
Acta Biomedica Scientifica, 2022, Том 7, № 3

75
Инфекционные болезни Infectious diseases

Инфекционные болезни
Infectious diseases

Анализ чувствительности к антибиотикам клинических изолятов 
коагулазонегативных стафилококков

Кононова Л.И. 1,  
Лемкина Л.М. 1,  
Коробов В.П. 1, 2

1  Институт экологии и генетики 
микроорганизмов УрО РАН –  
филиал ФГБУН Пермского федерального 
исследовательского центра УрО РАН 
(614081, г. Пермь, ул. Голева, 13, Россия)
2  ФГАОУ ВО «Пермский национальный 
исследовательский политехнический 
университет» (614990, г. Пермь, 
Комсомольский просп., 29, Россия)

Автор, ответственный за переписку: 
Кононова Людмила Ивановна,  
е-mail: kononova_l@iegm.ru

Статья получена: 16.03.2022
Статья принята: 11.05.2022
Статья опубликована: 05.07.2022

Резюме

Введение. Возрастающая роль коагулазонегативных стафилококков 
в  возникновении стафилококковых инфекций приводит к необходимости 
пристального внимания к ним. Требуется особенный контроль над чувстви-
тельностью бактерий к антибиотикам и распространением метицил-
линрезистентности как признака множественной устойчивости к анти-
бактериальным препаратам. Важным является и выявление факторов 
вирулентности коагулазонегативных стафилококков, определяющих 
их поведение в среде обитания.
Цель исследоваия. Оценить чувствительность штаммов коагулазонега-
тивных стафилококков к клинически значимым антибиотикам даптоми-
цину, ванкомицину, линезолиду и оксациллину и лантибиотику варнерину.
Методы. Определение минимальных подавляющих рост клинических 
штаммов коагулазонегативных стафилококков концентраций антибакте-
риальных соединений стандартными методами серийных разведений и дис-
кодиффузионным методом. Выявление феномена сниженной чувствитель-
ности бактерий к ванкомицину популяционным анализом и градиентом 
концентраций. Липидный анализ методом тонкослойной хроматографии.
Результаты. Показана высокая антибактериальная активность ванко-
мицина, даптомицина и линезолида в отношении клинических штаммов 
коагулазонегативных стафилококков. Выявлен верхний предел минимальных 
подавляющих концентраций ванкомицина в рамках чувствительного фено-
типа и расширение диапазонов минимальных подавляющих концентраций 
даптомицина и варнерина в сторону увеличения оксациллинрезистент-
ных изолятов. Установлен гетерогенный характер чувствительности 
к ванкомицину культур исследованных штаммов и возможность быстрого 
обогащения их субпопуляциями с пониженной чувствительностью к этому 
антибиотику. Селекция резистентности коагулазонегативных стафило-
кокков к ванкомицину сопровождалась усилением синтеза лизилфосфати-
дилглицерина и снижением их чувствительности к катионным пептидным 
соединениям.
Заключение. Обнаруженное преобладание метициллинрезистентного 
фенотипа клинических штаммов коагулазонегативных стафилококков, 
наряду с наличием в липидном спектре универсального фактора устойчи-
вости к катионным антибактериальным соединениям, лизилфосфати-
дилглицерина, влечёт необходимость в новых методологических решениях 
диагностики инфекций, вызванных коагулазонегативными стафилококками.

Ключевые слова: гетерорезистентность, ванкомицин, варнерин, дапто-
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Antibiotic sensitivity analysis of clinical coagulase-negative 
staphylococci

Abstract

Background. The increasing role of coagulase-negative staphylococci in the oc-
currence of staphylococcal infections leads to the need for close attention to them. 
Special control is required over the sensitivity of bacteria to antibiotics and the spread 
of methicillin resistance, as a sign of multiple resistance to antibacterial drugs. It is also 
important to identify the virulence factors of coagulase-negative staphylococci, 
which determine their behavior in the environment.
The aim. To evaluate the sensitivity of strains of coagulase-negative staphylococci 
to clinically significant antibiotics daptomycin, vancomycin, linezolid and oxacillin 
and lantibiotic warnerin.
Methods. Determination of the minimal inhibitory concentrations of antibacterial 
compounds for clinical coagulase-negative staphylococci by standard methods 
of serial dilutions and disc diffusion. Identification of the phenomenon of decreased 
susceptibility of bacteria to vancomycin by population analysis and concentration 
gradient. Lipid analysis by thin layer chromatography.
Results. High antibacterial activity of vancomycin, daptomycin and linezolid 
against clinical strains of coagulase-negative staphylococci was shown. The upper 
limit of the minimum inhibitory concentrations of vancomycin within the sensitive 
phenotype and the expansion of the ranges of the minimum inhibitory concentra-
tions of daptomycin and warnerin towards an increase in oxacillin-resistant isolates 
were revealed. The heterogeneous nature of sensitivity to vancomycin of the cultures 
of the studied strains and the possibility of their rapid enrichment with subpopula-
tions with reduced sensitivity to this antibiotic have been established. The selection 
of resistance of coagulase-negative staphylococci to vancomycin was accompanied 
by an increase in the synthesis of lysylphosphatidylglycerol and a decrease in their 
sensitivity to cationic peptide compounds.
Conclusion. The revealed prevalence of the methicillin-resistant phenotype of clini-
cal strains of coagulase-negative staphylococci, along with the presence in the lipid 
spectrum of the universal factor of resistance to cationic antibacterial compounds, 
lysylphosphatidylglycerol, entails the need for new methodological solutions for di-
agnosing infections caused by coagulase-negative staphylococci.
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Высокая частота выявлений метициллинрезистент-
ных штаммов Staphylococcus aureus (MRSA, methicillin-
resistant Staphylococcus aureus), как в России, так и в дру-
гих странах [1], представляет собой серьёзную угрозу 
их быстрой диссеминации. Несмотря на то, что в послед-
ние годы в стационарах России отмечено значительное 
снижение распространённости устойчивых к метицил-
лину (оксациллину) штаммов S.  aureus, MRSA сохраня-
ют более высокие по сравнению с MSSA (methicillin-
sensitive Staphylococcus aureus) уровни резистентности 
к не β-лактамным антибиотикам [2]. Кроме того, MRSA яв-
ляются своеобразными предшественниками гетероген-
ных по устойчивости к ванкомицину штаммов S. aureus 
[3], что, в свою очередь, может приводить к неблагопри-
ятному исходу лечения этим антибиотиком как MRSA-
инфекций [4], так и инфекций, вызванных коагулазоне-
гативными стафилококками (КНС) [5, 6]. 

Обнаружена определённая связь снижения чув-
ствительности стафилококков к ванкомицину с поте-
рей их чувствительности к катионному антибиотику дап-
томицину [7], что обусловлено многочисленными из-
менениями структуры и функций цитоплазматических 
мембран бактериальных клеток, вызванных, в частно-
сти, мутациями в гене mprF, определяющем величину 
их электрического заряда. Было установлено, что про-
дукт этого гена белок MprF является лизилфосфатидил-
глицеринсинтазой [8].

Метициллинрезистентные коагулазопозитивные 
стафилококки, как обладающие множественной устой-
чивостью, включены в список приоритетных бактери-
альных патогенов [9], однако известно, что частота вы-
явлений метициллинрезистентности среди КНС намного 
превышает таковую среди штаммов S. aureus [10]. Штам-
мы КНС обладают также более высокой устойчивостью 
к антибиотикам, дезинфектантам и антисептикам, и ха-
рактеризуются также высокой способностью к образо-
ванию биоплёнок [11]. Возрастающая роль КНС как воз-
будителей внутрибольничных инфекций требует более 
пристального контроля, поскольку эта группа микроор-
ганизмов недостаточно охвачена соответствующим вни-
манием исследователей. 

В течение нескольких десятилетий проблема форми-
рования резистентности бактерий к антибиотикам при-
обрела глобальные масштабы и достигла критического 
уровня ввиду отсутствия новых эффективных антибак-
териальных соединений. По последним данным Всемир-
ной организации здравоохранения, 43 антибиотических 
препарата, проходящих в настоящее время клинические 
испытания в различных странах, по-видимому, не решат 
в достаточной степени проблемы устойчивости самых 
опасных в мире бактерий к лекарственным средствам 
[9], что указывает на острую необходимость разработ-
ки нетрадиционных антибактериальных соединений. 

Выбор антибактериальных препаратов для тестиро-
вания чувствительности к ним стафилококков ограничен 
антибиотиками, обладающими выраженной активно-
стью в отношении этой группы микроорганизмов. Наи-
более часто для этих целей используются β-лактамные 
антибиотики: бензилпенициллин (для оценки продук-

ции β-лактамаз) и оксациллин (для оценки наличия до-
полнительного пенициллинсвязывающего белка ПСБ2а). 
В качестве альтернативных антибиотиков исследуются 
также макролиды и линкозамиды, фторхинолоны, ван-
комицин, линезолид, даптомицин и хинупристин/даль-
фопристин [12].

Критерии чувствительности КНС к антибиотикам 
выражаются в значениях минимальных ингибиторных 
концентраций (МИК), (мкг/мл), определяемых метода-
ми серийных разведений в агаре или бульоне, а также 
в диаметрах зон подавления роста бактерий (мм) в диф-
фузионных методах. Так, пограничные значения МИК 
оксациллина могут быть выражены как: ≤ 0,25 мкг/мл – 
чувствительные, ≥  0,5  мкг/мл – устойчивые; ванкоми-
цина: ≤ 4 мкг/мл – чувствительные, 8–16 мкг/мл – обла-
дающие средним уровнем устойчивости, ≥ 32 мкг/‌мл – 
устойчивые; даптомицина (для Staphylococcus  spp.): 
≤  1  мкг/мл – чувствительные, ≥  1  мкг/мл – нечувстви-
тельные; линезолида (для Staphylococcus spp.): ≤ 4 мкг/мл 
(≥ 21 мм) – чувствительные, ≥ 8 мкг/мл (≤ 20 мм) – устой-
чивые [12]. Критерии чувствительности к варнерину для 
Staphylococcus spp. составляют: ≤ 0,25 мкг/мл – чувстви-
тельные, > 0,25 мкг/мл – обладающие пониженной чув-
ствительностью [13]. 

Целью работы явилось изучение in vitro антибакте-
риальной активности оксациллина, ванкомицина, дапто-
мицина, линезолида и лантибиотика варнерина в отно-
шении клинических штаммов КНС и выявление корре-
ляции устойчивости этих штаммов с наличием в их кле-
точных мембранах фосфолипида лизилфосфатидилгли-
церина. 

Материалы и методы

В работе изучено 47 из более 2500  клинических 
штаммов КНС, выделенных в 2015–2016 гг. от пациен-
ток родильных домов г.  Перми и идентифицирован-
ных в лаборатории клинической диагностики ЦКБ № 7 
как S. haemolyticus (63 %), S. cohnii (27 %), S. warneri (6 %) 
и другие КНС. Один из изолятов был идентифициро-
ван также методом MALDI-TOF  MS как S. haemolyticus. 
Культивированием бактерий этого штамма по методу, 
представленному в ранней работе [14], на питатель-
ной среде LB (г/л: триптон (ДИА М, Россия) – 10, дрож-
жевой экстракт (ДИА  М, Россия) – 5, KCl (Biotech, Рос-
сия) – 6,4, pH  7,2) с  повышающимися концентрация-
ми ванкомицина был получен производный штамм 
S. haemolyticus 1833, цифры в названии которого отра-
жают номер изолята и концентрацию ванкомицина 
(мкг/‌мл), к которой он адаптирован. Индуцированные 
ванкомицином производные S. haemolyticus 18 штаммы, 
адаптированные к 16 и 27 мкг/‌мл ванкомицина, обозна-
ченные как S. haemolyticus 1816 и S. haemolyticus 1827, ис-
пользовались для изучения динамики спектров поляр-
ных липидов.

Бактерии S. cohnii ВКМ В-3165 и S. aureus ATCC 25923 
использовались как контроли при определении чувстви-
тельности к антибактериальным препаратам.
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Бактерии выращивали на среде LB в колбах с пере-
мешиванием на орбитальном шейкере при 150 об./мин 
и температуре 37 °C. 

МИК антибактериальных препаратов ванкомицина 
(Sigma, США), даптомицина (Novartis Pharma AG, Швейца-
рия), оксациллина (Синтез, Россия), варнерина [15] и хо-
минина [16] определяли методом двукратных серийных 
разведений в 96-луночных полистироловых иммуноло-
гических планшетах (Медполимер, Россия) с использо-
ванием бульона Мюллера – Хинтона (Becton, Dickinson 
and Company, США) [17]. Инокуляты бактерий готовили 
из агаровых культур (18–24 ч) при доведении клеточных 
суспензий до плотности ~0,15 при 600 нм (108 КОЕ/мл) на 
спектрофотометре PD-303 (APEL, Япония), используя кю-
веты с длиной оптического пути 1 см, и добавляли в лун-
ки планшетов до конечной концентрации 105 КОЕ/мл. 
Культивирование проводили при 37 °C в течение 24 ч. 
Минимальные концентрации антибактериальных пре-
паратов, при которых отсутствовал видимый рост бак-
терий, принимали как МИК. Для характеристики чув-
ствительности штаммов к линезолиду использовали ме-
тод диффузии с дисков (НИЦФ, Россия, 30 мкг) с исполь-
зованием агара Мюллера – Хинтона (Becton, Dickinson 
and Company, США) [12]. 

МИК антибактериальных соединений для 50 и 90 % 
исследованных штаммов обозначали как МИК50 и МИК90 
соответственно.

Выявление штаммов КНС, потенциально обладаю-
щих пониженной чувствительностью к ванкомицину, 
проводили, модифицируя метод Wootton [18] посевом 
произвольно выбранного ряда штаммов с различны-
ми уровнями устойчивости к антибактериальным пре-
паратам на градиент концентрации ванкомицина (от 0 
до 6 мкг/мл) в геле. Градиент концентраций ванкомицина 
в агаризованной питательной среде BHI (Oxoid, Англия) 
готовили путём внесения в чашку Петри 20 мл расплав-
ленной среды с 6 мкг/мл ванкомицина. Чашку устанав-
ливали под углом 10° до застывания питательной среды. 
Затем чашку ставили горизонтально и заполняли 20 мл 
расплавленного и охлаждённого до 45 °С BHI-агара. По-
сле затвердевания среды чашку выдерживали при ком-
натной температуре в течение 2  ч, после чего произ-
водили посев бактерий с помощью стерильных зонд-
тампонов из стандартных суспензий, приготовленных из 
жидких ночных культур. Учёт результатов проводили че-
рез 48 ч инкубации при 37 °C, сравнивая рост бактерий 
вдоль градиента. Бактерии S. cohnii ВКМ В-3165 исполь-
зовали в качестве отрицательного контроля. 

Гетерогенный характер устойчивости бактерий раз-
ных штаммов КНС к ванкомицину подтверждали с помо-
щью популяционного анализа [19]. Инокуляты бактерий 
готовили как для градиента ванкомицина и высевали 
стандартные клеточные суспензии и их десятикратные 
серийные разведения на чашки с BHI-агаром, содержа-
щим ванкомицин в различных концентрациях (0, 1, 2, 4, 
6, 8 и 16 мкг/мл). Образовавшееся количество колоний 
было подсчитано через 48 ч инкубации при 37 °C. Для по-
строения графика зависимости log10 КОЕ/мл от концен-
трации ванкомицина и определения площади под кри-

вой (AUC) использовали программу GraphPad Prism 6.0 
(GraphPad Software Inc., США). Минимальную концентра-
цию ванкомицина, ингибирующую появление 99,9 % бак-
териальных колоний, принимали как МИК [20]. 

In vitro селекцию бактериальных субпопуляций кли-
нического штамма S. saprophyticus 30, обладающих сни-
женной чувствительностью к ванкомицину, осуществля-
ли путём отбора колоний, выросших на чашках с 6 мкг/‌мл 
ванкомицина через 48 ч инкубации в методе популяци-
онного анализа. Эти колонии, обозначенные как субпо-
пуляция 306, были отобраны с чашек, ресуспендирова-
ны в среде LB и использованы в качестве инокулятов для 
получения ночных LB-культур с добавлением 1 мкг/мл 
ванкомицина и без ванкомицина и проведения после-
дующего популяционного анализа. В результате были 
получены колонии на чашках с 8 мкг/мл ванкомицина 
и обозначены как субпопуляция  308. Далее эти коло-
нии снова были использованы в качестве инокулятов 
для получения ночных LB-культур (с 2 мкг/мл ванкоми-
цина и без ванкомицина) и постановки нового анализа 
чувствительности популяции к ванкомицину.

Экстракцию липидов из бактерий проводили по ме-
тоду Bligh и Dyer [21]. Для тонкослойной хроматографии 
использовали пластины Sorbfil (сорбент – силикагель, 
толщина слоя – 110 мкм) (Сорбполимер, Россия). Разде-
ление смеси липидов проводили в системе раствори-
телей «хлороформ – метанол – вода» (65 : 25 : 4 по объ-
ёму). После разделения липидов пластины окрашивали 
раствором 3%-го ацетата меди в 8%-й серной кислоте 
[22] для определения общего состава липидов, 0,25 % 
нингидрином в ацетоне – липидов, содержащих сво-
бодные аминогруппы, реактивом Цинцаде – фосфоли-
пидов, α-нафтолом – гликолипидов [23]. 

Статистический и графический анализ полученных 
данных проводили с помощью программного обеспе-
чения GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., США). 
Данные представляли в виде M ± SD трёх независимых 
экспериментов. Для величин МИК значения указаны 
в пределах точности ± 1 log2 разведения. 

Результаты

Анализ чувствительности клинических штаммов КНС 
к антибиотикам (табл. 1) показал, что все они обладали 
чувствительностью к гликопептидному антибиотику ван-
комицину с МИК от ≤ 0,5 до 4 мкг/мл, причём для 50 % 
изолятов МИК ванкомицина составляла 2 мкг/‌мл. Другие 
клинически значимые препараты для лечения стафило-
кокковых инфекций – липопептидный антибиотик дапто-
мицин (~90 % чувствительных) и линезолид (~81 % чув-
ствительных) – также обладали высокой антибактериаль-
ной активностью в отношении исследованных штаммов 
КНС. Наименьшая активность действия была установле-
на для оксациллина (~30 % чувствительных) и лантиби-
отика варнерина (~6 % чувствительных).

Важно отметить двукратное возрастание МИК50 
и МИК90 ванкомицина для оксациллинустойчивых штам-
мов по сравнению с чувствительными к этому антибио-
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тику бактериями (табл.  2), для оксациллинустойчивых 
также выявлено восьмикратное увеличение МИК90 вар-
нерина. 

Установлено перекрёстное увеличение МИК окса-
циллина и варнерина для КНС при возрастании МИК 
ванкомицина. Так, в таблице 3 представлены три группы 
штаммов: с МИК ванкомицина ≤ 1 мкг/мл (n = 12; 25,5 %), 
среди которых ~67 % штаммов чувствительны к оксацил-
лину и 16,7 % – к варнерину; с МИК ванкомицина 2 мкг/‌мл 
(n = 27; 57,4 %) – 22 и 3,7 % штаммов чувствительны к ок-
сациллину и варнерину, соответственно; стафилококки, 
для которых МИК ванкомицина составляет 4 мкг/мл (n = 8; 
17 %), резистентны к оксациллину и варнерину. 

При исследовании мембранных липидов клиниче-
ских стафилококков выявлено наличие в них лизилфос-

фатидилглицерина (лизил-ФГ+) у 93,6 % (n = 44) штам-
мов, для которых характерно кроме устойчивости к вар-
нерину (8 и 64 мкг/мл, МИК50 и МИК90 варнерина соответ-
ственно) и снижение чувствительности ко всем иссле-
дуемым антибиотикам в сравнении со стафилококками, 
не содержащими в липидном составе этого фосфолипи-
да (лизил-ФГ–) (табл. 4). Сравнительный анализ липид-
ного состава мембран исследованных штаммов стафи-
лококков представлен на рисунке 1, из которого вид-
но, что общими главными липидными компонентами 
мембран являются фосфатидилглицерин, кардиоли-
пин и гликолипиды, при этом присутствие в их липид-
ном составе принципиального фосфолипида лизил-ФГ 
придаёт им устойчивость к варнерину, характерную для 
бактерий S. aureus. 

Т а бли   ц а   1
Чувствительность использованных в работе 
коагулазонегативных стафилококков (n = 47) 
к антибиотикам

Table       1
Sensitivity of the coagulase-negative 
staphylococci used in the work (n = 47) 
to antibiotics

Антибиотик Диапазон значений МИК  
(мкг/мл) % чувствительных

МИК (мкг/мл)

50 % 90 %

Ванкомицин 0,5–4 100 2 4

Оксациллин ≤ 0,25 – ≥ 512 29,8 32 ≥ 512

Даптомицин ≤ 0,25–4 88 0,5 1

Варнерин ≤ 0,25 – ≥ 512 6,4 8 64

Линезолид* ≤ 4 – ≥ 8 80,9 ≤ 4 ≥ 8

Примечание. * – здесь и далее: интерпретация результатов дискодиффузионного теста.

Т а бли   ц а   2 
Активность антибиотиков в отношении 
оксациллинчувствительных (n = 14) 
и оксациллинустойчивых (n = 33) 
коагулазонегативных стафилококков

Table       2
Activity of antibiotics against oxacillin-sensitive 
(n = 14) and oxacillin-resistant (n = 33)  
coagulase-negative staphylococci

Антибиотик Диапазон значений МИК  
(мкг/мл) % чувствительных

МИК (мкг/мл)

50 % 90 %

Чувствительные к оксациллину (n = 14)

Ванкомицин 0,5–2 100 1 2

Даптомицин ≤ 0,25–2 85,7 0,5 1

Варнерин ≤ 0,25–128 14,3 8 32

Линезолид ≤ 4 – ≥ 8 78,5 ≤ 4 ≥ 8

Устойчивые к оксациллину (n = 33)

Ванкомицин 0,5–4 100 2 4

Даптомицин ≤ 0,25–4 87,9 0,5 1

Варнерин ≤ 0,25 – ≥ 512 3 8 256

Линезолид ≤ 4 – ≥ 8 84,8 ≤ 4 ≥ 8
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Т а бли   ц а   3 
Чувствительность к антибиотикам 
коагулазонегативных стафилококков (n = 47)  
с различной чувствительностью к ванкомицину

Table       3 
Antibiotic susceptibility of coagulase-negative 
staphylococci (n = 47) with varying susceptibility 
to vancomycin

Антибиотик Диапазон значений МИК  
(мкг/мл) % чувствительных

МИК (мкг/мл)

50 % 90 %

Штаммы с МИК ванкомицина ≤ 1 мкг/мл (n = 12)

Оксациллин ≤ 0,25–64 66,7 ≤ 0,25 64

Даптомицин ≤ 0,25–1 100 ≤ 0,25 1

Варнерин ≤ 0,25–128 16,7 8 32

Линезолид ≤ 4 – ≥ 8 75 ≤ 4 ≥ 8

Штаммы с МИК ванкомицина 2 мкг/мл (n = 27)

Оксациллин ≤ 0,25 – ≥ 512 22,2 256 ≥ 512

Даптомицин ≤ 0,25–4 81,4 0,5 2

Варнерин ≤ 0,25–128 3,7 8 64

Линезолид ≤ 4 – ≥ 8 77,8 ≤ 4 ≥ 8

Штаммы с МИК ванкомицина 4 мкг/мл (n = 8)

Оксациллин 8 – ≥ 512 0 ≥ 512 ≥ 512

Даптомицин ≤ 0,25–2 87,5 0,5 2

Варнерин 2 – ≥ 512 0 8 ≥ 512

Линезолид ≤ 4 100 ≤ 4 ≤ 4

	                   а 			        б 			             в 			               г
РИС. 1.  
Тонкослойная хроматография полярных липидов стафи-
лококков S. cohnii ВКМ В-3165 (1), S. aureus ATCC 25923 (2), 
S. haemolyticus 18 (3), S. saprophyticus 19 (4); окрашивание 
на общие липиды (а), фосфолипиды (б), гликолипиды (в), ли-
пиды, содержащие первичную аминогруппу (г); гликолипид (I), 
кардиолипин (II), гликолипид (III), фосфатидилглицерин (IV), 
лизилфосфатидилглицерин (V), гликолипид (VI)

FIG. 1.  
Thin-layer chromatography of polar lipids of S. cohnii VKM B-3165 
(1), S. aureus ATCC 25923 (2), S. haemolyticus 18 (3), S. saprophyti-
cus 19 (4); staining for total lipids (а), phospholipids (б), glycolipids 
(в), lipids containing a primary amino group (г); glycolipid (I), cardi-
olipin (II), glycolipid (III), phosphatidylglycerol (IV), lysylphosphati-
dylglycerol (V), glycolipid (VI)
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Исследование чувствительности к антибиотикам при 
формировании устойчивости к ванкомицину клиническо-
го изолята S. haemolyticus 18 показало (табл. 5), что оба 
штамма, исходный и производный, устойчивый ванкоми-
цину (S. haemolyticus 1833), обладают одинаковой чувстви-
тельностью к фузидину, линкомицину, хлорамфениколу, 
линезолиду, тетрациклину и рифампицину и характеризу-
ются перекрёстной устойчивостью к группе β-лактамных 
антибиотиков, аминогликозидам, макролидам и хиноло-
нам. Они также обладают резистентностью к лантиби-
отикам варнерину и хоминину. Изучение динамики ли-
пидного состава клинического штамма S. haemolyticus 18 
при формировании его устойчивости к ванкомицину вы-
явило постепенное увеличение площадей и интенсивно-
сти окрашивания пятен лизил-ФГ на пластинах ТСХ, сви-
детельствующее о возрастании его содержания в составе 
мембран по сравнению с базовым уровнем, характерным 
для родительского штамма (рис. 2). Это, вероятно, опре-
деляет более чем двукратное повышение МИК лантибио-
тиков варнерина и хоминина и антибиотика даптомицина 
для производного штамма S. haemolyticus 1833. Интересно 
отметить появление гликолипидов в липидных спектрах 
производных штаммов, что может также способствовать 
приобретению ими новых свойств, не типичных для ро-
дительского штамма S. haemolyticus 18.

Гетерогенная природа чувствительности к ванкомици-
ну была выявлена у трёх из пяти произвольно выбранных 
клинических КНС, МИК антибиотиков которых представ-

Т а бли   ц а   4 
Чувствительность к антибиотикам 
коагулазонегативных стафилококков 
(n = 47) в зависимости от наличия 
лизилфосфатидилглицерина (лизил-ФГ)

Table       4 
Antibiotic sensitivity of coagulase-negative 
staphylococci (n = 47) depending on the presence 
of lysylphosphatidylglycerol (lysyl-PG)

Антибиотик Диапазон значений МИК  
(мкг/мл) % чувствительных

МИК (мкг/мл)

50 % 90 %

Штаммы, лизил-ФГ– (n = 3)

Оксациллин ≤ 0,25–4 66,7 ≤ 0,25 4

Даптомицин ≤ 0,25–1 100 0,5 1

Ванкомицин ≤ 0,25–1 100 0,5 1

Варнерин ≤ 0,25 100 ≤ 0,25 ≤ 0,25

Линезолид ≤ 4 100 ≤ 4 ≤ 4

Штаммы, лизил-ФГ+ (n = 44)

Оксациллин ≤ 0,25 – ≥ 512 25 64 ≥ 512

Даптомицин ≤ 0,25 – 4 88,6 0,5 2

Ванкомицин 0,5–4 100 2 4

Варнерин 1 – ≥ 512 0 8 64

Линезолид ≤ 4 – ≥ 8 75,9 ≤ 4 ≥ 8

РИС. 2.  
Визуализация увеличения концентрации лизилфосфати-
дилглицерина при формировании устойчивости к ванкоми-
цину бактерий S. haemolyticus 18 (1), S. haemolyticus 1816 (2), 
S. haemolyticus 1827 (3)
FIG. 2.  
Visualization of increasing concentration of lysylphosphatidylglyc-
erol during the development of resistance to vancomycin in bac-
teria S. haemolyticus 18 (1), S. haemolyticus 1816 (2), S. haemolyti-
cus 1827 (3)
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Т а бли   ц а   5
Минимальные ингибиторные концентрации 
антибиотиков и лантибиотиков для бактерий 
S. haemolyticus 18, чувствительных и устойчивых 
к ванкомицину

Table       5
Minimum inhibitory concentrations of antibiotics 
and lantibiotics for S. haemolyticus 18 bacteria 
sensitive and resistant to vancomycin

Антибиотик
МИК (мкг/мл)

S. haemolyticus 18 S. haemolyticus 1833

Гликопептиды

Ванкомицин 2 16

Β-лактамы

Бензилпенициллин
Цефалексин
Оксациллин

≥ 0,25
≥ 32

≥ 512

≥ 0,25
≥ 32

≥ 512

Фузидин ≤ 0,25 ≤ 0,25

Аминогликозиды

Гентамицин ≥ 16 ≥ 16

Макролиды

Эритромицин ≥ 8 ≥ 8

Линкозамиды

Линкомицин ≤ 2 ≤ 2

Фениколы

Хлорамфеникол 6,25 6,25

Оксазолидиноны

Линезолид ≤ 4 ≤ 4

Хинолоны

Ципрофлоксацин ≥ 4 ≥ 4

Тетрациклин ≤ 4 ≤ 4

Рифампицин 0,0005 0,0005

Даптомицин 0,5 1,5

Варнерин ≥ 256 ≥ 512

Хоминин ≥ 80 ≥ 300

Т а бли   ц а   6
Антибиотикочувствительность штаммов 
коагулазонегативных стафилококков, 
исследованных методом популяционного 
анализа

Table       6
Antibiotic sensitivity of coagulase-negative 
staphylococci studied by population analysis

Штамм
МИК (мкг/мл)

Оксациллин Даптомицин Варнерин Ванкомицин*

S. cohnii ВКМ В-3165 ≤ 0,25 ≤ 0,25 ≤ 0,25 1 (1,5)

S. haemolyticus 18 ≥ 512 ≤ 0,5 ≥ 256 2 (2)

S. saprophyticus 19 ≥ 512 ≤ 0,5 ≥ 8 2 (3)

S. saprophyticus 30 ≥ 512 ≤ 0,25 ≥ 1 2 (4)

S. saprophyticus 34 ≤ 0,25 ≤ 2 ≥ 8 2 (3)

S. saprophyticus 42 ≤ 0,25 ≤ 1 ≤ 0,25 2 (3,5)
Примечание. * – МИК ванкомицина, установленная методом двукратных разведений (в скобках – МИК ванкомицина, установленная популяционным анализом)
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лены в таблице 6. На диаграммах популяционного анализа 
видно, что в культурах S. saprophyticus 30, S. saprophyticus 34 
и S.  saprophyticus 42 присутствуют бактерии с частотой 
< 10–7, способные к росту на среде с 6 мкг/‌мл ванкомици-
на (рис. 3в, г, д). Бактерии этих же штаммов были способ-
ны к росту вдоль градиента концентраций ванкомици-
на за пределами роста чувствительных бактерий S. cohnii 
ВКМ В-3165. При расчёте площади гистограмм (AUC), пря-
мо пропорционально отражающей степень гетерогенно-

сти популяций, показано, что для стафилококков, способ-
ных к росту в широком диапазоне концентраций ванко-
мицина, значение AUC существенно превышает AUC чув-
ствительных бактерий S. cohnii ВКМ В-3165.

Обогащение культуры S. saprophyticus 30 субпопуля-
циями клеток с пониженной чувствительностью к ван-
комицину происходило довольно быстро, популяцион-
ный анализ селективно полученных культур представлен 
на рис. 4. Для бактерий субпопуляции S. saprophyticus 306 

                    
			       а 							             б

                    
			       в 							             г

                    
			       д 							             е
РИС. 3.  
Популяционный анализ чувствительности к ванкомицину 
коагулазонегативных стафилококков S. cohnii ВКМ В-3165 (а), 
S. saprophyticus 19 (б), S. saprophyticus 30 (в), S. saprophyticus 34 
(г), S. saprophyticus 42 (д), S. haemolyticus 18 (е); значения AUC 
нанесены на графики

FIG. 3.  
Population analysis of sensitivity to vancomycin of coagulase-neg-
ative staphylococci S. cohnii VKM B-3165 (а), S. saprophyticus 19 
(б), S. saprophyticus 30 (в), S. saprophyticus 34 (г), S. saprophyti-
cus 42 (д), S. haemolyticus 18 (е); AUC values plotted on graphs
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а

                    

			       б 							             в

                    

			       г 							             д
РИС. 4.  
Селекция резистентных к ванкомицину бактерий 
S. saprophyticus 30: популяционный анализ исходной культуры 
(а), субпопуляции S. saprophyticus 306 без предынкубации с ван-
комицином (б), субпопуляции S. saprophyticus 306 с предвари-
тельным культивированием в присутствии 1 мкг/мл ван-
комицина (в), субпопуляции S. saprophyticus 308 без предынку-
бации с ванкомицином (г), субпопуляции S. saprophyticus 308 
с предварительным культивированием в присутствии 
2 мкг/мл ванкомицина (д); моменты отбора колоний обозна-
чены стрелками; значения AUC нанесены на графики

FIG. 4.  
Selection of vancomycin-resistant bacteria S. saprophyti-
cus 30: population analysis of the initial culture (а), subpopula-
tion of S. saprophyticus 306 without preincubation with vanco-
mycin (б), subpopulation of S. saprophyticus 306 with precultiva-
tion in the presence of 1 μg/ml vancomycin (в), subpopulations 
of S. saprophyticus 308 without preincubation with vancomycin (г), 
subpopulations of S. saprophyticus 308 with preculture in the pres-
ence of 2 μg/ml vancomycin (д); the moments of selection of colo-
nies are indicated by arrows; AUC values plotted on graphs
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МИК ванкомицина составляла 5 мкг/мл, а частота обна-
ружения бактерий, способных к росту, на среде с кон-
центрацией ванкомицина 6 мкг/мл возрастала до 10–5 
(рис. 4б, в). Кроме того, инкубация S.  saprophyticus 306 
в  присутствии ванкомицина приводила к появлению 
бактерий, способных расти на среде с концентрацией 
ванкомицина 8 мкг/мл (рис. 4б). Для бактерий субпопу-
ляции S. saprophyticus 308 МИК ванкомицина составля-
ла уже 7 мкг/мл, а частота появления клеток, способных 
к образованию колоний, в присутствии 8 мкг/мл ванко-
мицина возрастала до 10–3 (рис. 4г, д). Таким образом, 
значения МИК ванкомицина для субпопуляций бакте-
рий со сниженной чувствительностью к этому глико-
пептиду, установленные методом двукратных разведе-
ний, оказались существенно ниже значений МИК, полу-
ченных популяционным анализом (табл. 7). 

Обсуждение

Результатами наших исследований антибиотикоре-
зистентности клинических КНС, выделенных от пациен-
ток ряда стационаров г. Перми, показана прямая зави-
симость чувствительности стафилококков к лантибиоти-
кам и гликопептиду ванкомицину от уровня их чувстви-
тельности к оксациллину. 

Подобное явление не является редким для клини-
ческих КНС. Так, стафилококки, выделенные от пациен-
тов кардиохирургического стационара, обладали устой-
чивостью к оксациллину (≥ 70 % изолятов). Вместе с тем 
данные изоляты обладали перекрёстной устойчиво-
стью к антибиотикам из других групп: аминогликози-
дам, макролидам и фторхинолонам, но были чувстви-
тельны к ванкомицину, линезолиду, даптомицину и ти-
гециклину. Однако среди этих штаммов присутствовал 
изолят S. warneri с МИК ванкомицина ≥ 32 мкг/мл, устой-
чивый ко всем исследованным антибиотикам, кроме ти-
гециклина [24].

Стафилококки с пониженной чувствительностью 
к гликопептидным антибиотикам, как правило, обладают 

устойчивостью к нескольким антибактериальным пре-
паратам [25]. Метициллинрезистентные стафилококки 
обладают пониженной чувствительностью к гликопеп-
тидным антибиотикам [26, 27]. В связи с этим, перед ис-
следователями перманентно стоит задача по разработ-
ке стратегий подавления стафилококковых инфекций. 
Для этого проводится разработка новых антибиотиче-
ских препаратов [28–30] и поиск комбинаций антибио-
тиков, действующих бактерицидно на клетки полирези-
стентных микроорганизмов [31]. 

Одним из перспективных направлений решения 
проблемы антибиотикорезистентности является стра-
тегия воздействия на ключевые факторы вирулентно-
сти бактерий. Одним из таких факторов является белок 
MprF (multiple peptide resistance factor) [32]. Это инте-
гральный белок, осуществляющий две функции в клет-
ках S. aureus: синтез лизил-ФГ посредством переноса по-
ложительно заряженной аминокислоты лизина с т-РНК 
на ФГ внутренней стороны клеточной мембраны, а так-
же перенос зрелого лизил-ФГ на её внешнюю сторону. 
Благодаря этому процессу происходит «разбавление» 
общего отрицательного заряда бактериальной клетки, 
способствующего снижению сродства бактериальной 
поверхности к амфипатическим катионным антибакте-
риальным соединениям. Подобные MprF белки, обна-
руженные в широком ряду грамположительных и гра-
мотрицательных бактерий, также участвуют в синтезе 
аминоацилированных производных фосфатидилгли-
церина, что обеспечивает им устойчивость в стрессо-
вых условиях [33]. 

В нашем исследовании также показано абсолют-
ное преобладание среди изученных клинических ста-
филококков бактерий, имеющих лизил-ФГ в клеточных 
мембранах. Для этих штаммов КНС установлено оче-
видное увеличение диапазонов МИК в сторону повы-
шения для  всех использованных в работе антибакте-
риальных препаратов по сравнению с МИК антибио-
тиков для  штаммов, не обладающих этим фосфолипи-
дом. Более того, нами было выявлено увеличение уров-
ня лизил-ФГ в клетках штамма S. haemolyticus 18 при его 

Т а бли   ц а   7 
Селекция in vitro субпопуляций 
S. saprophyticus 30, обладающих пониженной 
чувствительностью к ванкомицину

Table       7 
In vitro selection of subpopulations 
of S. saprophyticus 30 with reduced sensitivity 
to vancomycin

Бактерии

МИК ванкомицина (мкг/мл)

AUCМетод двукратных разведений Популяционный 
анализ, 48 ч24 ч 48 ч

S. saprophyticus 30 2 2 4 33,78

306 без предынкубации с ванкомицином 2,5 2,5 5 43,97

306 предынкубация с ванкомицином, 1 мкг/мл 2,5 2,5 5,5 54,59

308 без предынкубации с ванкомицином 2,5 5 7 70,04

308 предынкубация с ванкомицином, 2 мкг/мл 2,5 5 7,5 73,41
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адаптации к  росту на средах с повышающимися кон-
центрациями ванкомицина. Это в очередной раз дока-
зывает роль лизил-ФГ в формировании особых свойств 
поверхности бактерий, способствующих снижению об-
щего отрицательного заряда. Вследствие этого возни-
кает устойчивость бактерий к катионным антибактери-
альным соединениям, как это показано для золотистых 
стафилококков [34]. 

Выявление клинических штаммов стафилокок-
ков со  сниженной чувствительностью к ванкомици-
ну представляет определённую трудность в связи 
с тем, что обычные методы определения чувствитель-
ности к этому антибиотику (диффузионный, разведений 
в агаре или бульоне) не способны обнаружить малочис-
ленные субпопуляции резистентных к нему клеток [35, 
36]. Однако использование инокулятов с большей кон-
центрацией клеток, богатых питательных сред и более 
длительного времени культивирования для тестирова-
ния чувствительности к ванкомицину приводит к выяв-
лению в бактериальных популяциях гетерорезистент-
ности по данному признаку. Надёжными для выявле-
ния S. aureus (но не КНС) со сниженной чувствительно-
стью к ванкомицину методами, являются скрининг на BHI 
агаре с 4 [4] и 6 мкг/мл ванкомицина [17], а также гради-
ент его концентраций в геле, E-тест [37] и популяцион-
ный анализ. Для повышения степени воспроизводимо-
сти результатов популяционного анализа предложены 
некоторые его вариации, заключающиеся в использова-
нии автоматических устройств для инокулирования и по-
следующего подсчёта колоний [18]. Модификацией дис-
кодиффузионного метода для обнаружения гетероген-
ного фенотипа чувствительности стафилококков к ван-
комицину является снижение количества ванкомицина 
в диске, что способствует увеличению чувствительно-
сти и специфичности метода по сравнению с использо-
ванием стандартных дисков [38]. Также целесообразно 
определение способности стафилококков к продукции 
δ-гемолизинов, поскольку они являются маркерной ха-
рактеристикой стафилококков, обладающих снижен-
ной чувствительностью к ванкомицину [39]. Интерпре-
тация результатов всех перечисленных методов долж-
на производиться на основании характеристик штам-
мов S. aureus Mu 3 и Mu 50, которые являются образца-
ми гетерогенного (h-VRSA) и интермедиатного фенотипа 
(VISA) соответственно [4].

Ввиду отсутствия разработанных критериев для 
определения гетерогенной природы устойчивости бак-
терий КНС к ванкомицину, метод популяционного ана-
лиза, несмотря на его трудоёмкость, является наиболее 
демонстративным. Выявленные в настоящей работе ре-
зистентные к ванкомицину субпопуляции нескольких 
штаммов КНС позволяют предположить, что гетероре-
зистентность к ванкомицину среди стафилококков яв-
ляется распространённым феноменом. Однако данное 
заключение требует проведения аналогичного популя-
ционного анализа на более обширных выборках кли-
нических изолятов КНС и разработки алгоритма детек-
ции гетерогенных по чувствительности к ванкомицину 
штаммов КНС.
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