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Цель. Определить видовой состав ассоциаций микроорганизмов, выделенных из остеомиелитического 
очага, и изучить характер взаимоотношений ассоциантов на основе данных биопленкообразующей способности.

Материалы и методы. Исследовано 184 клинических изолята, выделенных из 88 ассоциаций при 
первичных посевах из ран и свищей 88 пациентов с хроническим остеомиелитом длинных трубчатых ко-
стей. Для получения ассоциативной биопленки in vitro смешивали суточные культуры штаммов бактерий 
в соотношении 1:1. Выращивали биопленки на поверхности полистироловых планшетов с последующим 
определением уровня биопленкообразования через 24 ч и 48 ч. Для оценки синергических, нейтральных и 
антагонистических взаимоотношений бактерий в биопленках рассчитывали показатель КВ (коэффициент 
взаимоотношений).

Результаты. Лидирующие позиции по частоте выделения из остеомиелитического очага занима-
ют ассоциации стафилококка с грамотрицательными бактериями. На первые сутки эксперимента 38,6% 
ассоциаций обладали средней биопленкообразующей способностью, причем 36,4% – ассоциации грам-
положительных + грамотрицательных бактерий; низкой – 42,1%, высокой – 19,3%. Через 48 ч процент 
среднеадгезивных штаммов остался на том же уровне – 38,6%, низкоадгезивных – снизился до 36,4%, 
высокоадгезивных – увеличился до 25%. Большинство ассоциаций бактерий проявляли антагонистиче-
ские взаимоотношения. Синергизм наблюдали в 2 случаях, при формировании биопленки ассоциацией S. 
aureus+P. aeruginosa, при этом уровень пленкообразования как на первые, так и на вторые сутки иссле-
дования был высоким. В нескольких ассоциациях наблюдали переход с антагонистических отношений на 
синергические либо нейтральные.

Заключение. Установлено, что среди выделенных ассоциаций наибольший удельный вес приходится 
на ассоциации грамположительных + грамотрицательных бактерий, при этом одним из компонентов чаще 
всего является S. aureus. У данных ассоциаций отмечена высокая и средняя активность формирования био-
пленок на поверхности полистироловых планшетов. Взаимоотношения микроорганизмов, выделенных из 
остеомиелитического очага в составе ассоциаций, как правило, антагонистические.

Ключевые слова: остеомиелит, ассоциации бактерий, биопленки, антагонизм, синергизм, коэффициент 
взаимоотношений

Objective. To determine the species composition of the associations isolated from osteomyelitis foci and to 
study the character of associate relationships based on the biofilm-forming ability data.

Methods. The microbiological study included  clinical isolates (n=184) obtained from  associations (n=88) 
during primary inoculations from wounds and fistulas of  patients (n= 88) with chronic osteomyelitis of long tubular 
bones. In order to obtain an associative biofilm in vitro, the cultures of competing bacterial strains were daily mixed 
in 1:1 ratio. The biofilms were grown on the surface of polystyrene plates with subsequent determination of the 
level of biofilm formation in 24 and 48 hours. The coefficient of relationship (CR) was calculated to evaluate the 
synergistic, neutral and antagonistic relationships between bacteria in the biofilms.

Results. The associations of staphylococcus with gram-negative bacteria were most frequently recovered from 
osteomyelitis foci. On the 1st day of the experiment, 38,6 % of associations had a moderate biofilm-forming ability, 
and besides, associations of gram-positive + gram-negative bacteria were observed in 36,4%; 42,1% of associations 
had a low biofilm-forming ability; 19,3% – had a high biofilm-forming ability. After 48 hours the percentage of  
mild adhesive strains remained at the same level – 38,6%, as for the low adhesive ones it decreased to 36,4%, 
high adhesive – increased up to 25%. Most bacterial associations manifested  antagonistic relationships. Synergism 
in biofilm-formingby the association of S. aureus + P. aeruginosa was observed in 2 cases,while the level of film-
forming  was high as on the first and the  second day of the study. In several associations it transformed from 
antagonistic to synergistic or neutral relationships. 

Conclusion. It has ben established that among the identified associations, the largest specific weight falls on 
the associations of gram-positive + gram-negative bacteria , while S. aureus is one of the most common components.  
These associations were noted to have high and mild activity of biofilm -forming on the surface of polystyrene plates. 
Relationships between the microorganisms isolated from osteomyelitis foci in associations, as a rule, are antagonistic. 
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Научная новизна статьи
Впервые изучен характер взаимоотношений микроорганизмов в составе ассоциаций, выделенных из остео-
миелитического очага, на основе данных биопленкообразующей способности. Установлено, что в микробио-
ценозе остеомиелитического очага наибольший удельный вес приходится на ассоциации S. aureus с грамо-
трицательными бактериями. У данных ассоциаций отмечена высокая и средняя активность формирования 
биопленок на поверхности полистироловых планшетов. Взаимоотношения микроорганизмов, выделенных 
из остеомиелитического очага в составе ассоциаций, как правило, антагонистические.

What this paper adds
For the first time, the nature of the relationship between microorganisms in the composition of associations isolated 
from the osteomyelitis focus has been studied on the basis of biofilm-forming ability data. It has been established that 
in microbiocenosis of the osteomyelitis foci, the greatest specific weight falls on the associations of S. aureus with 
gram-negative bacteria. These associations have a high and moderate activity of biofilm formation on the surface 
of polystyrene plates. The relationships between microorganisms isolated from the osteomyelitis focus as part of 
associations are usually antagonistic.
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Введение

Одной из причин длительного воспале-
ния в остеомиелитическом очаге может быть 
существование бактерий в составе моно- или 
полиассоциативной биопленки. В последние 
годы в этиологии хронического остеомиелита 
наблюдается увеличение удельного веса популя-
ций микроорганизмов, образующих ассоциации 
с различными типами взаимоотношений –  
синергическими или антагонистическими, ока-
зывающими влияние на биомассу биопленки, 
ее функциональность и толерантность [1, 2, 
3]. Встречаются как двукомпонентные, так и 
многокомпонентные ассоциации бактерий [2, 3, 
4]. Лидирующие позиции занимают ассоциации 
золотистого стафилококка с грамположитель-
ными или грамотрицательными бактериями [4, 
5, 6]. В биопленках свойства и взаимодействие 
микроорганизмов могут оказывать влияние на 
течение инфекционного процесса, что связано 
с усилением или ослаблением болезнетворных 
свойств бактерий [1, 5, 6]. Кроме того, в со-
ставе биопленок взаимодействующие микро-
организмы могут приобретать резистентность 
к антибиотикам [5, 6, 7]. Имеются данные об 
изменении свойств патогенов в составе форми-
руемой ими биопленки [8, 9].

Анализ видового состава ассоциаций 
микроорганизмов и изучение характера их 
взаимоотношений позволит выявить законо-
мерности, приводящие к изменению типичных 
или проявлению новых биологических свойств 
бактерий при формировании биопленки [3, 8].

Цель. Определить видовой состав ассоци-
аций микроорганизмов, выделенных из остео-
миелитического очага, и изучить характер вза-
имоотношений ассоциантов на основе данных 
биопленкообразующей способности.

Материал и методы

В микробиологическое исследование вклю-
чены 184 клинических изолята, выделенных из 
88 ассоциаций при первичных посевах из ран и 
свищей 88 пациентов, находившихся на лечении 
в гнойном отделении Российский научного 
центра «Восстановительная травматология и 
ортопедия» им. акад. Г.А. Илизарова Минздрава 
России. 

Видовая идентификация микроорганиз-
мов проводилась с использованием бактери-
ологического анализатора Walkaway – 40 plus 
(«Siemens», США).

Для получения ассоциативной биопленки 
in vitro смешивали суточные культуры штаммов 
бактерий в соотношении 1:1. Далее бульонные 
культуры тестируемых ассоциаций инокулиро-
вали в лунки планшеты по 100 мкл в 4 повторах. 
Для контроля на каждой планшете в 8 лунок 
вносили стерильный мясопептонный бульон. 
После инкубации в течение 24 и 48 часов при 
37 ˚С содержимое лунок (бульон, содержащий 
планктонные бактериальные клетки) аккурат-
но удаляли пипеткой. Лунки 3 раза промы-
вали фосфатным буфером. Для окрашивания 
пленок в лунки вносили по 180 мкл раствора 
генцианвиолета на 45 минут при комнатной 
температуре. После трехкратного промывания 
фосфатным буфером в лунки для экстракции 
краски из пленки вносили по 200 мкл 96% 
этанола. Уровень биопленкообразования опре-
деляли с помощью фотометра ELx808 (BioTek, 
США)=630 нм. Для интерпретации результатов 
использовали разработанные внутрилаборатор-
ные критерии [5].

Для оценки синергических и антагонисти-
ческих взаимоотношений бактерий в биоплен-
ках рассчитывали показатель КВ (коэффициент 
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взаимоотношений), представляющий отноше-
ние средней оптической плотности смешанной 
биопленки к средней оптической плотности 
наиболее активного ассоцианта биопленки 
с учетом ошибок среднего арифметического 
значения:

, 

где ОD630
mix – оптическая плотность ас-

социации бактерий; ОD630
Акомп –  оптическая 

плотность наиболее активного компонента 
ассоциации, m – ошибка среднего.

При КВ˂1 отношения считали антагони-
стическими, КВ˂1- синергическими, КВ=1 – 
нейтральными. 

Статистика

Статистическую обработку результатов 
проводили с помощью программного обеспе-
чения анализа данных AtteStat, версия 13.0. Для 
каждого изолята и ассоциации рассчитывали 
среднее арифметическое значение оптической 
плотности  и его стандартную ошибку (M±m), 
которые использовались при определении ко-
эффициента взаимоотношений.

Результаты

При анализе бактериологических посевов 
в составе ассоциаций выделено 184 штамма 

микроорганизмов, принадлежащих к 6 семей-
ствам бактерий: Staphylococcussp., Enterobacte-
riaceae, Pseudomonadaceaceae, Moraxellaceaceae, 
Enerococcaceae, Streptococcaceae (рис. 1). 

Среди грамположительных микроорганиз-
мов  58% изолятов приходится на долю S. aureus. 
Среди грамотрицательных микроорганизмов 
наибольший удельный вес (41%) отмечен для 
штаммов P. aeruginosa.

В микробиоценозе остеомиелитического 
очага у 82 пациентов обнаружено 88 ассоциаций 
бактерий, из которых 90,9% – двухкомпонент-
ные, 9,1% – трехкомпонентные (таблица 1). 

Согласно проведенному исследованию 
частота встречаемости ассоциаций, представ-
ленных грамположительными и грамотрица-
тельными бактериями, составила 62,5%; только 
грамположительными – 27,3%; грамотрицатель-
ными – 9,1%. Среди выделенных ассоциаций 
8,0% были представлены бактериями одного 
вида, но с разной чувствительностью к антибак-
териальным препаратам, 22,7% – бактериями 
одного рода. Чаще всего в составе полимикроб-
ных культур встречался стафилококк – 87,5% 
ассоциаций. Причем удельный вес ассоциаций, 
в которых одним из компонентов был S. aureus, 
составил 64,8%. 

Лидирующие позиции по частоте выделе-
ния из остеомиелитического очага занимают 
ассоциации стафилококка с грамотрицатель-
ными бактериями: S. aureus + P. aeruginosa 
(n=12); S. aureus + E. cloacae (n=6), S. aureus 
+ K. pneumoniae (n=5), S. epidermidis + E. 
cloacae (n=5). 

58%30%

10%
2%

грамположительные 
микроорганизмы

S. aureus

CoNS

Enterococcus sp.

Streptococcus sp.

52%

19%
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6% 1%

семейства бактерий

Staphylococcus sp.
Enterobacteriaceae
Pseudomonadaceaceae
Moraxellaceacae
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41%

12%7%

21%

3%
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Рис 1. Этиологическая структура остеомиелитического очага



186

На первые сутки эксперимента при форми-
ровании биопленки для 84% ассоциаций было 
характерно антагонистическое взаимодействие 
микроорганизмов, при этом у 79,5% из них 
характер взаимоотношений не изменился че-
рез 48 часов (рис. 2). Синергический характер 
взаимоотношений на первые и вторые сутки 
был выявлен у 2,3% ассоциаций. Синергизм 
на первые сутки и антагонизм на вторые был 
выявлен у 9,1% исследуемых ассоциаций. Через 
24 ч эксперимента 2,3% ассоциаций проявляли 
антагонистические взаимоотношения, а через 
48 ч – синергические. Нейтральные взаимоот-
ношения на первые сутки были выявлены у 3% 
ассоциаций, через 48 ч – у 2%.

На первые сутки эксперимента 38,6% ассо-
циаций обладали средней биопленкообразую-
щей способностью, причем 36,4% – ассоциации 
грамположительных + грамотрицательных бак-
терий; низкой – 42,1%, высокой – 19,3% (ассо-
циаций грамположительных + грамотрицатель-
ных бактерий – 17,1%) (таблица 2). Через 48 ч  
процент среднеадгезивных штаммов остался 
на том же уровне – 38,6%, низкоадгезивных –  
снизился до 36,4%, высокоадгезивных – уве-
личился до 25%.

В ассоциациях S. aureus + S. aureus (n=1); 
S. aureus + P. aeruginosa (n=1), S. aureus + K. 
pneumoniae (n=1), S. aureus + A. baumannii 
(n=1), S. aureus + S. marcescens (n=1), S. sciuri + 
P. aeruginosa (n=1), P. aeruginosa + P. aeruginosa 
(n=1) через 24 ч эксперимента уровень биоплен-
кообразования был средним, либо низким, на 
вторые сутки наблюдали высокую активность 
биопленкообразования.

Ассоциации бактерий: S. aureus + S. hominis 
(n=1), S. aureus + S. aureus + P. aeruginosa (n=1), 
S. epidermidis + E. faecalis(n=1), S. haemolyticus 
+ E. cloacae (n=1), E. faecalis + A. baumannii  
(n=1) на первые сутки эксперимента характе-
ризовались высоким сродством к пленкообразо-
ванию. На вторые сутки адгезивная активность 
бактерий снижалась до средней или слабой. 

Обсуждение

Несмотря на то, что S. aureus в этиологии 
остеомиелита является приоритетным патоге-
ном, в последние годы все чаще встречаются 
данные о смене микробного пейзажа и воз-
росшей роли грамотрицательной микрофлоры 
[1, 2, 6]. Так, например, бактерии P. aeruginosa, 
K. pneumoniae, A. baumannii представляют со-
бой серьезную угрозу в лечении пациентов 
с остеомиелитом ввиду тяжести вызываемых 
осложнений и множественной резистентности 
к антибактериальным препаратам [10, 11, 12].

Таблица 1
Количество ассоциаций, выделенных из ран 

пациентов с хроническим остеомиелитом
˂ Микроорганизм Количество 

ассоциаций,  n
1 S.  aureus + S.  aureus 4
2 S.  aureus + S.  epidermidis 4
3 S.  aureus + S.  hyicus 2
4 S.  aureus  + E.  faecium 1
5 S.  aureus  + E.  faecalis 2
6 S.  aureus + S.  hominis 2
7 S.  aureus  + S.  epidermidis +

S. hominis
1

8 S.  aureus  + S.  capitis + 
S.  auricularis

1

9 S.  aureus  + P.  aeruginosa 14
10 S.  aureus + A. baumannii 4
11 S.  aureus + E.  cloacae 6
12 S.  aureus + K.  pneumoniae 5
13 S.  aureus + E.  coli 2
14 S.  aureus + S. marcescens 5
15 S.  aureus + E.  faecalis + 

P.  vulgaris
1

16 S. aureus + Streptococcussp. +
S. hyicus

1

17 S.  aureus  + S.  aureus + 
S.  marcescens

1

18 S.  aureus  + S.  aureus + 
P.  aeruginosa

1

19 S.  epidermidis + E.  faecalis 2
20 S.  epidermidis + P.  aeruginosa 2
21 S.  epidermidis + E.  cloacae 5
22 S.  epidermidis + E.  cloacae + 

P.  aeruginosa
1

23 S.  epidermidis + P. mirabilis 1
24 S.  epidermidis + A. baumannii 2
25 S. haemolyticus + A. baumannii 1
26 S. haemolyticus + E.  cloacae 1
27 S.  sciuri + P.  aeruginosa 1
28 S.  hyicus + E.  faecalis 1
29 S.  hominis+ S. haemolyticus 1
30 S. warneri + S. marcescens 1
31 S. warneri + S. marcescens + 

P. aeruginosa
1

32 E.  faecium + E.  faecalis 1
33 E.  faecalis +S.  mitis 1
34 E.  faecalis + A. baumannii 1
35 S.  marcescens + M.  morganii 1
36 A. baumannii + P.  aeruginosa 1
37 E.  cloacae + P.  aeruginosa 3
38 P.  aeruginosa + P.  aeruginosa 3
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Таблица 2
Распределение ассоциаций микроорганизмов по способности формировать биопленки 

на поверхности лунок полистироловых планшетов

Рис. 2. Характер взаимоотношений бактерий в составе биопленки через 24 и 48 часов

Ассоциация Способность  штаммов формировать биопленку 
(24 ч / 48 ч)

слабая средняя высокая
S.  aureus + S.  aureus (n=4) 4/3 -/- -/1
S.  aureus  + S.  epidermidis (n=4) 4/4 -/- -/-
S.  aureus  + S.  hyicus (n=2) 2/2 -/- -/-
S.  aureus  + E.  faecium (n=1) 1/1 -/- -/-
S.  aureus  + E.  faecalis (n=2) 2/2 -/- -/-
S.  aureus  + S. hominis (n=2) 1/2 -/- 1/-
S.  aureus  + S.  epidermidis + S. hominis (n=1) 1/1 -/- -/-
S.  aureus  + S.  capitis +S.  auricularis (n=1) 1/1 -/- -/-
S.  aureus  + P.  aeruginosa (n=14) 3/2 9/6 2/6
S.  aureus  + A. baumannii (n=4) -/- 4/3 -/1
S.  aureus  + E.  cloacae  (n=6) 4/3 1/2 1/1
S.  aureus  + K.  pneumonia (n=5) 2/1 1/1 2/3
S.  aureus  + E.  coli (n=2) -/- 1/1 1/1
S.  aureus  + S. marcescens (n=5) 4/2 -/1 1/2
S.  aureus  + E.  faecalis + P.  vulgaris (n=1) -/- -/- 1/1
S.  aureus  + S.  aureus + S.  marcescens (n=1) 1/1 -/- -/-
S.  aureus  + S.  aureus + P.  aeruginosa (n=1) -/- -/1 1/-
S. aureus + Streptococcussp.+ S. hyicus -/- 1/1 -/-
S.  epidermidis + E.  faecalis (n=2) 1/2 -/- 1/-
S.  epidermidis + P.  aeruginosa (n=2) 1/- 1/2 -/-
S.  epidermidis + E.  cloacae (n=5) -/- 5/5 -/-
S.  epidermidis + E.  cloacae + P.  aeruginosa (n=1) -/- 1/1 -/-
S.  epidermidis + P. mirabilis (n=1) -/- -/- 1/1
S.  epidermidis + A. baumannii (n=2) -/- 1/1 1/1
S. haemolyticus + A. baumannii (n=1) -/- 1/1 -/-
S. haemolyticus + E.  cloacae (n=1) -/- -/1 1/-
S.  sciuri + P.  aeruginosa (n=1) -/- 1/- -/1
S.  hyicus + E.  faecalis (n=1) 1/1 -/- -/-
S.  hominis+ S. haemolyticus (n=1) 1/1 -/- -/-
S. warneri + S. marcescens (n=1) 1/- -/1 -/-
S. warneri + S. marcescens + P. aeruginosa (n=1) -/- 1/1 -/-
E.  faecium + E.  faecalis (n=1) 1/1 -/- -/-
E.  faecalis + S.  mitis (n=1) 1/1 -/ -/-
E.  faecalis  + A. baumannii (n=1) -/- -/1 1/-
S.  marcescens + M.  morganii (n=1) -/- 1/1 -/-
A. baumannii + P.  aeruginosa (n=1) -/- 1/1 -/-
E.  cloacae + P.  aeruginosa (n=3) -/- 2/2 1/1
P.  aeruginosa + P.  aeruginosa (n=3) -/1 2/- 1/2
Итого 37/31 34/35 17/22



188

В то же время наблюдается тенденция к 
повышению удельного веса ассоциаций возбу-
дителей, вызывающих инфекционный процесс 
при остеомиелите [1, 3]. Так, при остеомиелите 
длинных трубчатых костей отмечается высокий 
процент выделения микс-культур: S. aureus + 
S. epidermidis; S. epidermidis + S. pyogenes, S. 
aureus + P. aeruginosa [3, 5].

Есть данные, согласно которым развитие 
остеомиелита может быть связано с микрофло-
рой, существующей в биопленочном матриксе 
[1, 6, 13]. Благодаря существованию в составе 
биопленки бактерии способны уклоняться от 
иммунных атак макроорганизма, воздействия 
антибиотиков, дезинфицирующих средств и 
других факторов [9, 14, 15]. 

Согласно полученным нами данным, боль-
шинство ассоциаций бактерий, выделенных из 
остеомиелитического очага, проявляли анта-
гонистические взаимоотношения, в результате 
чего рост биопленки либо снижался, либо 
усиливался за счет активной адгезии одного из 
ассоциантов. Синергизм наблюдали только в 
2 случаях, при формировании биопленки ас-
социацией S. aureus + P. aeruginosa, при этом 
уровень пленкообразования, как на первые, 
так и на вторые сутки исследования был вы-
соким. В нескольких ассоциациях наблюдали 
переход с антагонистических отношений на 
синергические, либо нейтральные. Так, напри-
мер, в ассоциации P. aeruginosa + P. aeruginosa 
(штаммы с различной чувствительностью к 
антибактериальным препаратам) на первые сут-
ки эксперимента наблюдали средний уровень 
биопленкообразования, на вторые – высокий.

Заключение

Установлено, что среди выделенных ассо-
циаций наибольший удельный вес приходится 
на ассоциации грамположительных + грамо-
трицательных бактерий, при этом одним из 
компонентов чаще всего является S. aureus. 
У данных ассоциаций отмечена высокая и 
средняя активность формирования биопленок 
на поверхности полистироловых планшетов. 
Взаимоотношения микроорганизмов, выделен-
ных из остеомиелитического очага в составе 
ассоциаций, как правило, антагонистические.
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