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Исследована чувствительность к дезинфектантам и способность к формированию биопленки коагулазонега­
тивных стафилококков, циркулирующих в детском стационаре г. Нижнего Новгорода. Показано, что наиболее 
часто резистентность к дезинфектантам и высокая степень биопленкообразования наблюдалась у культур 
S. haemolyticus. Проведено сравнение тестирования чувствительности к дезинфицирующему препарату 
«Авансепт» планктонных клеток коагулазонегативных стафилококков и этих же штаммов в форме биоплен­
ки. Установлено, что у штаммов, выращенных в форме биопленки, существенно возрастает резистентность 
к «Авансепту» по сравнению с планктонными культурами. 
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Стафилококковые инфекции до сих пор 
остаются актуальной проблемой российского 
здравоохранения [2, 17]. Ведущую роль в эти-
ологии этих заболеваний, несомненно, играет 
Staphylococcus aureus [3, 8, 19]. Однако коагула-
зонегативные стафилококки (КНС), которые 
колонизируют различные локусы организма 
человека, являясь нормальными симбионтами, 
при определенных условиях могут выступать 
в роли оппортунистических патогенов [4, 20].

В последние десятилетия было показано, 
что как в природной среде, так и в организме 
человека более 90 % бактерий находятся в виде 
биопленок, которые являются сложноорга-
низованными сообществами и способствуют 
выживанию бактерий [5, 6]. Поскольку бак-
териальные патогены способны образовывать 
биопленки на биотических и абиотических 
поверхностях, они приобретают большое кли-
ническое значение [11, 16]. Установлено, что 
бактерии в форме биопленки отличаются более 
высоким уровнем вирулентности по сравнению 
с планктонными патогенами [12], в связи с 
чем подавляющее количество инфекционных 
заболеваний (до 80 %) рассматривают как 
обусловленные наличием биопленок [14]. 
Показано, что бактериальные сообщества в 
форме биопленок значительно более устой-
чивы к дезинфектантам и антибиотикам, чем 
планктонные клетки, что можно объяснить 

недостаточной проницаемостью наружных 
структур биопленки для молекул антимикроб-
ных препаратов [7]. Изучение устойчивости 
бактериальных патогенов к дезинфектантам и 
антисептикам является одним из важнейших 
направлений эпидемиологического надзора 
за инфекциями в медицинских учреждениях 
Российской Федерации [10]. Показано, что 
именно госпитальные штаммы способны 
развивать устойчивость к дезинфектантам с 
различными действующими агентами [13]. 
Наличие таких свойств у штаммов бактерий, 
циркулирующих в стационарах, снижает эф-
фективность профилактических и терапевти-
ческих мероприятий, что может способство-
вать возникновению инфекций, связанных 
с оказанием медицинской помощи. В связи 
с этим необходим регулярный мониторинг 
чувствительности к дезинфектантам штаммов, 
длительно циркулирующих в стационарах. 
При этом дезинфектанты и антисептики 
необходимо использовать в оптимальных 
концентрациях, чтобы избежать селекции 
устойчивых форм патогенов [18]. 

Цель исследования – оценить чувстви-
тельность к дезинфектантам штаммов КНС, 
выделенных в одном из детских стационаров 
Нижнего Новгорода.

Материалы и методы. В работе исследо-
ваны штаммы КНС, выделенные из верхних 
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дыхательных путей, ушей, глаз, пупочных 
ранок новорождённых при поступлении в 
стационар и в ходе лечения, с интубационных 
трубок, из крови, спинномозговой жидкости и 
промывных вод желудка пациентов отделения 
реанимации и интенсивной терапии; а также 
штаммы из внешней среды, выделенные из 
внешней среды (руки медперсонала, смывы 
с манипуляционных столиков). 

Штаммы идентифицировали с помощью 
времяпролетной MALDI-TOF масс-спек-
трометрии с использованием программного 
обеспечения MALDI Biotyper 3.0 на масс-спек-
трометре Autoflex speed (Bruker Daltonics, 
Германия). 

Чувствительность к дезинфектантам трех 
типов: «Авансепт» (основное действующее 
вещество полигексаметиленгуанидин ги-
дрохлорид), «Жавилар Эффект» (дигидрат 
натриевой соли дихлоризоциануровой кис-
лоты), «Сепотосан-Т» (комплекс из двух 
четвертичных аммониевых соединений) опре-
деляли по методу [9]. При полном отсутствии 
роста на твердой питательной среде штаммы 
рассматривали как чувствительные, при росте 
колоний в количестве от 1 до 299 КОЕ/мл – 
как неполностью чувствительные, при росте 
в количестве 300 КОЕ/мл и более – как 
устойчивые. 

У 36 культур провели исследование чув-
ствительности к дезинфектанту «Авансепт» 
двумя методами [7]: методом микрокапли и 
методом аппликаторов. 

В случае с методом микрокапли исследо-
вали действие дезинфектанта на бактерии в 
планктонной форме. Для этого на поверхность 
питательного агара, содержащего серийные 
разведения препарата «Авансепт», наносили 
10 мкл клеточных суспензий исследуемых 
штаммов в концентрации 107 КОЕ/мл. Чашки 
Петри с агаром инкубировали при 37 °С в 
течение 24–48 ч. Минимальную концен-
трацию дезинфектанта, при которой рост 
стафилококков не наблюдался через 24 ч. 
инкубации, детектировали как минимальную 
подавляющую концентрацию (МПК), а за 
минимальную бактерицидную концентра-
цию (МБК) дезинфектанта принимали такие 
значения, при которых рост стафилококков 
отсутствовал через 48 ч. 

Во случае с методом аппликаторов оце-
нивали степень ингибирования размножения 
культур стафилококков в форме биопленки. 
На поверхность бактериального газона, вы-
росшего в течение 72 ч. при температуре 
37 °С, накладывали стерильные целлюлозные 
аппликаторы (7 × 7 мм) на 3 мин. Затем ап-
пликатор с отпечатком культуры переносили 
на поверхность ГРМ-агара, содержащего 
серийные разведения «Авансепта». Рост 
культуры на аппликаторе и вокруг него оце-
нивали через 72 ч. инкубации. Минимальную 
концентрацию дезинфектанта, при которой 
отсутствовал рост стафилококков, принимали 
за МБК. 

Тестирование культур на способность 
образовывать биопленки проводили по ме-

тоду G.F.O᾽Toole в нашей модификации по 
адгезии клеток к поливинилхлоридному пла-
стику в лунках планшета. Сформированные 
биопленки окрашивали кристаллвиолетом, 
трижды отмывали водой, экстрагировали 
95%-м этанолом и измеряли интенсивность 
окрашивания в единицах оптической плот-
ности (ОП) при длине волны 540 нм [1]. 
Степень пленкообразования оценивали по 
коэффициенту k, который рассчитывали как 
отношение разности суммарной оптической 
плотности ОП540 опытных образцов и кон-
трольных к суммарной ОП540, выросших в 
лунках планшета клеток до окрашивания. 

Определение антибиотикорезистентности 
проводили диско-диффузионным методом, 
чувствительность к бактериофагам производ-
ства ФГУП «НПО «Микроген» Минздрава 
России (секстафаг, г. Пермь, пиобактериофаг 
поливалентный, г. Уфа, стафилококковый 
интести-бактериофаг и пиобактериофаг ком-
плексный, г. Нижний Новгород) определяли 
по методу «стерильного» пятна.

Статистическую обработку результатов 
проводили с помощью программы Microsoft 
Excel. 

Результаты исследования. Определение 
чувствительности к дезинфектантам проводили 
у 119 штаммов КНС, относящихся к четырем 
видам: S. epidermidis (61) и S. haemolyticus (39), 
S. hominis (14), S. warneri (5). 

К дезинфицирующему средству «Авансепт» 
(композиция ЧАС + гуанидин) были чувстви-
тельны 90,2 ± 3,9 % штаммов S. epidermidis, 
87,2 ± 5,4 % – S. haemolyticus, 92,9 ± 7,1 % 
– S. hominis и 4 из 5 штаммов S. warneri. 
Неполную чувствительность показали 8,2 ± 
± 3,5 % штаммов S. epidermidis, 12,8 ± 5,4 % – 
S. haemolyticus и по одному штамму S. hominis 
и S. warneri. Устойчивым был только один 
штамм S. epidermidis. 

К хлорсодержащему дезинфектанту «Жа
вилар Эффект» чувствительность проявили 
95,1 ± 2,8 % штаммов S. epidermidis, 92,3 ± 4,3 % 
– S. haemolyticus, 3 из 5 штаммов S. warneri и все 
исследованные культуры S. hominis. Неполностью 
чувствительными были 4,9 ± 2,8 % штаммов 
S. epidermidis, 7,7 ± 4,3 % – S. haemolyticus 
и 2 штамма S. warneri. Устойчивых культур 
выявлено не было.

К комплексу четвертичных аммониевых 
соединений «Сепотосан-Т» были чувстви-
тельны 77,0 ± 5,4 % штаммов S. epidermidis, 
48,7 ± 8,1 % – S. haemolyticus, 85,7 ± 9,7 % 
– S. hominis и все исследованные штаммы 
S. warneri. Неполную чувствительность про-
явили 21,3 ± 5,3 % штамма S. epidermidis, 
51,3 ± 8,1 % – S. haemolyticus, 14,3 ± 9,7 % 
– S. hominis. Устойчивость к «Сепотосану-Т» 
была выявлена у одного штамма S. epidermidis, 
который был также устойчив к «Авансепту».

Из тестированных штаммов микроор-
ганизмов чувствительными ко всем трем 
дезинфектантам были 70,5 ± 5,9 % культур 
S. epidermidis, 43,6 ± 8,0 % – S. haemolyticus, 
78,6 ± 11,4 % – S. hominis и 3 из 5 штаммов 
S. warneri. 
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Следовательно, среди испытанных штаммов 
КНС минимальные показатели чувствитель-
ности к дезинфектантам показали штаммы 
S. haemolyticus.

В целом неполностью чувствительны-
ми хотя бы к одному дезинфицирующему 
средству были 37,8 ± 4,5 % штаммов коа-
гулазотрицательных стафилококков, из них 
к «Авансепту» – 10,1 ± 2,8 %, к «Жавилар 
Эффекту» – 6,7 ± 2,3 %, к «Сепотосану-Т» 
– 29,4 ± 4,2 %. 

Таким образом, тестированные штаммы 
КНС проявили наиболее высокую чувстви-
тельность к препаратам «Жавилар Эффект» 
и «Авансепт».

Следует отметить, что культуры КНС, 
устойчивые к действию дезинфектантов, также 
проявляли полирезистентность к антибиотикам 
и бактериофагам. Так, штамм S. epidermidis, 
выделенный с кожи пациента, обладал устой-
чивостью к оксациллину, цефалоспоринам 
III поколения и всем бактериофагам, а также 
был неполностью чувствителен к препара-
там «Авансепт» и «Сепотосан-Т». Штамм 
S. epidermidis, выделенный из глаза пациента, 
отличался резистентностью к антибиотикам 
пенициллинового ряда, цефалоспоринам III 
и IV поколения (цефепиму), карбапенемам, 
интести-бактериофагу, поливалентному и 
комплексному пиобактериофагам, устой-
чивостью к препаратам «Сепотосан-Т» и 
«Авансепт» и неполной чувствительностью к 
дезсредству «Жавилар Эффект». Выделенный 
с интубационной трубки штамм S. haemolyticus 
проявлял устойчивость к действию пени-
циллинов, макролидов, карбапенемов, це-
фалоспоринов III и IV поколения и был 
неполностью чувствителен к препаратам 
«Авансепт» и «Сепотосан-Т». Выделенный из 
смыва с рук медсестры штамм S. haemolyticus 
характеризовался устойчивостью к действию 
пенициллинов, макролидов, аминогликозидов, 

цефалоспоринов III поколения, а также всех 
бактериофагов и проявил неполную чувстви-
тельность к дезсредствам «Сепотосан-Т» и 
«Авансепт».

С помощью определения МПК и МБК 
методом микрокапли и МБК аппликативным 
методом сравнили чувствительности к дезин-
фектанту «Авансепт» планктонных культур и 
бактериальных биопленок 36 штаммов КНС, 
относящихся к четырем видам: S. epidermidis 
(18) и S. haemolyticus (13), S. auricularis (3), 
S. warneri (2). 

В инструкции по применению дезинфи-
цирующего средства «Авансепт» предлагается 
рабочая концентрация препарата для дезин-
фекции поверхностей по бактериям – 0,2 %. 
Исследуемые штаммы КНС в виде микрокапли 
при такой концентрации дезинфектанта не 
росли на ГРМ-агаре. Серийные разведения 
препарата «Авансепт» показали, что МПК 
и МБК для планктонных клеток всех изу-
ченных штаммов КНС составили 0,025 %, 
причем для двух штаммов S. epidermidis и трех 
штаммов S. haemolyticus эти значения были 
даже ниже – 0,006 % (табл. 1). МПК семи 
штаммов S. epidermidis, 2 – S. haemolyticus и 
2 – S. auricularis составила 0,012 %, однако 
через 48 ч инкубации по одной культуре этих 
трех видов КНС преодолели ингибирующее 
действие препарата и для них МБК составила 
0,025 %. Для остальных исследованных штаммов 
КНС (9 – S. epidermidis, 8 – S. haemolyticus, 
1 – S. auricularis и 2 – S. warneri) МПК и 
МБК совпали на значениях 0,025 %. 

Исследование чувствительности к «Аван
септу» аппликативным методом показало, что в 
форме биопленки культуры КНС значительно 
более устойчивы к действию дезинфектанта 
(табл. 2). Все изучаемые штаммы росли на 
ГРМ-агаре при рабочей концентрации препа-
рата 0,2 % и даже при более высоких концен-
трациях. Лишь при 16-кратном превышении 

Таблица 1. Чувствительность коагулазонегативных стафилококков к дезинфектанту «Авансепт», 
определенная методом микрокапли

Table 1. The sensitivity of coagulase-negative staphylococci to the disinfectant «Avansept» determined  
by the microdrop method

Вид Число  
штаммов

Число выросших штаммов при концентрации «Авансепта», %
0,0015 0,003 0,006 0,012 0,025 0,05 0,1 0,2

через 24 ч:
S. epidermidis 18 18 18 16 9 0 0 0 0

через 48 ч:
S. epidermidis 18 18 18 16 10 0 0 0 0

через 24 ч:
S. haemolyticus 13 13 13 10 8 0 0 0 0

через 48 ч:
S. haemolyticus 13 13 13 10 9 0 0 0 0

через 24 ч:
S. auricularis 3 3 3 3 1 0 0 0 0

через 48 ч:
S. auricularis 3 3 3 3 2 0 0 0 0

через 24 ч:
S. warneri 2 2 2 2 2 0 0 0 0

через 24 ч:
S. warneri 2 2 2 2 2 0 0 0 0
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рабочей концентрации «Авансепта» рост 
стафилококков на ГРМ-агаре отсутствовал. 
Таким образом, значения МБК для иссле-
дованных культур КНС в форме биопленки 
составили 3,2 %. Увеличение резистентности 
к «Авансепту» у стафилококков, иммобилизо-
ванных на аппликаторе, может быть связано 
с проявлением факторов, характерных для 
биопленок, а именно с защитной функцией 
полисахаридного матрикса, изменениями в 
экспрессии генов и, как следствие, метабо-
лической активности клеток, что приводит 
к существенному повышению выживаемости 
бактерий [15].

У 119 культур КНС исследовали способ-
ность к биопленкообразованию (табл. 3). 
Большинство тестированных культур (91,6 %) 
обладало способностью к биопленкообразо-
ванию. При значениях k > 5 эту способность 
считали высокой, при k от 2 до 5 – умерен-
ной, а при k < 2 культуры расценивались 
как непленкообразующие. Способность к 
пленкообразованию выявлена у всех иссле-
дованных штаммов: S. haemolyticus, S. warneri, 
S. hominis, S. auricularis и у 83,4 % S. epidermidis. 
Степень образования биопленки у культур 
S. haemolyticus была выше, чем у S. epidermidis. 
Так, высокой способностью к формирова-
нию биопленки отличались 76,9 % штаммов 
S. haemolyticus и 8,0 % пленкообразующих 
штаммов S. epidermidis. Большинство остальных 
штаммов показало умеренную способность 
к биопленкообразованию.

Таким образом, культуры S. haemolyticus 
из исследованных КНС проявляли высокую 
способность к биопленкообразованию, что 
соответствовало их более низкой чувстви-
тельности к дезинфицирующим средствам.

Выводы
1. Циркулирующие в детском стационаре 

коагулазонегативные стафилококки проя-

Таблица 2. Чувствительность коагулазонегативных стафилококков к дезинфектанту «Авансепт», 
определенная методом аппликаторов

Table 2. The sensitivity of coagulase-negative staphylococci to the disinfectant «Avansept» determined by the 
applicators’ method

Вид Число 
штаммов

Число выросших штаммов при концентрации «Авансепта», %
0,0025 0,05 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6 3,2

через 72 ч:
S. epidermidis 18 18 18 18 18 18 18 18 0
S. haemolyticus 13 13 13 13 13 13 13 13 0
S. auricularis 3 3 3 3 3 3 3 3 0
S. warneri 2 2 2 2 2 2 2 2 0

Таблица 3. Способность коагулазонегативных стафилококков к пленкообразованию
Table 3. Ability of coagulase-negative staphylococci to biofilm formation

Вид Число  
штаммов

Число штаммов со значениями k
< 2 2–5 ˃ 5

S. epidermidis 60 10 46 4
S. haemolyticus 39 – 9 30
S. hominis 12 – 9 3
S. warneri 5 – 3 2
S. auricularis 3 2 1

вили наиболее высокую чувствительность к 
хлорсодержащему дезинфектанту «Жавилар 
Эффект» и композиции четвертичных аммо-
ниевых соединений с гуанидином «Авансепт». 

2. Устойчивые к действию дезинфектантов 
культуры КНС также отличались полирези-
стентностью к антибиотикам и бактериофагам.

3. Среди тестированных культур КНС 
наиболее часто проявляли резистентность к 
дезинфектантам штаммы S. haemolyticus.

4. Исследованные штаммы КНС в подавля-
ющем большинстве обладали способностью к 
формированию биопленки, наиболее высокую 
степень пленкообразования обнаружили у 
культуры S. haemolyticus. 

5. Показано, что у штаммов КНС, выра-
щенных в форме биопленки, существенно 
возрастает резистентность к дезинфициру-
ющему препарату «Авансепт» по сравнению 
с планктонными культурами.
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