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ФАКТОРЫ ПЕРСИСТЕНЦИИ СТАФИЛОКОККОВ, 
ИЗОЛИРОВАННЫХ ОТ БАКТЕРИОНОСИТЕЛЕЙ 

 
Обследовано 92 практически здоровых человека, со слизистых носа и зева которых выделили 113 
штаммов стафилококков, из них S. aureus – 27, коагулазоотрицательных стафилококков (КОС) – 
86. Оценили устойчивость к лизоциму и биопленкообразующую способность выделенных культур, 
а также взаимосвязь изученных факторов. Культуры S. aureus отличались более выраженной ус-
тойчивостью к действию лизоцима по сравнению с КОС. Около половины всех тестируемых куль-
тур характеризовались высокой степенью выраженности биопленкообразования (БПО). Штаммы 
со слабой БПО активностью преимущественно встречались среди КОС. У штаммов с высокой сте-
пенью резистентности к лизоциму, как правило, регистрировали низкую степень выраженности 
БПО. Установлено, что в присутствии лизоцима биопленки в сравнении с контролем были менее 
выражены, все изученные штаммы характеризуются устойчивостью к лизоциму и способностью 
образовывать; выявлена обратная корреляционная связь между изученными факторами персистен-
ции, а также показано значение лизоцима как фактора, снижающего БПО стафилококков. 
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FACTORS PERSISTENCE OF STAPHYLOCOCCI  ISOLATED 
FROM BACTERIОCARRIERS 

 
92 healthy subjects were examined on staphylococcal bacteriocarrier. 113 strains of staphylococci, 
including S. aureus - 27, coagulase-negative staphylococci (CNS) - 86 were isolated from the mucous of 
the nose and throat. Resistance to lysozyme and biofilm formation ability isolates of staphylococcus, and 
the relationship of the studied factors were estimated. Cultures S. aureus differed more pronounced 
resistance to the action of lysozyme compared with CNS (the differences are statistically significant). 
About half of all tested cultures were characterized by a high degree of expression of biofilm formation. 
At the same strains with weak activity biofilm formation mainly occurred among CNS. An analysis of the 
interdependence of degree of resistance to lysozyme and the intensity of biofilm formation showed that all 
studied strains of staphylococci, the degree of manifestation of resistance to the action of lysozyme and the 
intensity of the biofilm formation are inversely related (r = -0,35). In other words, in strains with a high 
degree of resistance to lysozyme usually recorded low degree of biofilm formation. It is found that in the 
presence of lysozyme biofilms formed by different staphylococcal species, are less pronounced in 
comparison with the control. The studies found that all studied strains of staphylococci are characterized 
by resistance to lysozyme and the ability to form a biofilm of varying severity. Also found an inverse 
correlation between the studied factors of persistence. We also show the value of lysozyme, as a factor in 
reducing biofilm formation of staphylococcus. 

Key words: Staphylococcus; bacteriocarrier; stability to lysozyme; biofilm formation. 
 

Стафилококки способны выживать при различ-
ных неблагоприятных воздействиях окружающей 
среды, а также противостоять факторам резистентно-
сти макроорганизма. В значительной степени эти 
свойства связаны с наличием у них ряда факторов 

персистенции. К их числу относят устойчивость к 
действию лизоцима и биопленкообразование, кото-
рые являются способом существования бактерий и 
одним из ведущих механизмов сохранения их жизне-
способности в неблагоприятных условиях [Ильина, 
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Романова, Гинцбург, 2004; Гостев, Сидоренко, 2010; 
Аrcher et al., 2011]. 

Штаммы S. aureus обладают генами, кодирую-
щими О-ацетилтрансферазу пептидогликана – фер-
мента, обеспечивающего модификацию пептидогли-
кана клеточной стенки, в результате чего формирует-
ся устойчивость к действию лизоцима [Бухарин, 
2014]. Штаммы коагулазоотрицательных стафило-
кокков (КОС) способны продуцировать различные 
вещества, обладающие антилизоцимными свойства-
ми. Однако степень выраженности устойчивости к 
лизоциму у различных изолятов остается вариабель-
ным признаком.  

По данным различных авторов, до 60% всех бак-
териальных инфекций человека связаны с образова-
нием биопленок [Гостев, Сидоренко, 2010]. Под био-
пленками принято понимать живое, постоянно обнов-
ляющееся сообщество одного или нескольких видов 
бактерий, которые закрепились на биогенном или 
абиогенном субстрате и окружены полимерным мате-
риалом (матриксом), предохраняющим их от вред-
ных воздействий окружающей среды [Чеботарь, 
2012; Поспелова, Горовиц, Лемкина, 2014]. Форми-
рование биопленок в очаге воспаления ведет к хрони-
зации инфекционного процесса и сопровождается не-
удовлетворительными результатами антибиотикоте-
рапии [Gotz, 2002; Kaplan, 2010]. 

На процесс биопленкообразования могут оказы-
вать влияние многочисленные факторы иммунной 
системы, в том числе лизоцим. В соответствии с дан-
ными литературы существуют различные точки зре-
ния в отношении его влияния как одного из факторов 
гуморального врожденного иммунитета на биоплен-
кообразование стафилококков [Аrcher et al., 2011]. По 
данным [Чеботарь, 2012], лизоцим усиливает как ад-
гезию S. aureus – первый этап биопленкообразования, 
так и второй – индуцирует их агрегацию. Напротив, 
[Yuan, Wan, Liang, 2011] считают, что лизоцим угне-
тает адгезию стафилококков, тем самым снижая уро-
вень биопленкообразования. 

Цель исследования – оценить устойчивость к ли-
зоциму и биопленкообразующую способность выде-
ленных от практически здоровых людей культур ста-
филококков, а также взаимосвязь изученных факто-
ров персистенции. 

Материалы и методы 
На стафилококковое бактерионосительство обсле-

довано 92 практически здоровых человека. Материал 
забирали стерильными ватными тампонами со слизи-
стых носа и зева. Посев исследуемого материала про-
водили параллельно на желточно-солевой и кровяной 
агары. Способность стафилококков коагулировать 
плазму изучали традиционным методом с использо-
ванием цитратной кроличьей плазмы. 

Биопленкообразующую способность стафилокок-
ков исследовали в 96-луночных полистироловых 

планшетах для иммуноферментного анализа (Медпо-
лимер, Россия). В 6 лунок каждого ряда планшета 
вносили по 100 мкл инокулума определенного штам-
ма стафилококков, содержащего 107 КОЕ/мл, после 
чего планшеты инкубировали в течение 24 ч в термо-
стате (37°С). Через сутки планктонную культуру из 
всех лунок удаляли, биопленки дважды промывали 
10 мМ фосфатным буфером (рН 7.2), затем окраши-
вали 0.1%-ным раствором генцианвиолета, с после-
дующей спиртовой экстракцией связавшегося краси-
теля для оценки общей биомассы образовавшихся 
пленок. Детекцию окрашенных экстрактов биопленок 
осуществляли на ридере BenchmarkPlus (BioRad, 
США) при длине волны 570 нм. Степень выраженно-
сти биопленкообразования стафилококков определя-
ли в соответствии с критериями, разработанными 
[Stepanovic et al., 2007]. 

Для изучения влияния лизоцима на биопленкооб-
разование изолированных штаммов стафилококков в 
4 лунки 96-луночного полистиролового планшета для 
иммуноферментного анализа вносили по 100 мкл 
бульона LB с лизоцимом в концентрации 10.0 мкг/мл, 
затем добавляли по 25 мкл исследуемой культуры 
стафилококков (107 КОЕ/мл). Контроль – 100 мкл 
бульона LB без лизоцима и 25 мкл этой же культуры 
стафилококков (2 лунки). Планшеты инкубировали в 
течение 24 ч при температуре 37°С. Через сутки лун-
ки планшета дважды промывали 10 мМ фосфатным 
буфером (рН 7.2), окрашивали 0.1%-ным раствором 
генцианвиолета с последующей спиртовой экстракци-
ей связавшегося красителя для оценки общей биомас-
сы образовавшихся пленок. Далее измеряли оптиче-
скую плотность на ридере при длине волны 600 нм и 
рассчитывали средние значения оптической плотно-
сти в опытных и контрольных лунках. Оценку влия-
ния лизоцима на биопленкообразование штаммов 
стафилококков выполняли по разнице цифровых зна-
чений оптической плотности в опыте и контроле. Ус-
тойчивость изолятов к лизоциму изучали оригиналь-
ным методом (патент № 2567642). В 4 лунки 96-
луночного полистиролового планшета для иммуно-
ферментного анализа (Медполимер, Россия) вносили 
по 100 мкл бульона LB с лизоцимом в концентрации 
12.5 мкг/мл, затем добавляли по 25 мкл исследуемой 
культуры стафилококков (107 КОЕ/мл), культивируе-
мой в условиях постоянного встряхивания. В 2 кон-
трольные лунки добавляли 100 мкл бульона LB без 
лизоцима и 25 мкл культуры. Планшеты инкубирова-
ли при температуре 37°С. Через 2 и 4 ч инкубации 
измеряли оптическую плотность смесей (опыт и кон-
троль) на ридере BenchmarkPlus (BioRad, США) при 
длине волны 600 нм. Далее рассчитывали коэффи-
циент устойчивости к лизоциму по формуле 

VК×VЛ×CЛ× (МО4 - МО2) К= МК4 - МК2 
 ×100, 
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где К – коэффициент устойчивости стафилококков 
к лизоциму; VК – объем бульонной культуры ис-
следуемого штамма; VЛ – объем раствора лизоци-
ма исходной концентрации; CЛ – концентрация ли-
зоцима; МО4, МО2 – среднее значение оптической 
плотности опытных лунок с бульонной культурой 
исследуемого штамма с лизоцимом через 4 и 2 ч 
инкубации; МК4, МК2 – среднее значение оптиче-
ской плотности контрольных лунок с бульонной 
культурой исследуемого штамма без лизоцима че-
рез 4 и 2 ч инкубации. 

Значение К<0.49 определяли как низкую сте-
пень выраженности признака, К в пределах 0.5–
2.49 – как среднюю степень, а К>2.5 – как высо-
кую степень выраженности. 

Результаты и их обсуждение 
Всего со слизистых носа и зева практически 

здоровых людей выделено 113 штаммов стафило-
кокков, из них S. aureus – 27, КОС – 86. 

Все культуры стафилококков обладали устой-
чивостью к лизоциму той или иной степени выра-
женности, данные представлены в табл. 1. 

Таблица 1 
Результаты изучения степени выраженности 

устойчивости к лизоциму S. aureus и КОС 
Количество штаммов (абс/%) 

с различной степенью 
устойчивости к лизоциму 

Виды  
стафило- 
кокков низкая средняя высокая 

S. aureus  
(п=27) 

1/  
3.7±0.7 

6/ 
22.2±4.3 

20/ 
74.1±14.3 

КОС  
(п=86) 

43/  
50.0±5.4 

28/ 
32.6±3.7 

15/ 
17.4±1.9 

р 0.0001 0.32 0.0001 
Примечание. р – статистическая значимость разли-

чий степени выраженности устойчивости к лизоциму 
между штаммами S. aureus и КОС (расчет для абсолют-
ных показателей). 

Из представленных в таблице данных следует, 
что изоляты S. aureus и КОС отличались между 
собой по степени выраженности данного признака 
(различия статистически значимы). Так, штаммы 
S. aureus чаще обладали высокой степенью рези-
стентности к лизоциму. Напротив, у культур КОС 
чаще регистрировали низкую степень выраженно-
сти этого признака. Что касается средней степени, 
то она в большей мере была характерна для изоля-
тов КОС, но статистически значимых различий не 
выявлено. Таким образом, культуры S. aureus от-
личались более выраженной устойчивостью к дей-
ствию лизоцима. 

В последующем проведено изучение биоплен-
кообразования (БПО) изолятов. Результаты пред-
ставлены в табл. 2. 

Из представленных в табл. 2 данных следует, 
что практически половина тестируемых культур 
характеризовались высокой степенью выраженно-
сти БПО. При этом штаммы КОС чаще обладали 
слабой степенью выраженности БПО в сравнении 
с культурами S. aureus (различия статистически 
значимые). Для средней и сильной степени таких 
закономерностей не выявлено. 

Таблица 2 
Результаты изучения степени выраженности 

биопленкообразования S. aureus и КОС 
Количество штаммов (абс/%) 

с различной степенью  
выраженности БПО  

Виды 
стафило- 
кокков слабая средняя сильная 

S. aureus 
(п=27) 

1/ 
5.9±1.4 

12/ 
44.4±11.4 

14/ 
54.9±20.0 

КОС 
(п=86) 

20 
23.4±2.9 

26/ 
30.2±3.7 

40/ 
46.5±5.7 

р 0.0001 0.12 0.43 
Примечание. р – статистическая значимость разли-

чий степени выраженности биопленкообразования меж-
ду штаммами S. aureus и КОС (расчет для абсолютных 
показателей). 

Проведен анализ взаимозависимости изучен-
ных факторов персистенции стафилококков – сте-
пени выраженности устойчивости к лизоциму и 
интенсивности биопленкообразования. Для всех 
изученных штаммов стафилококков, независимо 
от способности коагулировать плазму, степень 
проявления устойчивости к действию лизоцима и 
интенсивность БПО находятся в обратной зависи-
мости (r= –0.35). Иными словами, у штаммов с 
высокой степенью резистентности к лизоциму, как 
правило, регистрировали низкую степень выра-
женности биопленкообразования. Учитывая одно-
направленность этих факторов, можно полагать, 
что они «компенсируют» друг друга.  

В серии специальных экспериментов изучено 
влияние лизоцима на биопленкообразование изо-
лированных штаммов стафилококков. Установле-
но, что в присутствии лизоцима биопленки, обра-
зованные различными видами стафилококков, бы-
ли менее выражены, в сравнении с контролем. Так, 
среднее значение оптической плотности толщины 
биопленки в лунках с лизоцимом составило 
0.486±0.046, в контроле – 0.792±0.074 (р=0.00007). 
Данный факт показал значение лизоцима, как фак-
тора, снижающего БПО, при воздействии непо-
средственно на стафилококки. 

Заключение 
В результате проведенных исследований уста-

новлено, что все изученные штаммы стафилокок-
ков характеризуются устойчивостью к лизоциму и 
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способностью образовывать биопленки различной 
степени выраженности. Кроме того, выявлена об-
ратная корреляционная связь между изученными 
факторами персистенции. Показано также значе-
ние лизоцима как фактора, снижающего биоплен-
кообразование стафилококков. 

Выражаем глубокую признательность Лемки-
ной Ларисе Марковне, старшему научному сотруд-
нику лаборатории биохимии развития микроорга-
низмов Института экологии и генетики микроорга-
низмов УрО РАН, за проведение исследований. 
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