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Реферат
Введение. Проблема формирования биопленок возбудителями инфекций, связанных с оказанием медицинской по-

мощи, на инвазивных устройствах, применяющихся в медицинской практике, в настоящее время приобретает высо-

кую актуальность. Изучение эпидемиологии инфекций, связанных с оказанием медицинской помощи, и разработка 

мер их профилактики не могут быть полноценным без исследования свойств биопленок, формируемых возбудителями 

данных инфекций. В научной литературе представлена информация о большом количестве методов индикации био-

пленок, однако на практике ряд вопросов, касающихся этой проблемы, требует дальнейшего решения.

Цель — Идентифицировать образование биопленок на инвазивных устройствах, применяемых в урологической 

практике, ассоциированных с риском развития инфекций, связанных с оказанием медицинской помощи.

Материалы и методы. Проводился ретроспективный анализ данных 129 историй болезни пациентов урологическо-

го отделения с мочекаменной болезнью, прооперированных в ФГБОУ ВО СПбГУ КВМТ им. Н.И. Пирогова. С исполь-

зованием метода O'Toole and Kolter (1998) проводилось выявление биопленок на фрагментах мочевых катетеров in vitro.

Выполнено моделирование и выявление биопленок на фрагментах мочевых катетеров, сформированных пятью 

клиническими изолятами.

Оценку формирования биопленок проводили путем измерения их оптической плотности. 

Результаты. Проведенное исследование позволило констатировать, что на фрагментах мочевых катетеров проис-

ходит формирование биопленок, ассоциированных с риском развития инфекций мочевыводящих путей. Результа-

ты бактериологического исследования длительно стоящих (более 7 дней) мочевых катетеров с выявленным ростом 

микроорганизмов в титре более 105 КОЕ/мл и характерными изменениями показателей оптической плотности свиде-

тельствовали о формировании микробных биопленок на исследуемых медицинских устройствах. У пациентов с раз-

вившейся инфекцией мочевыводящих путей были выявлены биопленочные формы микроорганизмов, среди которых 

лидировали: E. coli, P. aeruginosa и E. faecalis.
Заключение. Исследования в области эпидемиологии инфекций, связанных с оказанием медицинской помощи, не-

разрывно связаны с изучением биопленочных форм микроорганизмов и их биологических свойств. Примененный ме-

тод может быть использован для выявления биопленок возбудителей инфекций, связанных с оказанием медицинской 

помощи, в частности, при моделировании и при исследовании удаленных длительно стоящих у пациентов мочевых 

катетеров. 
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Введение
По данным ряда исследований на долю инфекций 

мочевыводящих путей (далее — ИМП) приходится 
от 20% до 40% инфекций, развивающихся во время 
госпитализации [3,11]. По результатам Общеевро-
пейско-азиатского исследования распространенно-
сти инфекций (Pan Euro-Asian Prevalence), частота 
ИСМП в урологических отделениях, составляет от 
5% до 14% [11].

В настоящее время высокую актуальность приоб-
ретает проблема формирования биопленок возбудите-
лями инфекций, связанных с оказанием медицинской 
помощи (далее — ИСМП) на инвазивных устройствах, 
применяющихся в медицинской практике [5,9].

Одним из основных биологических свойств воз-
будителей ИСМП, заслуживающих внимания на 
современном этапе изучения данной группы инфек-
ций, является способность этиологических агентов 

образовывать биопленки на биотических и абиоти-
ческих поверхностях, в том числе на изделиях меди-
цинского назначения [15].

Изучение эпидемиологии ряда ИСМП и разработ-
ка мер их профилактики неразрывно связано с не-
обходимостью исследования биологических свойств 
биопленок, формируемых возбудителями данных 
инфекций на инвазивных медицинских устройствах. 

Согласно обновленной в 2022 году стратегии про-
филактики инфекций мочевыводящих путей, свя-
занных с катетеризацией в больницах скорой неот-
ложной помощи до 44% ИМП, связанных с оказанием 
медицинской помощи, ассоциированы с инвазивны-
ми устройствами, применяющимися в урологической 
практике [14]. 

Катетеры, используемые в верхних отделах мочевы-
водящих путей, такие как мочеточниковый стент и неф-
ростома, также связаны с высокой частотой катетер-
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ассоциированных инфекций мочевыводящих путей 
(далее — КА-ИМП) и выделением микроорганизмов с 
множественной лекарственной устойчивостью. Пато-
генез развития КА-ИМП связан с тем фактом, что лю-
бой тип катетера колонизируется микроорганизмами, 
растущими в виде биопленок, которые могут вызывать 
инфекционный процесс. По данным ряда авторов сооб-
щается, что от 42 до 82,9 % мочеточниковых стентов ко-
лонизируются к моменту их удаления [4, 6, 21]. Частота 
КА-ИМП у пациентов с нефростомой оценивается при-
мерно в 3,5%, с вероятностью сепсиса до 1% [8, 20]. 

Эволюционно для выживания и существования 
в организме человека, а также в неблагоприятных 
условиях окружающей среды, включая действие из-
вестных антибиотиков, микроорганизмы образуют 
уникальную структурно-функциональную органи-
зацию в виде биопленки [16, 17].

Многие хронические инфекции, а также инфек-
ции, возникновение которых связано с использова-
нием медицинского имплантируемого оборудова-
ния, обусловлены бактериями, растущими в виде 
биопленок [7].

Бактерии могут попадать в мочевые пути из уре-
тры во время установки катетера, через его просвет 
восходящим путем, при манипуляциях ухода, а так-
же эндогенным путем из очагов хронической ин-
фекции. Формированием биопленок объясняются 
особенности течения катетер-ассоциированной ин-
фекции у урологических пациентов. Кроме того, об-
ширные обрастания могут затруднять ток жидкости 
по катетеру, или вовсе выводить внедренное меди-
цинское устройство из строя за счет инкрустации [2].

По имеющимся данным, до 80% инфекций свя-
заны с бактериальными биопленками и трудно под-
даются диагностике и лечению [12].

Изучение биопленок в настоящее время вызыва-
ет огромный интерес исследователей, главным об-
разом в связи с тем, что этот способ существования 
бактерий создает серьезные проблемы в медицин-
ской практике [19, 22].

В научной литературе представлена информация о 
большом количестве методов изучения, культивирова-
ния и индикации биопленок in vitro и in vivo, однако на 
практике ряд вопросов, касающийся этой проблемы, 
требует дальнейшего решения. Основная масса статей 
посвящена научным аспектам изучения формирова-
ния биопленок разными микроорганизмами на раз-
личных объектах и разработке методов, препятствую-
щих формированию биопленок, и для их разрушения 
[10, 13, 18].

Цель
Идентифицировать образование биопленок на 

инвазивных устройствах, применяемых в урологи-
ческой практике, ассоциированных с риском разви-
тия ИСМП. 

Материалы и методы
В работе применялся метод O'Toole and Kolter 

(1998), основанный на способности красителя 
генциан фиолетового связываться с клетками 
и матриксом биопленок1. Основной особенно-

1O'Toole G.A. Initiation of biofi lm formation in Pseudomonas 
fl uorescens WCS365 proceeds via multiple, convergent sig-
nalling pathways: a genetic analysis / G.A. O'Toole, R. Kolter 
// Mol Microbiol. — 1998. — Vol. 28(3). — Р.449-461. Doi: 
10.1046/j.1365-2958.1998.00797.x.

стью примененного нами метода являлась воз-
можность его использования для идентифика-
ции биопленок непосредственно на инвазивных 
устройствах.

Формирование биопленок оценивали в ходе двух 
экспериментов: моделировании биопленок in vitro и 
идентификации биопленок на интраоперационно 
удаленных мочевых катетерах.

При моделировании биопленок in vitro в работе 
были использованы 5 клинических штаммов ми-
кроорганизмов из коллекции лаборатории ФГБОУ 
ВО СПбГУ Клиники высоких медицинских техно-
логий им. Н.И. Пирогова (Pseudomonas aeruginosa, 
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterococcus 
faecalis и Proteus mirabilis), полученные стандарт-
ным бактериологическим методом из посевов мочи 
и интраоперационно удаленных мочевых катете-
ров от пациентов с ИМП, в том числе отвечающих 
критериям ИСМП. В качестве субстрата для выра-
щивания модельных бактериальных биопленок ис-
пользовали внутреннюю и наружную поверхности 
2-ходовых стандартных латексных (силиконизиро-
ванных) катетеров Фолея. Биопленкообразование 
оценивали, измеряя оптическую плотность (далее — 
ОП) на микропланшетном спектрофотометре 
Thermo Scientifi c Multiskan GO при длине волны 590 
нм [1].

Выращивание биопленок. Бактериальные био-

пленки выращивали на фрагментах катетеров Фо-

лея длинной 1 см, рассеченных вдоль для обнаже-

ния внутренней поверхности. Все манипуляции 

с катетерами проводили в стерильных условиях. 

Бактериальные суспензии исследуемых изолятов 

P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. coli, E. faecalis и P. mi-
rabilis разводили в стерильной питательной среде 

до стандартной мутности 0,5 по McFarland, затем по 

1 мл вносили в стерильные пробирки типа эп-

пендорф объемом 1,5 мл, в которые предвари-

тельно помещали фрагменты катетеров. Каждую 

бактериальную суспензию для получения досто-

верных результатов эксперимента вносили в три 

эппендорфа. В качестве отрицательного контро-

ля использовался стерильный фрагмент катете-

ра, погруженный в аналогичный эппендорф, за-

полненный 1 мл стерильной питательной среды. 

Культивирование проводили в условиях термо-

статирования при температуре 37°С в течение 48 

часов.
Окрашивание биопленок. Для удаления план-

ктонных микроорганизмов питательную среду из 
пробирок убирали с помощью дозатора со стериль-
ными наконечниками с последующим двукратным 
промыванием стерильной водой в объеме равному 
объему вносимой питательной среды. Фрагменты 
катетеров перед окрашиванием помещали в сте-
рильные эппендорфы, в которые затем вносили по 
1 мл отфильтрованного 0,1% водного раствора ген-
циан фиолетового. Фрагменты катетеров инкуби-
ровали с красителем в течение 12 минут при комнат-
ной температуре. По истечении времени экспози-
ции краситель удалялся. Не связавшийся краситель 
тщательно смывали стерильной водой. Затем все 
фрагменты катетеров перемещали в новые сте-
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рильные эппендорфы объемом 1,5 мл, высушивали 
на твердотельном термостате с открытыми крыш-
ками в боксе абактериальной воздушной среды 
для удаления остатков влаги при температуре 60 °С 
в течение 15 минут. 

Выявление биопленок. После высушивания фраг-
ментов катетеров в каждую пробирку добавляли 
1 мл 95% раствора этанола с последующей инкуба-
цией в течение 12 минут при комнатной температуре 
с закрытыми крышками с периодическим вортекси-
рованием 3-5 секунд при 1500 об/мин через каждые 
3 минуты. 125 мкл полученных окрашенных образ-
цов растворов переносили с помощью дозатора со 
стерильными наконечниками в стандартный пло-
скодонный 96 луночный планшет. Этот этап иссле-
дования проводился максимально быстро с учетом 
возможного испарения спирта, с последующим из-
мерением ОП раствора при длине волны 590 нм. Ре-
зультаты интерпретировали согласно данным изме-
рений. По уровню ОП в сравнении с отрицательным 
контролем определяли потенциальную способность 
к биопленкообразованию как «высокую», «умерен-
ную» и «низкую» [1].

В части исследования, посвященного выявле-
нию биопленок на инвазивных устройствах, ис-
следовали фрагменты длительно стоящих нефро-
стомических катетеров и мочеточниковых стентов, 
интраоперационно удаленных у 129 пациентов 
урологического профиля с мочекаменной болез-
нью (далее — МКБ), прооперированных за пе-
риод с 06.2020 по 11.2023 гг., в ФГБОУ ВО СПбГУ 
«Клиника высоких медицинских технологий им. 
Н.И. Пирогова». 

Критериями включения пациентов в исследова-
ние являлись: наличие длительно стоящего (более 
7 дней) инвазивного устройства; бактериологиче-
ское исследование интраоперационно удаленного 
инвазивного устройства; МКБ в анамнезе; опера-
ции на мочевыводящих путях по поводу МКБ в те-
чение последнего года [2].

Для быстрой идентификации биопленок на ин-
траоперационно удаленных инвазивных устрой-
ствах применялся метод O'Toole and Kolter, прове-
денный по описанной выше методике [1]. По уровню 
ОП в сравнении с отрицательным контролем прово-
дили идентификацию биопленок с использовани-
ем референсных значений как «положительные», 
«сомнительные» и «отрицательные». Параллельно 
было выполнено бактериологическое исследование 
инвазивных устройств.

Отбор клинического материала от пациентов для 
бактериологического исследования производил-
ся согласно МУ 4.2.2039-05.4.2 «Методы контроля. 
Биологические и микробиологические факторы. 
Техника сбора и транспортирования биоматериалов 
в микробиологические лаборатории» [2].

Видовую идентификацию микроорганизмов 
осуществляли с помощью времяпролетной масс-
спектрометрии (MALDI-TOF) согласно общеприня-
тым методам бактериологического исследования [1]. 

Результаты и обсуждение
При моделировании и последующей иденти-

фикации биопленок были получены следующие 
средние значения результатов ОП для различных 

штаммов микроорганизмов: P. aeruginosa — 0,221; 
K. pneumoniae — 0,206; E. coli — 0,132; E. faecalis — 
0,112; P. mirabilis — 0,153; отрицательный контроль — 
0,105; оптическая плотность 95% раствора этанола 
составила — 0,040 [1].

При сравнении показателей ОП с показателя-
ми ОП отрицательного контроля, установлено, 
что исследуемые изоляты P. aeruginosa (ср. знач. — 
0,221) и K. pneumoniae (ср. знач. — 0,206) имели 
«высокий» потенциал к образованию биопленок. 
Средние значения ОП данных изолятов превыша-
ли значения ОП отрицательного контроля прак-
тически в 2 раза. ОП P. mirabilis (ср. знач. — 0,153) 
характеризовала потенциал данного изолята к 
биопленкообразованую как «умеренный». Сред-
нее значения ОП данного изолята превышало зна-
чение ОП отрицательного контроля примерно в 
1,5 раза. 

Показатели ОП E. coli (ср. знач. — 0,132) 
и E. faecalis (ср. знач. — 0,112) не имели значимых 
отличий от ОП отрицательного контроля, что со-
ответствовало «низкому» потенциалу биопленко-
образования или его отсутствию [1].

При выявлении биопленок на длительно стояв-
ших инвазивных устройствах, удаленных интра-
операционно из 129 включенных в исследование 
пациентов 114 имели диагноз: камни почки N20.0, 
у 15 человек был диагноз: камни мочеточника N20.1. 
Мочеточниковый стент был установлен 69 паци-
ентам, нефростома — 60. Медиана (Me) катетеро-
дней составила 44 дня. Средний возраст пациентов: 
51 ± 14 лет. Соотношение по полу: 84 женщины и 45 
мужчин. Среднее количество койко-дней составило 
4,86 ± 3,25.

У 53% пациентов при госпитализации имелись 
показания для бактериологического исследования 
мочи, из них у 77% был выявлен положительный 
результат микробиологического исследования. 
Среди возбудителей инфекций у пациентов с МКБ 
лидировали: E. faecalis — 23%, E. coli — 18% и P. aeru-
ginosa — 9%. Бактериологическое исследование ин-
траоперационно удаленных инвазивных устройств 
у 129 пациентов, выявило положительный рост у 69 
больных. Лидирующими возбудителями инфек-
ций были следующие микроорганизмы: E. coli — 
22%, E. faecalis — 19%, P. aeruginosa — 11%, K. pneumo -
niae — 9%.

Важно отметить, что только лишь в 41 % случаев, 
результаты посева мочи у пациентов при госпита-
лизации совпадали с результатами бактериологи-
ческого посева инвазивных устройств, удаленных 
интраоперационно.

Бактериурию имели 33 из 129 пациента, из ко-
торых после оперативного вмешательства у 12 раз-
вилась ИМП связанная с оказанием медицинской 
помощи. В этиологической структуре возбудителей 
инфекций, обнаруженных на удаленных от данных 
пациентов инвазивных устройствах, преобладали 
штаммы: E. coli — 41%, P. aeruginosa — 25%, и E. fae-
calis — 9%.

При выявлении биопленок на длительно стоя-
щих (более 7 дней) интраоперационно удаленных 
инвазивных устройствах, были получены следую-
щие результаты измерения ОП (таблица 1).
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Таблица 1. Оптическая плотность (ОП) биопленок на инвазивных устройствах
Table 1. The results of measuring the Optical density (OD) of biofi lms on the invasive devices

Тип инвазивного 
устройства / 

Type of invasive 
device

Кол-во / 
Quantity

Средний 
показатель ОП / 
OD average value

Средний показатель 
отрицательного контроля ОП / 

OD average value of the 
negative control

Кол-во микроорганизмов 
на инвазивном устройстве 

(КОЕ/мл) /
 Quantity of micro-

organisms (CFU/ml)

Результат 
идентификации 

биопленки / 
Biofi lm identifi cation

Нефростома / 
Nephrostomy 
tube

26 0,125±0,035

0,054±0,004

≥105 КОЕ/мл
положительный / 
positive

16
0,078±0,010

<105 КОЕ/мл
сомнительный / 
questionable

18
0,058±0,008

не обнаружено роста 
факультативно-
анаэробной микрофлоры /
lack of facultative anaero-
bic microfl ora

отрицательный / 
negative

Мочеточниковый 
стент /
Ureteral stent

18 0,095±0,014

0,046±0,003

≥105 КОЕ/мл
положительный / 
positive

9
0,067±0,006

<105 КОЕ/мл
сомнительный / 
questionable

42 0,052±0,007

не обнаружено роста 
факультативно-
анаэробной микрофлоры /
lack of facultative anaero-
bic microfl ora

отрицательный /
negative

Показатели ОП биопленок на инвазивных 
устройствах в два раза превышали показатели ОП 
отрицательного контроля в тех случаях, когда по 
результатам бактериологического исследования 
устройств выявлялись микроорганизмы в титрах ≥ 
105 КОЕ/мл.

Формирование биопленок может объяснять по-
лучение ложноотрицательных результатов при про-
ведении бактериологических исследований направ-
ленных прежде всего на выявление планктонных 
форм микроорганизмов, или на неэффективность 
антибактериальной терапии назначенной с учетом 
профиля антибиотикочувствительности у выявлен-
ных ранее форм микроорганизмов in vitro.

Метод O'Toole and Kolter позволяет проводить 
оценку способности планктонной флоры образо-
вывать биопленки на абиотических поверхностях, 
в том числе на микротитровальных планшетах и 
чашках Петри. При этом потенциал формирования 
биопленки можно оценить благодаря специфиче-
ской способности генциан фиолетового связывать-
ся с элементами экзоклеточного мукополисахарид-
ного матрикса. Примененная методика O'Toole and 
Kolter, позволяет быстро, в течение 30-40 минут 
выявлять биопленки непосредственно с удаленных 
мочевых катетеров и может служить дополнением к 
параллельно проводимым стандартными бактери-
ологическими исследованиями у пациентов с кате-
тер-ассоциированными инфекциями мочевыводя-
щих путей [1].

Заключение
Крайне важным аспектом профилактики ИСМП 

ассоциированных с биопленочными формами ми-
кроорганизмов являются мероприятия, направлен-
ные на предотвращение формирования биопленок, 
в связи с чем на современном этапе становятся ак-
туальными исследования по индикации и изучению 
биологических свойств биопленок — возбудителей 
данных инфекций.

Способность бактерий образовывать биопленки 
является существенным фактором их вирулентно-
сти. Инвазивные устройства, применяемые в уроло-
гической практике, безусловно являются объектом 
для колонизации условно-патогенными микроорга-
низмами, создавая дополнительный очаг обеспечи-
вающий персистенцию инфекции.

В ходе применения метода O'Toole and Kolter, на-
ми были обнаружены биопленки, сформированные 
наиболее частыми возбудителями ИМП на поверх-
ностях инвазивных устройств, применяемых в уро-
логической практике.

Примененный метод — может быть использован 
для выявления биопленок возбудителей инфекций 
как при моделировании, так и при исследовании 
удаленных длительно стоящих у пациентов мочевых 
катетеров.

Получены референсные значения показателей 
ОП, свидетельствующие о наличии биопленок на 
исследуемых инвазивных устройствах, соответству-
ющие диагностически значимому титру ≥ 105 КОЕ/
мл при бактериологическом исследовании данных 
устройств.

У пациентов с развившейся ИМП были выявле-
ны биопленочные формы микроорганизмов, среди 
которых лидировали: E. coli, P. aeruginosa и E. faecalis.

Использование описанного метода имеет потен-
циал для лабораторной практики и позволяет бы-
стро выявлять наличие биопленок на поверхности 
инвазивных устройств.
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Abstract
Introduction. The issue of biofi lm formation by infectious agents associated with the use of invasive medical devices in healthcare 

currently becomes highly relevant. Studying the epidemiology of healthcare-associated infections and developing measures for 

their prevention couldn’t be comprehensive without investigating the properties of biofi lms formed by the causative agents of these 

infections. The scientifi c literature provides information on a large number of methods for detecting biofi lms; however, in practice, 

several issues related to this problem require further resolution.

The aim of the study was to identify the formation of biofi lms on invasive devices used in urological practice associated with the 

risk of developing healthcare-associated infections.

Material and methods. A retrospective analysis of 129 patient medical records from the urology department, focusing on those 

with urinary stone disease, was conducted at the St. Petersburg State University, Clinic of High Medical Techonologies n.a. N.I. 

Pirogov. Biofi lm detection on fragments of urinary catheters in vitro was performed using the O'Toole and Kolter method (1998).

Biofi lm modeling and detection on fragments of urinary catheters were carried out using fi ve clinical isolates. The formation of 

biofi lms was assessed by measuring their optical density.

Results. The study revealed the formation of biofi lms on fragments of urinary catheters associated with the risk of urinary tract 

infections. Bacteriological analysis of long-standing (more than 7 days) urinary catheters with microbial growth exceeding 105 

CFU/ml and characteristic changes in optical density values indicated the formation of microbial biofi lms on the investigated 

medical devices. Patients with developed urinary tract infections showed biofi lm forms of microorganisms, among which E. coli, P. 
aeruginosa and E. faecalis. were predominant.

Conclusion. Research in the fi eld of epidemiology of healthcare-care associated infections is closely linked to studying biofi lm 

forms of microorganisms and their biological properties. The applied method could be used to identify biofi lms of infectious agents 

associated with the provision of medical care, in particular, in modeling and in studying long-standing urinary catheters removed 

from patients.

Keywords: biofi lm, urinary tract infection, healthcare associated infection, optical density, urinary catheter, invasive devices, 

indication.
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