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Изучено действие дезинфицирующего средства Секусепт актив (ДС СА), препарата на основе надуксусной кислоты, 
на штаммы микроорганизмов, выделенных от пациентов с тяжёлыми инфекционными заболеваниями, находившихся 
на лечении в детском многопрофильном стационаре регионального уровня. При идентификации культуры отнесены к 
грамотрицательным неферментирующим бактериям (НГОБ) (22 штамма), семейству Enterobacteriaceae (18 штам-
мов), к бациллам – 3 штамма. Биоцидную активность ДС СА оценивали по степени ингибирования роста бактерий, 
находящихся в планктонной форме и в биоплёнке (БП) (на плоскодонном пластиковом иммунологическом планшете). 
Способностью образовывать БП обладали все исследуемые штаммы, большая их часть (67,4%) формировала уме-
ренно выраженные БП, особенно выраженный коэффициент биоплёнкообразования имели НГОБ. Выбранные кон-
центрации ДС СА подавляли рост планктонных клеток, способность ДС препятствовать образованию БП зависела 
от концентрации (наиболее эффективны концентрации 0,8 и 3,0%). Чувствительность к воздействию ДС культур, 
находящихся в зрелых БП, значимо ниже, особенно устойчивы к такому влиянию БП, сформированные НГОБ и пред-
ставителями сем. Enterobacteriaceae. Подтверждена важность тестирования эффективности биоцидов не только 
в соответствии со стандартными методиками, разработанными для микроорганизмов, находящихся в планктонной 
форме, но и в отношении БП.
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The effect of bactericide Sekusept active (B SA), a peracetic acid-based preparation, on microbial strains, isolated from 
patients with severe infectious diseases who were treated in a regional children’s multi-specialty hospital, was studied. 
Based on the biochemical identification, the strains were classified as gram-negative non-fermenting bacteria (22 strains), 
Enterobacteriaceae family (18 strains), and bacilli – 3 strains. The biocidal activity of B SA was evaluated by the degree of 
inhibition of the growth of bacterial cells, existing in the planktonic form and in the form of biofilm (on a flat-bottomed plastic 
immunological tablet). It was shown that all the studied strains had the ability to biofilm formation, most of them (67,4%) 
formed moderately pronounced biofilms, and non-fermenting bacteria had a particularly pronounced coefficient of biofilm 
formation. The selected concentrations of B CA inhibited the growth of planktonic cells, and the ability of bactericide to prevent 
the formation of biofilms depended on the concentration (the most effective concentrations were 0,8 and 3,0%). Sensitivity of 
the strains existed in the aged biofilm to the bactericide was significantly lower, especially resistant to this effect were biofilms 
formed by non-fermenting bacteria and representatives of fam. Enterobacteriaceae. Our results confirm the importance of 
testing the effectiveness of biocides not only in accordance with standard methods developed for microorganisms in planktonic 
form, but also for biofilms.
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Введение. Инфекции, связанные с оказанием меди-
цинской помощи (ИСМП), остаются глобальной ми-
ровой проблемой в силу широкого распространения, 
негативных последствий для здоровья пациентов, пер-
сонала медицинских учреждений и экономики государ-
ства [1-3]. Ежегодно в России регистрируется до 30 тыс. 
случаев ИСМП (официальная статистика), по мнению 
экспертов, эта величина достигает 2 млн. При этом дли-
тельность госпитализации пациентов с ИСМП возрас-
тает трёхкратно, риск летального исхода – от 4 до 15 раз. 
Предполагают, что к 2050 г. число больных ИСМП до-
стигнет 10 млн человек [2].

Наиболее тяжёлые формы ИСМП вызывают госпи-
тальные штаммы, обладающие полирезистентностью к 
антимикробным препаратам (АМП). Инфекции, вызван-
ные устойчивыми к АМП возбудителями, часто нивели-
руют не только результаты лечения в отделениях общего 
профиля и интенсивной терапии, но и результаты доро-
гостоящих высокотехнологичных и жизненно важных 
вмешательств [4].

Множественная резистентность госпитальной ми-
крофлоры к АМП, в том числе к антисептикам и де-
зинфектантам, обусловлена преимущественным её 
существованием в виде биоплёночных сообществ и 
микробных консорциумов, способных колонизировать 
организм пациента, адгезироваться на инвазивных ме-
дицинских изделиях [5].

Одним из приоритетных направлений профилак-
тики ИСМП является совершенствование микробио-
логического мониторинга возбудителей ИСМП, в т. ч. 
повышение эффективности дезинфекционных меро-
приятий, которые относятся к ключевым направлениям 
эпидемического надзора при ИСМП. Данное направле-
ние включает (наряду с другими аспектами) разработку 
методик определения чувствительности / устойчивости 
госпитальных штаммов микроорганизмов к дезинфи-
цирующим средствам (ДС), т. к. многие методические 
вопросы проведения мониторинга устойчивости к ДС 
по-прежнему остаются актуальными. Разработаны ме-
тодические указания МУ 3.5.1.3439-17 «Оценка чувстви-
тельности к дезинфицирующим средствам микроорга-
низмов, циркулирующих в медицинских организациях» 
(утв. 13.03.2017). Указанные МУ распространяются на 
микроорганизмы, находящиеся в планктонной форме1. 
В составе биоплёнок (БП) клетки значительно более 
устойчивы к воздействию неблагоприятных факторов 
физической, химической, биологической природы, в т. 
ч. АМП [6-8].

Результаты тестирования ДС на планктонных клет-
ках не могут быть экстраполированы для прогнозирова-

ния эффективности ДС в отношении бактериальных БП 
[9,10]. Отсутствует быстрый воспроизводимый метод 
оценки эффективности АМП и ДС по отношению к БП. 
Исследований, направленных на изучение чувствитель-
ности бактериальных БП к ДС и АМП недостаточно [11-
13].

Одним из высокоэффективных средств для дезин-
фекции, очистки и стерилизации медицинского обору-
дования является ДС Секусепт актив (ДС СА), содержа-
щее в качестве активного компонента надуксусную кис-
лоту, относящееся к кислородсодержащей группе. ДС 
СА оказывает антимикробный эффект, разрушая клето-
ки грамположительных и грамотрицательных бактерий. 
Эффективен в отношении микобактерий туберкулёза, 
оказывает спороцидное действие. По степени воздей-
ствия на организм по ГОСТ 12.1.007-76 относится к 3 и 
4 классу умеренно и малоопасных веществ [14].

Цель исследования – сравнительная оценка чувстви-
тельности возбудителей ИСМП, находящихся в план-
ктонной и биоплёночной форме, к дезинфицирующему 
средству Секусепт актив.

Материал и методы. Штаммы микроорганизмов. 
Штаммы получены от пациентов с тяжёлыми инфекци-
онными заболеваниями (сепсис, острый гематогенный 
остеомиелит, перитонит, пневмония) из отделений ре-
анимации и интенсивной терапии детского многопро-
фильного стационара регионального уровня (г. Иркутск) 
в период с января 2018 г. по декабрь 2019 г. Материал 
для исследования – кровь, мокрота, смывы с трахео-
бронхиального дерева, зев, раневое отделяемое, жид-
кость из брюшной полости. Идентификацию клиниче-
ских изолятов (43 штамма бактерий) осуществляли по 
морфологическим, тинкториальным, культуральным, 
биохимических свойств. Выделенные культуры относи-
лись к НГОБ (22 штамма) и сем. Enterobacteriaceae (18 
штаммов), к бациллам – 3 штамма.

Дезинфицирующее средство. Использовано кисло-
родсодержащее ДС СА производства компании «Эколаб 
Дойчленд ГмбХ» (Германия). Согласно инструкции про-
изводителя для дезинфекции и стерилизации инстру-
ментов медицинского назначения при бактериальных, 
вирусных инфекциях и кандидозе рекомендуются кон-
центрации 0,5; 1,0; 2,0%. Учитывая данные литературы 
о большей устойчивости БП к воздействию АМП и ДС 
по сравнению с планктонными формами, использованы 
более высокие концентрации ДС СА: 0,8; 1,5, 3,0%. Ука-
занные концентрации готовили в стерильной дистилли-
рованной воде при температуре 22-25ºС.

Подготовка культур. Способность культур образовы-
вать БП, ингибирование процесса биоплёнкообразования, 
деструкцию зрелой БП под действием ДС моделировали 
с помощью определения способности микроорганизмов 
к адгезии на поверхности 96-ти луночного стерильного 
плоскодонного пластикового иммунологического план-

 МУ 3.5.1.3439-17 «Оценка чувствительности в дезинфицирующим 
средствам микроорганизмов, циркулирующих в медицинских орга-
низациях» (утв. 13.03.2017)
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шета. Использовали суточную культуру бактерий в план-
ктонной форме, суспендированную в мясо-пептонном 
бульоне (МПБ). Стартовую концентрацию исследуемых 
культур доводили до одной оптической плотности (ОП), 
которая составила 0,200-0,300 единиц при длине волны 
492 нм, что эквивалентно 1,5x108 КОЕ/мл или 0,5 по 
McFarland. Тестируемые штаммы инокулировали в ко-
личестве 150 мкл в лунку планшета в 4-х повторностях. 
Контролем фона служил стерильный МПБ, так же вноси-
мый в 4-х повторностях по 150 мкл.

Ингибирование образования БП ДС. Для опреде-
ления способности ДС ингибировать образование БП 
в планшет с культурой вносили по 50 мкл ДС в тести-
руемых концентрациях, контролем служила стерильная 
вода. Планшеты культивировали во влажной камере в 
термостате в течение 48-ми час. По окончании срока ин-
кубации планктонные клетки удаляли из лунок пипети-
рованием, планшет трёхкратно промывали стерильной 
дистиллированной водой.

Окраска БП и определение ОП. В лунки добавляли 
150 мкл дистиллированной воды и 20 мкл 1% генциан-
виолета и инкубировали в течение 45 мин при комнатной 
температуре. Не связавшийся краситель удаляли путём 
трёхкратной отмывки дистиллированной водой. Затем в 
лунки добавляли по 200 мкл 95% этанола для экстракции 
связавшегося с биомассой красителя и измеряли ОП рас-
твора при длине волны 492 нм. Для контрольных лунок 
все действия аналогичны. Интенсивность окрашивания 
содержимого лунок соответствовала степени плёнкоо-

бразования. Количественным выражением активности 
образования БП служили значения ОП, измеряемые на 
микропланшетном фотометре STAT FAX®4300 (Aware-
ness Technology Inc, USA) [15,16].

Деструкция ДС зрелых БП. Для определения способ-
ности ДС разрушать зрелую БП из планшета с исследуе-
мыми культурами через 48 час инкубации удаляли план-
ктонные клетки, планшет трёхкратно промывали стериль-
ной дистиллированной водой и вносили в каждую лунку 
по 150 мкл стерильной воды и 50 мкл ДС в тестируемых 
концентрациях. В контрольные лунки вносили 150 мкл 
стерильной воды. Планшеты инкубировали 24 час. Даль-
нейший порядок действий аналогичен вышеизложенному.

Контроль биоплёнкообразования. Для определения 
контрольных значений биоплёнкообразования культу-
ра не подвергалась воздействию ДС. После 48-ми час 
инкубирования БП окрашивали по выше изложенной 
методике. Полученные в экспериментах значения ОП 
использовали для расчёта коэффициента биоплёнкоо-
бразования (КБП) и сравнивали между собой. 

Учёт результатов ОП. КБП рассчитывали после 
измерения ОП окрашенных лунок во всех планшетах 
как отношение А492эксп/А492контроль [17,18]. Контролем 
служила ОП стерильного МПБ. Результаты интерпре-
тировали следующим образом: при значениях КБП≤2 
единиц штаммы относили к слабообразующим БП; при 
КБП от 2 до 3,99 – штаммы обладали умеренной спо-
собностью к образованию БП; при КБП от 3,99 и выше 
– высокой способностью к образованию БП.

Влияние ДС СА на процессы ингибирования и де-
струкции БП определяли как отношение ОП БП, подверг-
шихся влиянию ДС, к ОП БП культур, не подвергавшимся 
влиянию ДС (БПинг или дестр/БПбез ДЗ) [19]. Для установления 
исходного уровня, превышение которого можно интерпре-
тировать как способность ДС ингибировать образование 
или разрушать уже сформированную БП использованы 
следующие показатели: <0,5 ДС ингибирует или разруша-
ет БП; от 0,5 до 0,7 – ДС слабо ингибирует или разрушает 
БП; от 0,7 и выше – ДС не ингибирует и не разрушает БП.

Прирост планктонных клеток в лунках планшета 
определяли по формуле: OПкон/OПнач, где OПкон – опти-
ческая плотность суспензии планктонных клеток бак-
терий через 48 ч культивирования, OПнач – исходная 

Т а б л и ц а  1
Исследованные микроорганизмы

Вид Количество штаммов
Klebsiella pneumoniae 13
Stenotrophomonas maltophilia 10
Pseudomonas aeruginosa 9
Serratia marcescens 3
Acinetobacter baumannii 3
Enterobacter cloacae 1
Escherichia coli 1
Bacillus spp. 3

Рис. 1. Среднее значение коэффициента биопленкообразования у разных видов возбудителей ИСМП. 



655

КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2020; 65(10)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-10-652-658

МИКРОБИОЛОГИЯ

плотность. Если показатель равен 1, прирост отсут-
ствует, от 1 до 2 – слабый, больше 2 прирост считается 
значительным [20].

Статистическая обработка данных произведена при 
помощи лицензионных прикладных программ «MS Excel 
for Windows». Вычислялись основные показатели пара-
метрических методов вариационной статистики (средняя 
арифметическая, достоверность полученных результа-
тов), непараметрические критерии оценки достоверности 
(критерий χ2, U-критерия Манна-Уитни). Критический 
уровень значимости (P) принят равным 0,05 [21].

Результаты. Клинические изоляты выделяли со 
слизистой оболочки зева и носа (39,5%), смывов с трахе-
обронхиального дерева и мокроты (30,2%), в 18,6% – из 
крови (табл. 1).

Способностью к биоплёнкообразованию обладали 
все исследуемые штаммы, при этом большая их часть 
(67,4%) формировала умеренно выраженные БП, высо-
кой и слабообразующей способностью образовывать БП 
обладали по 16,3% соответственно.

НГОБ (P. aeruginosa, A. baumannii, S. maltophilia) 
имели более выраженный КБП, чем энтеробактерии и 
бациллы (в среднем КБП НГОБ 3,64±1,29; энтеробакте-
рий 2,71±0,94; бацилл 1,95±0,38) (pис. 1).

При изучении роста микробной популяции без воз-
действия и под воздействием ДС установлено, что 
планктонные клетки возбудителей ИСМП обладают 
значительной скоростью роста, увеличивая за 48 час 
культивирования ОП более чем в два раза по сравнению 
с начальной (табл. 2). Выбранные концентрации ДС эф-

фективно подавляют рост планктонных клеток и толь-
ко 7% культур не чувствительны к концентрации 0,8% 
(р<0,001, см., табл. 2).

Способность ДС СА препятствовать образованию БП 
зависела от концентрации: самыми эффективными яв-
лялись концентрации 0,8 и 3%; соотношение БПинг/БПбез 

ДЗ <0,5 в 67,4 и 72% соответственно. Концентрация ДС 
1,5% меньше ингибировала образование БП – соотноше-
ние БПинг/БПбез ДЗ от 0,7 и выше в 32,6% случаев (табл. 3).

Чувствительность к воздействию ДС культур, на-
ходящихся в зрелых БП, значимо ниже, соотношение 
БПдестр/БПбез ДЗ  <0,5 менее, чем в 50% случаев, при этом 
наименее эффективна концентрация 0,8% (табл. 4).

КБП культур, пребывающих в зрелых БП значимо 
выше, чем у культур, подвергшихся воздействию ДС до 
начала формирования БП, не зависет от концентрации 
(UЭмп=483,5 для 3%; UЭмп=622,5 для 1,5%; UЭмп=322,5 для 
0,8%, p<0,01).

Проанализировано влияние ДС на КБП различных 
видов возбудителей ИСМП. ДС в концентрациях 0,8 и 
3% не разрушает зрелые БП НГОБ, КБП НГОБ в экс-
периментах по определению деструкции выше, чем 
при ингибировании (UЭмп=107,5 и 136 соответственно, 
p<0,01) (рис. 2). 

У энтеробактерий КБП зрелых БП выше при воздей-
ствии концентрации 0,8 и 3,0% (UЭмп=88 и 47, p<0,01), 
для бацилл значимой разницы не обнаружено (рис. 3).

Обсуждение. Способность к образованию БП воз-
будителями ИСМП является основным фактором выжи-
ваемости. Микроорганизмы, находящиеся внутри БП, 

Т а б л и ц а  2
Планктонные клетки культур, рост которых варьировал под действием ДС СА (абс./%)

Концентрация 
ДС СА (%) Отсутствие роста Слабый рост Значительный рост

0* 1 / 2,3 3 / 7,0 39 / 90,7
0,8 32 / 74,4 8 / 18,6 3 / 7,0
1,5 30 / 69,7 13 / 30,3 –
3,0 29 / 67,4 14 / 32,6 –

П р и м е ч а н и е . * – ДС СА подавляет рост планктонных клеток, разница значима между ОП до и после воздействия ДС (р<0,001).

Т а б л и ц а  3
Влияние ДС СА на образование БП (доля чувствительных биоплёнкообразующих культур, %)

Концентрация 
ДС СА, %

Соотношение БПинг/БПбез ДЗ

<0,5 от 0,5 до 0,7 0,7 и выше
0,8 67,4 23,3 9,3
1,5 55,8 11,6 32,6*
3,0 72 14,0 14,0

П р и м е ч а н и е . * – концентрация 1,5% не ингибирует биоплёнкообразование (χ2=4,17 между концентрациями 1,5 и 3%; χ2=7,03 между 
концентрациями 0,8 и 1,5%; p<0,05).

Т а б л и ц а  4
Влияние ДС СА на разрушение зрелой БП (доля чувствительных биоплёнкообразующих культур, %)

Концентрация 
ДС СА (%)

Соотношение БПдестр/БПбез ДЗ

<0,5 от 0,5 до 0,7 0,7 и выше
0,8 30,2 9,3 60,5*
1,5 34,9 20,9 44,2
3,0 41,9 20,9 37,2

П р и м е ч а н и е . * – концентрация 0,8% не разрушает зрелую биопленку (χ2=4,15 между концентрациями 3% и 0,8%; p<0,05).



656

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2020; 65(10)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-10-652-658

MICROBIOLOGY

проявляют повышенную устойчивость к АМП и биоци-
дам и служат в качестве резервуара патогенов в больни-
це, вызывая высокий процент ИСМП [6,8].

Способностью формировать БП обладали все штам-
мы изученных возбудителей ИСМП, более 80% культур 
обладали высокой и умеренно выраженной способно-
стью к биоплёнкообразованию. Наибольший КБП име-
ли НГОБ, что является одной из причин их лидерства 
среди возбудителей ИСМП в РФ [22].

Обязательным атрибутом ДС, используемых в боль-
ничной среде, является их высокая биоцидная эффек-
тивность, конечным результатом воздействия ДС долж-
но являться полное уничтожение микроорганизмов на 
обрабатываемом объекте. Научные исследования по из-
учению эффективности действия препаратов биоцидов 
на бактерии в составе БП немногочисленны и фрагмен-
тарны [23,24], что тормозит разработку вопросов эпиде-
миологического надзора за ИСМП.

Рис. 3. Сравнение КБП при различном влиянии ДС СА на биопленки энтеробактерий. * – КБП от 2 до 4 значимо выше в зрелой 
БП для концентраций 0,8 и 3%; p<0,01).
1 – влияние ДС СА на образование БП (ингибирование); 2 – влияние ДС СА на разрушение БП (деструкция).

Рис. 2. Сравнение КБП при различном влиянии ДС СА на биопленки неферментирующих бактерий. * – КБП от 2 до 4 значимо 
выше в зрелой БП для концентраций 0,8 и 3,0%; p<0,01. 
1 – влияние ДС СА на образование БП (ингибирование); 2 – влияние ДС СА на разрушение БП (деструкция).



657

КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2020; 65(10)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-10-652-658

МИКРОБИОЛОГИЯ

Модифицирован планшетный метод определения 
чувствительности к ДС СА планктонных культур и БП 
микроорганизмов, возбудителей ИСМП. ДС выбранных 
концентраций вносили одновременно с суспензией кле-
ток для проверки эффективности воздействия на форми-
рующиеся БП, после удаления планктонных клеток для 
оценки способности разрушать ДС зрелые БП.

Показано, что ДС СА подавляет рост планктонных 
клеток, но не препятствует образованию БП, которое 
значительно при концентрации 1,5% у более 30% куль-
тур, концентрации 0,8 и 3% не эффективны в 9,3 и 14% 
случаев. Сохранение способности к биоплёнкообразова-
нию под воздействием ДС способствует селекции устой-
чивых микроорганизмов, поддерживая их длительную 
персистенцию во внутрибольничной среде [25].

Представляет интерес вопрос об эффективности ДС 
против патогенов ИСМП, уже сформировавших БП, 
прикреплённые к поверхности. Некоторые биоциды не-
эффективны против биоплёнкообразующих бактерий, 
их суббактерицидные концентрации индуцируют обра-
зование БП, тем самым поддерживая ИСМП [26,27].

Нами показано, что чувствительность к воздействию 
ДС клеток, находящихся в зрелых БП, значимо ниже, 
тестируемые концентрации ДС не разрушают БП у бо-
лее чем 60% культур, КБП выше, чем у культур, под-
вергшихся воздействию ДС до начала формирования 
БП. БП, образованные НГОБ и представителями сем. 
Enterobacteriaceae, более устойчивы к концентрациям 0,8 
и 3%, чем бациллы. Причины этого явления могут быть 
связаны, со структурой и физиологическими особенно-
стями самой БП (наличием внеклеточного полимерного 
матрикса, уменьшением проницаемости со снижением 
метаболизма клеток, ферментативной инактивацией био-
цидов, активацией эффлюксных систем), адаптацией бак-
терий к систематическому воздействию ДС, сопровожда-
ющейся фенотипическими изменениями клеток [24,28].

Заключение. Методические указания МУ 3.5.1.3439-
17 разработаны для микроорганизмов, находящихся в 
планктонном состоянии, без учёта их способности обра-
зовывать БП. Для достижения антимикробного эффекта 
в отношении микробных клеток в составе БП требуются 
более высокие концентрации ДС.

Исследования по действию ДС СА на возбудите-
лей ИСМП свидетельствуют о его активности в отно-
шении планктонных клеток и ингибирующем влиянии 
на образование этими штаммами БП. Это воздействие 
не полностью удаляет сформированные БП. Получен-
ные результаты подтверждают важность тестирования 
эффективности биоцидов не только в соответствии со 
стандартными указаниями, но и в отношении БП, что 
требует самостоятельных методических подходов и раз-
работки унифицированных методов.
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