных компании Bruker версия 3.1.66 
(BrukerDaltonics, Германия). Значения Score 2,3–3,0 оценива-
ли как высокую вероятность видовой идентификации. 
Подготовку образцов для исследования выполняли методом 
прямого нанесения материала на мишень в соответствии с 
инструкцией к прибору.

Формирование биопленок изучали на абиотических суб-
стратах (полистирол и стекло), бульонных питательных сре-
дах (мясо-пептонный бульон (МПБ) и LB-бульон), исходная 
концентрация клеток стафилококков составляла 107 КОЕ/мл. 
Согласно методу O`Tool G. et al. (2000), оценивали способ-

Results. S. aureus and S. haemolyticus strains form mono- and binary biofilms on abiotic substrates at early stages (after 
24 hours). Biofilm formation in broth media (MPB and LB) was identical. The reproduction rate of S. aureus is higher than that 
of S. haemolyticus from the first hours of cultivation. A decrease in the degree of biofilm formation (BP) after 48 hours of 
cultivation indicates possible lysis of a part of the cell population and desorption of the biofilm, while long-term viability (up to 
fourteen days, observation period) of S. aureus and S. haemolyticus indicates their possible preservation at medical facilities. 
Morphological differences in S. aureus biofilms associated with the formation of conglomerates, as well as a high degree of 
biofilm formation confirm their pathogenetic feature. 
Conclusion. Using two bacteriological methods, biofilm formation was characterized by the degree of BP and biofilm 
morphology, the viability of two types of staphylococci in mono- and polybiofilms. The ability to form biofilms indicates the 
possible preservation of S. aureus and S. haemolyticus on medical objects, including catheters, implants, which causes 
significant damage to human health.
Key words: Staphylococcus, biofilm, 96-well plates, cover glasses
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ность клеток Staphylococcus к адгезии на полистироловой 
поверхности планшета с окрашиванием их генцианвиолетом 
[29], бинарные биопленки состояли из смеси штаммов S. 
aureus и S. hаemolyticus. Для адгезии использовали плоско-
донные 96-луночные полистироловые планшеты. Суспензии 
готовили из суточных агаровых культур по отраслевому 
стандарту мутности Государственного НИИ стандартизации 
и контроля медицинских биологических препаратов им. 
Л.А.Тарасевича (ОСО-42-25-59-86П) или по показаниям при-
бора Densi-La-Meter. Далее с помощью последовательных 
10-кратных разведений доводили до концентрации 107 КОЕ/
мл, вносили по 200 мкл в полистироловые лунки планшета, 
измеряли исходную оптическую плотность (ОП), величина 
которой являлась стартовой. В качестве отрицательного 
контроля использовали лунки со стерильными питательны-
ми средами (МПБ и LB). Планшеты с экспериментальными и 
контрольными пробами культивировали в условиях влажной 
камеры при 37°С в течение 24 и 48 ч. Через 2, 4, 6, 24, 48 ч 
количество инокулированных планктонных клеток подсчиты-
вали на регистрирующем фотометре InfiniteF50 (Tecan, 
Австрия) при длине волны 620 нм и выражали в условных 
единицах ОП. Оценивали интенсивность прироста (ИП) бак-
териальной суспензии по формуле [30]: 

ИП = ОП24 : ОП0,
где ОП24  – оптическая плотность суспензии бактерий 

через 24 ч культивирования, 
ОП0 – исходная оптическая плотность. 
Значения ИП в контрольных средах были равны ≤1. 

Интенсивность прироста оценивали следующим образом: 
если полученное значение ИП составляло от 1 до 2 – при-
рост отсутствовал, от 2 до 3  – незначительный/сомнитель-
ный, от 3 – высокий/значительный прирост. 

Для определения способности штаммов формировать 
биопленку сначала определяли контрольное значение (ОПК), 
за которое принимали минимальное значение ОП контроль-
ных лунок, превышение которого можно интерпретировать 
как способность к формированию биопленок (степень био-
пленкообразования). Для расчета использовали формулу 
[31]:

ОПК = Мср (ОП лунок контроля) + 3 × σ (ОП лунок контроля), 
где Мср – среднее арифметическое значение ОП контроль-

ной лунки, 
σ – среднее квадратичное (стандартное) отклонение кон-

трольных значений.
На основании полученных на спектрофотометре данных 

для каждого штамма рассчитывали среднее арифметиче-
ское значение ОП. Оценивали степень биопленкообразова-
ния по значениям ОП окрашенного растворителя (спирт) 
согласно формуле [32]. При ОП ≥4 ОПК биопленкообразова-
ние считали высоким; 2-4 ОПК – умеренным; ≤2 ОПК – низ-
ким; ≤1 ОПК – отсутствует.

Для визуализации биопленки использовали методы све-
товой и люминесцентной микроскопии и покровные стекла, 
на которых адгезированные клетки Staphylococcus форми-
ровали биопленки. Жизнеспособность планктонной и био-
пленочной форм Staphylococcus учитывали по наличию 
роста на мясо-пептонном агаре (МПА) и молочном агаре. 
Для этого покровные стекла изымали из флаконов, удержи-
вая их в вертикальном положении помещали на листы филь-

тровальной бумаги, расположенные в чашке Петри, для 
удаления с поверхности оставшейся жидкости. После этого 
стекла накладывали на поверхность агара, отпечатывали с 
одной и другой стороны на агаровой пластине, оставляли в 
термостате при 37°С и на следующие сутки регистрировали 
наличие роста колоний, который свидетельствовал о жизне-
способности культуры. Второе стекло помещали на пред-
метное стекло, добавляли раствор акридинового оранжево-
го в концентрации 20 мкг/мл (прижизненное флуорохроми-
рование), накрывали покровным стеклом большего размера 
и исследовали методом люминесцентной микроскопии. Для 
световой микроскопии использовали фиксированные микро-
препараты с двойным окрашиванием (Конго красным  – 
15 мин, затем генцианвиолетом – 10 мин) [33].

Все этапы работы с микроорганизмами проводили с 
соблюдением требований биологической безопасности 
согласно СанПиН 3.3686-21 «Санитарно-эпидемиологические 
требования по профилактике инфекционных болезней».

Все эксперименты проводили в трехкратной повторности. 
Статистический анализ выполняли с использованием про-
граммы Medstatistica.ru. Полученные данные объединяли в 
вариационные ряды, на основании которых проводили расчет 
средних арифметических величин (M). В качестве ошибки 
среднего представляли стандартное отклонение (σ). Статис- 
тическую значимость различий экспериментальных данных 
оценивали с помощью критерия Стьюдента, при уровне зна-
чимости p ≤ 0,05 достоверность считали значимой. 

Результаты

В течение первых часов культивирования стафилококков 
в МПБ было отмечено нарастание концентрации штаммов 
S. aureus через 2 ч, а S. hаemolyticus – через 4 ч. Через 6 ч 
концентрация клеток штаммов S. aureus превышала концен-
трацию S. hаemolyticus примерно в 2 раза. При культивиро-
вании в LB-бульоне скорость размножения штаммов 
S.  aureus через 6 ч примерно в 2 раза превышала 
S. hаemolyticus, что выражалось в разных значениях дина-
мики роста концентрации, представленной на рис. 1.

При культивировании в МПБ в течение 2 суток концентра-
ции S. aureus и S. hаemolyticus колебались в пределах значе-
ний ОП 0,35–0,41 и 0,23–0,31 соответственно; при культиви-
ровании в LB-бульоне концентрация клеток стафилококков 
была выше, чем в МПБ, значения ОП колебались в пределах 
0,45–0,5 и 0,22–1,28 соответственно. При статистической 
обработке результатов различий между ИП концентрации 
S. aureus и S. hаemolyticus в МПБ и LB-бульоне за 24 ч не 
выявлены (tSt = 0,0; p = 1,000; tSt = 1,04; p = 0,326).

Через 48 ч во всех экспериментальных пробах концентра-
ция клеток штаммов Staphylococcus разных видов была от 0,2 
до 0,78 ОП, соответственно показатель ИП был >3 (табл. 1), 
что соответствовало значительной степени интенсивности 
прироста концентрации стафилококков в отличии от контроль-
ных проб, концентрация клеток которых составляла 0,05 ОП и 
не менялась в течение периода наблюдения. Было отмечено 
незначительное колебание концентраций Staphylococcus в 
пробах на МПБ. Так, концентрация клеток двух штаммов 
S. aureus и S. hаemolyticus А399 незначительно уменьшалась, 
в пробе со штаммом S. hаemolyticus 44760, наоборот, отмече-
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но увеличение его концентрации. В пробах, культивируемых в 
LB-бульоне, концентрация клеток штаммов S. aureus и 
S.  hаemolyticus 44760 незначительно увеличилась. В то же 
время в пробах со штаммом S. hаemolyticus А399 отмечено 

снижение концентрации клеток (рис. 1). Таким образом, отме-
чена большая концентрация клеток стафилококков в пробах 
при культивировании в LB-бульоне по сравнению с пробами, 
культивируемыми в МПБ, за 48 ч культивирования. Однако 

Рис. 1. Динамика нарастания концентрации клеток S. aureus и S.  haemolyticus в первые часы культивирования в МПБ (А) и 
LB-бульоне (Б).
Fig. 1. Dynamics of increase in the concentration of S. aureus and S. haemolyticus cells in the first hours of cultivation in MPB (A) and LB 
broths (B).
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Таблица 1. Средняя концентрация клеток штаммов Staphylococcus разных видов в питательных средах – МПБ и LB-бульоне – 
через 24 и 48 ч
Table 1. Average concentration cells of Staphylococcus strains of different species in nutrient media – MPB and LB broth after 24 and 48 
hours

Рост бактерий в питательных средах (ОП) / Bacterial growth in nutrient media (OD)

МПБ / MPB LB

S. aureus S. hаemolyticus Контроль /
Control

S. aureus S. hаemolyticus Контроль /
Control

А 4674 И 9773 А 399 44760 МПБ MPB А 4674 И 9773 А 399 44760 LB

0 ч роста /
0 h of growth

0,05 ± 0,0 0,05 ± 0,0 0,04 ± 0,01 0,05 ± 0,0 0,05 0,05 ± 0,0 0,04 ± 0,0 0,04 ± 0,0 0,04 ± 0,0 0,04

24 ч роста /
24 h of growth

0,35 ± 0,04 0,41 ± 0,03 0,31 ± 0,03 0,23 ± 0,01 0,05 0,5 ± 0,07 0,45 ± 0,05 1,28 ± 0,14 0,22 ± 0,0 0,04

Степень ИП /
Degree of GR
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48 ч роста /
28 h of growth

0,32 ± 0,03 0,32 ± 0,02 0,2 ± 0,01 0,321 ± 0,02 0,05 0,57 ± 0,11 0,51 ± 0,08 0,78 ± 0,15 0,34 ± 0,16 0,04

Степень ИП / 
Degree of GP
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ИП = ОП24(48)/ОП0; 1 – отсутствовал прирост; 1–2 – слабый; >2 – значительный. / GR (growth rate) = OD24(48)/OD0; 1 – no growth; 1–2 – weak; >2 – significant.
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при таком колебании концентрации после статистической 
обработки результатов различия между ИП концентрации 
S. aureus и S. hаemolyticus в МПБ и LB-бульоне через 48 ч не 
выявлены (tSt = 0,24; p = 0,818; tSt = 0,32; p = 0,759).

При совместном культивировании двух стафилококков 
разных видов в одной пробе в МПБ и LB-бульоне (рис. 2) 
происходило динамичное увеличение концентрации клеток в 
течении 24 ч. Через сутки суммарная концентрация клеток 
двух стафилококков (по данным ОП) в пробе колебалась в 
пределах 0,18–0,28 и 0,24–0,42 при культивировании в МПБ 
и LB-бульоне соответственно. В то же время отмечен незна-

чительный спад концентрации в пробе со штаммами 
S. aureus И9773 и S. hаemolyticus 44760 после культивирова-
ния в МПБ к 24 ч с последующим подъемом. Через 48 ч от 
начала культивирования суммарная концентрация клеток 
стафилококков в паре S. aureus А4674 и S. hаemolyticus 399 
снижалась до значений 0,28 ОП (МПБ) и 0,38 ОП (LB), в паре 
S. aureus И9773 и S. hаemolyticus 44760 – продолжала повы-
шаться, но не превысила концентрацию первой пары.

При совместном культивировании штаммов стафилокок-
ков разных видов в одной пробе скорость их размножения в 
LB-бульоне превышала таковую в МПБ. 

Рис. 2. Динамика нарастания концентрации клеток смеси S. aureus и S. hаemolyticus в МПБ (А) и LB-бульоне (B).
Fig. 2. Dynamics of the increase in the concentration of cells of a mixture of S. aureus and S. haemolyticus in MPB (A) and LB broths (B).
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Таблица 2. Оценка способности биопленкообразования на поверхности пластика штаммами S. aureus и S. hаemolyticus 
Table 2. Evaluation of the ability of biofilm formation on the surface of plastic by strains of S. aureus and S. haemolyticus

Оценка биопленкообразования / Assessment of biofilm formation

МПБ /MPB LB

S. aureus S. hаemolyticus Контроль / 
Control

S. aureus S. hаemolyticus Контроль / 
Control

А4674 И9773 А399 44760 МПБ А4674 И9773 А399 44760 LB

24 ч роста, ОП / 
24 h of growth, OD

0,13 ± 0,03 0,11 ± 0,01 0,08 ± 0,01 0,08 ± 0,02 0,05 ± 0,1 0,09 ± 0,00 0,11 ± 0,01 0,08 ± 0,01 0,07 ± 0,01 0,04 ± 0,0
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48 ч роста, ОП / 
48 h of growth, OD

0,06 ± 0,0 0,06 ± 0,01 0,06 ± 0,0 0,06 ± 0,01 0,05 ± 0,0 0,08 ± 0,0 0,08 ± 0,01 0,07 ± 0,0 0,15 ± 0,02 0,04 ± 0,0
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1) СтБП – степень биопленкообразования; 2) ОПк = ХсрОПк + 3хSПк; где SПк – среднеквадратичное отклонение; 
3) ОП ≤ ОПк – отсутствует; ОПк < ОП ≤ 2ОПк – низкая; 2ОПк < ОП ≤ 4ОПк – умеренная; ОП > 4ОПк –значительная;
1) BFD – degree of biofilm formation; 2) ODс = M ODс + 3 × σ; σ – standard deviation  
3) OD ≤ ODc – absent; ODc < OD ≤ 2ODc – low; 2ODc < OD ≤ 4ODc – moderate; OD > 4ODc – significant.
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При изучении процесса биопленкообразования были 
использованы те же планшеты с экспериментальными и кон-
трольными пробами, в которых изучали интенсивность 
роста планктонных форм в МПБ и LB-бульоне через 24 и 

48  ч культивирования. По истечении времени определяли 
показатели ОП образовавшихся биопленок на дне лунок 
планшета, после пересчета по формуле была определена 
степень биопленкообразования (табл. 2). 

Таблица 3. Оценка способности штаммов формировать бинарные биопленки на поверхности пластика 
Table 3. Evaluation of the ability of strains to form binary biofilms on the surface of plastic

МПБ / MPB LB

S. aureus + S. hаemolyticus S. aureus + S. hаemolyticus

А4674 + А399 И9773 + 44760 Контроль / 
Control

А4674 + А399 И9773 + 44760 Контроль / 
Control

24 ч роста / 24 h of growth 0,14 ± 0,06 0,08 ± 0,01 0,05 ± 0,1 0,08 ± 0,01 0,07 ± 0,0 0,04 ± 0,0

СтБП / BFD Умеренная /
moderate 

Низкая /
low

Низкая /
low

Низкая / 
low

48 ч роста / 48 h of growth 0,05 ± 0,0 0,06 ± 0,01 0,05 ± 0,0 0,07 ± 0,01 0,07 ± 0,01 0,04 ± 0,0

СтБП / BFD Низкая / low Низкая / low Низкая / low Низкая / low

Рис. 1. Динамика нарастания концентрации клеток S. aureus и S.  haemolyticus в первые часы культивирования в МПБ (А) и 
LB-бульоне (Б).
Fig. 1. Dynamics of increase in the concentration of S. aureus and S. haemolyticus cells in the first hours of cultivation in MPB (A) and LB 
broths (B).
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Все штаммы стафилококков, культивируемые в бульонных 
средах в 96-луночном пластиковом планшете, образовали 
биопленки через сутки, однако штаммы S. aureus имели уме-
ренную, а штаммы S. hаemolyticus – низкую степень биоплен-
кообразования (табл. 2). Представленные табличные резуль-
таты статистически подтверждены значимой связью (tSt = 
3,00; p = 0,030). Через 48 ч культивирования проб на полисти-
роловой панели при 37°С показатели степени биопленкоо-
бразования уменьшились. Практически во всех пробах ОП 
концентрации клеток стафилококков в биопленках через 24 ч 
была выше, чем через 48 ч культивирования, что, вероятно, 
связано с десорбцией клеток штаммов Staphylococcus из био-
пленки и переходом их в планктонную культуру. Исключение 
составил один штамм S. hаemolyticus 44760, который наибо-
лее активно образовывал биопленку через 48 ч при культиви-
ровании в LB-бульоне, ОП биопленкообразования была в 2 
раза выше, чем через 24 ч. Обращает внимание (табл. 1), что 
ИП концентрации планктонных клеток у этого штамма в МПБ 
и LB-бульоне была ниже, чем у других штаммов.

При совместном культивировании двух штаммов в одной 
пробе через сутки показатели ОП бинарных биопленок соот-
ветствовали показателям ОП при культивировании моно-
биопленок этих штаммов или были ниже. Степень биоплен-
кообразования через 24 ч в одной паре штаммов была уме-
ренная, в трех – низкая, результаты представлены в табл. 3. 
Через 48 ч ОП биопленочных проб снизилась. 

На рис. 3 представлена сравнительная оценка способно-
сти штаммов Staphylococcus формировать моно- и бинарные 
биопленки на пластиковом субстрате при культивировании в 
МПБ и LB-бульоне. 

Как видно из рис. 3, наиболее активно образовывал био-
пленку штамм S. aureus А 4674: за 24 ч при культивировании 
в МПБ (рис. 3А) его ОП превышала ОП контрольной пробы в 
2,8 раза, так же и концентрация бинарной биопленки 
(S.  aureus А 4674 и S. hаemolyticus А399) превышала кон-
трольную. При этом концентрации клеток в моно- и бинар-
ной биопленках были одинаковыми. Через 48 ч ОП клеток в 
бинарной биопленке была ниже, чем в монобиопленках 
каждого штамма. В экспериментах с этой же парой штаммов 
при культивировании в LB-бульоне биопленкообразование 
было ниже, чем в МПБ. В бинарной биопленке концентрация 
клеток пары Staphylococcus (А 4674 и А 399) через 24 ч была 
на уровне ОП штамма S. haemolyticus А 399 в монобиоплен-
ке и ниже, чем у S. aureus А 4674. Через 48 ч концентрация 
клеток в бинарной биопленке этих культур снизилась. Другая 
пара штаммов при культивировании в МПБ в течение 24 ч 
также образовала бинарную биопленку с концентрацией 
клеток на уровне S. haemolyticus 44760, но ниже, чем концен-
трация S. aureus И 9773 в монобиопленках. Через 48 ч кон-
центрация клеток в бинарной биопленке снизилась, была 
такой же, как в монобиопленках этих штаммов. При культи-
вировании в LB-бульоне штамм S. haemolyticus 44760 через 
48 ч активно образовал биопленку, его ОП стала выше кон-
трольного значения в 2,75 раза и в 1,8 раза выше, чем через 
24 ч. Однако при формировании бинарной биопленки кон-
центрация клеток Staphylococcus была ниже, чем их концен-
трация в монобиопленках. 

Все биопленки S. aureus и S. hаemolyticus сохраняли свою 
жизнеспособность на протяжении 2 нед. (срок наблюдения) 

и имели характерный рост на МПА и молочном агаре. При 
визуализации нативных и фиксированных моно- и бинарных 
биопленок (рис. 4, 5), образованных на абиотическом суб-
страте (покровные стекла), обнаружены небольшие отличия.

На рис. 4, 5 продемонстрированы монобиопленки штам-
мов S. haemolyticus и S. aureus. Визуализацию объемной 
картины биопленок с поднимающимися вверх и образующи-
ми конгломераты разных размеров клетками стафилококков 
помогает осуществить использование микровинта микро-
скопа, при просмотре одного поля зрения. Обращают на 
себя внимание размеры скоплений клеток: в биопленках у 
S.  haemolyticus они разных размеров  – от небольших до 

А

А

А

Б

Б

Б

Рис. 4. Монобиопленка S. haemolyticus 44760.
Fig. 4. Monobiofilm S. haemolyticus 44760.

Рис. 5. Монобиопленка S. aureus 4674.
Fig. 5. S. aureus 4674 monobiofilm.

Рис. 6. Бинарная биопленка S. aureus 9773 и S. haemolyticus 
44760, субстрат – покровное стекло, увеличение 90 × 100.
Fig. 6. Binary biofilm of S. aureus 9773 and S. haemolyticus 44760, 
cover glass substrate, magnification 90 × 100.
Примечание к рис. 4–6: А) клетки Staphylococcus окрашены акриди-
новым оранжевым; Б) окрашены конго красным с генцианвиолетом; 
увеличение 10 × 900.
Note to Fig. 4–6: A) Staphylococcus cells stained with acridine orange;
B) stained with Congo red and gentian violet; magnification 10 × 900.
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крупных, как на рис. 4А у штамма № 44760, для биопленок 
S. aureus характерны большие размеры скоплений во всех 
полях зрения, также просматриваются промежутки в виде 
дорожек между скоплениями клеток. Биопленки в фиксиро-
ванных микропрепаратах представлены небольшими ско-
плениями клеток во всех полях зрения, характерными для 
штаммов обоих видов стафилококков (рис. 4Б, 5Б). В то же 
время у штамма S. aureus встречаются единичные большие 
агрегаты клеток (рис. 5Б). Бинарные биопленки, представ-
ленные на рис. 6, образованные S. aureus и S. haemolyticus, 
напоминают картину монобиопленок, образованных 
S.  aureus, также состоят из больших скоплений клеток во 
всех полях зрения с промежутками в виде дорожек. 

Обсуждение 

Формирование биопленок стафилококков в бульонных 
средах (МПБ и LB) при температуре 37°С происходило за 
одни сутки. Отличий в биопленкообразовании штаммов 
Staphylococcus на разных питательных средах не обнаруже-
но, различия статистически не значимы. Изученные штаммы 
стафилококков имели значительную степень интенсивности 
прироста концентрации за 24 ч, однако степень биопленкоо-
бразования у них была разной. При культивировании в МПБ 
и LB-бульоне ИП концентрации S. aureus была достаточной 
для формирования биопленок, подтверждением является 
статистически значимая связь (tSt = 5,38; p = 0,117 и 
tSt  =  13,86; p = 0,045 соответственно). ИП концентрации 
S.  haemolyticus также была значительной, однако недоста-
точной для формирования биопленки (tSt = 3,50; p = 0,177 и 
tSt = 0,93; p = 0,522 соответственно). Возможно, стадия адге-
зии клеток к лункам пластикового планшета была непроч-
ной и клетки легко отмывались от пластикового субстрата, а 
также имел место лизис части популяции клеток [34, 35]. 
Вероятно, на процесс биопленкообразования влияет ско-
рость размножения, которая у штаммов S. aureus заметно 
выше с первых часов культивирования в отличие от 
S.  hаemolyticus. В совместных пробах с двумя штаммами 
интенсивность прироста была значительной, однако к более 
активному формированию биопленок по сравнении с моно-
биопленками это не привело и степень биопленкообразова-
ния была даже немного ниже, что, вероятно, обусловлено 
межвидовыми взаимоотношениями. Обращает на себя вни-
мание визуальная схожесть картины в микропрепаратах 
бинарных биопленок в полях зрения с монобиопленками. 
Вероятно, скорость размножения и адгезия клеток одного из 
штаммов к пластиковому субстрату позволяли ему быть 
более активным при формировании биопленки. В других 
пробах совместное культивирование двух штаммов приво-
дило к интенсивному росту обоих штаммов, но прочной 
адгезии к пластиковым лункам планшета не произошло. 
Изменение в степени биопленкообразования в сторону 
уменьшения через 48 ч культивирования во всех пробах 
может свидетельствовать о десорбции биопленки и выходе 
части клеток из биопленочной в планктонную форму, а 
также лизисе небольшой части популяции клеток [34, 35]. 
Исключение – штамм S. haemolyticus 44760, у которого ско-
рость размножения в первые часы и интенсивность приро-
ста концентрации в двух бульонных средах были низкими, 

поэтому степень БП через 48 ч выше, чем через 24 ч культи-
вирования. При образовании биопленок все микроорганиз-
мы, включая и стафилококки, делятся на быстро и медленно 
образующие, и даже на небольшой выборке штаммов про-
демонстрировано, что скорость образования биопленки у 
S. aureus заметно выше, чем у S. haemolyticus. При визуали-
зации нативных и фиксированных микропрепаратов био-
пленки, образованные S. aureus, состояли из скоплений 
клеток больших размеров во всех полях зрения, в отличие от 
более скудной картины штаммов S. haemolyticus. Вероятно, 
поэтому в микропрепаратах бинарных биопленок визуализи-
рованы скопления клеток, свойственные S. aureus, во всех 
полях зрения. Все биопленки S. aureus и S. hаemolyticus 
сохраняли свою жизнеспособность в течение 2 нед. (срок 
наблюдения). В дальнейшем на большей выборке штаммов 
с использованием микроскопических и молекулярно-генети-
ческих методов нам удастся более точно определить эти 
различия и состав полибиопленок.

Заключение 

С помощью различных бактериологических методов оха-
рактеризована морфология биопленок, жизнеспособность 
стафилококков двух видов в моно- и бинарных биопленках. 
Таким образом, при использовании двух бактериологиче-
ских методик с оценкой степени биопленкообразования и 
жизнеспособности биопленок установлено, что стафилокок-
ки, выделенные из мокроты больных с внебольничной пнев-
монией, обладают высокой скоростью размножения и спо-
собны в течение короткого времени образовывать моно- и 
бинарные биопленки на абиотических субстратах. Такая 
способность свидетельствует о возможном сохранении 
S. aureus и S. hаemolyticus на медицинских объектах, вклю-
чая катетеры, имплантаты, что наносит существенный урон 
здоровью человека. 
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