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Персистеры (П) – это выживающие, но не размножающиеся в присутствии летальных доз антибио-
тиков (АБ) клетки малочисленной (0.001–1.0%) субпопуляции, образующейся в микробной культу-
ре в результате фенотипического перехода, индуцированного стрессорными воздействиями или
стохастически. Развиваясь в свежей среде, П восстанавливают структуру родительской популяции,
что рассматривается как причина: а) рецидивирующих инфекций; б) неэффективности антибиоти-
котерапии; в) возникновения антибиотикорезистентности, чему посвящено множество оригиналь-
ных статей и обзоров. У бактерий-контаминантов кожи человека образование и свойства П не изу-
чены, что определило цель настоящей работы. В популяциях стационарных культур бактерий Staph-
ylococcus capitis Р205-1 (UNIQEM, Россия), чувствительного к полимиксину, сульфацилу Na, ко-
тримоксазолу и Staphylococcus epidermidis 14990 АТСС, резистентного к этим антибиотикам, опреде-
ляли частоту встречаемости (количество) П двумя способами: 1) традиционным – при внесении ле-
тальных доз АБ, и 2) с применением лизирующего раствора (ЛР), что обусловливало гибель орди-
нарных вегетативных клеток и селектировало устойчивые к АБ и ЛР клетки-персистеры (соответ-
ственно, ПАБ и ПЛР). Впервые показано, что для определения численности П у штаммов с
множественной АБ-резистентностью применим способ использования лизирующего раствора (на
примере штамма S. epidermidis). Обнаружено, что в отличие от большинства коллекционных бакте-
рий, у стафилококков – обитателей кожи человека, доля П в стационарных культурах весьма высока
и составляет у S. epidermidis ПЛР ∼10%, у S. capitis – ПАБ ∼10%. Выявлена гетерогенность стандарт-
но полученных ПАБ по их устойчивости к лизирующему раствору: у S. capitis доля ПЛР составила
около 1% от численности ПАБ; при этом ПЛР были устойчивы к действию АБ. Обнаруженные раз-
личия в численности ПЛР у исследуемых штаммов (10% у S. epidermidis и менее 1.0% у S. capitis) кор-
релируют с их АБ-резистентностью. Показано, что при длительной инкубации (4 мес.) в стандарт-
ных условиях цикл развития стафилококков завершался образованием покоящихся форм (ПФ),
численность которых составляла для обоих штаммов около 0.1% от численности жизнеспособных
клеток в стационарных культурах. ПФ стафилококков обладали всеми необходимыми характери-
стиками покоящихся клеток: образованием в цикле развития культур; сохранением жизнеспособ-
ности в неростовых условиях; отсутствием экспериментально определяемого метаболизма (отсут-
ствие дыхания); специфической ультраструктурной организацией; высокой терморезистентностью
(в 200–600 раз больше, чем вегетативных клеток при действии температуры – 90°С, 15 мин). Обна-
руженная корреляция между численностью ПЛР в культурах стафилококков и долей высокотермо-
устойчивых ПФ подтверждает ранее высказанную авторами статьи гипотезу о персистерах как
предшественниках ПФ.
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Значение совокупности бактерий, ассоцииро-
ванных с телом человека и формирующих его мик-

робиом, в поддержании здоровья, или, напротив,
как причины хронических инфекций, общеизвест-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ
СТАТЬИ
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но, и исследование его состава и функциональной
активности является одной из актуальных задач
микробиологии и бактериологии (The Human Mi-
crobiome Project Consortium, 2012; Sherwood et al.,
2013). Важной составляющей частью микробиома
человека является кожная микрофлора (Grice
et al., 2009). Микроорганизмы, входящие в состав
микробиоты кожи человека, играют важную роль
в функционировании организма человека, его со-
циальных реакциях, работе иммунной и ряда дру-
гих систем. Однако основное внимание в иссле-
дованиях последних лет было сосредоточено в ос-
новном на микробиоме кишечника, микробиом
кожи менее изучен. При этом, будучи подвержен-
ными воздействию стрессоров различной приро-
ды, включая антибиотики (АБ) и антисептики,
бактериальные обитатели кожи (как оппортуни-
стические патогены, так и комменсалы), могут
быть источником возникновения и распростра-
нения антибиотикорезистентных (АБР) клонов
бактерий, что является основной проблемой ме-
дицинской микробиологии настоящего времени
(Post-conference report, 2015).

Антибиотикорезистентность, обусловленная
наличием в клетках генетических детерминант
устойчивости к действию АБ, позволяет клеткам
размножаться в их присутствии и распространяется
путем горизонтального переноса этих детерминант.
Согласно современной концепции важным путем
возникновения и распространения АБР является
образование в микробной популяции малочислен-
ной (0.01–1%) субпопуляции клеток-персистеров
(П), обладающих множественной лекарственной
толерантностью, т.е. выживающих, но не размно-
жающихся в присутствии антибиотиков (Bigger,
1944; Levin-Reisman et al., 2017; Lewis, Shan, 2017).
Персистеры образуются вне зависимости от присут-
ствия антибиотика или другого стрессора как эво-
люционно выработанная конститутивная форма
выживания популяции (Van den Berg et al., 2017).
Различают два типа П: образующиеся в результа-
те фенотипического перехода в растущей культу-
ре (П II), численностью до 0.01%, и образующие-
ся в стационарной культуре (П I), численностью
до 1% (Lewis, 2010; Balaban et al., 2004, 2019). Гене-
тические и физиологические механизмы форми-
рования П детально исследованы (Maisonneuve,
Gerdes, 2014; Gollan et al., 2019). Основным детер-
минирующим свойством П обоих типов является
их фенотипически обусловленная способность вы-
живать в присутствии летальных доз антибиотиков
(АБ) и ревертировать к пролиферации в свежей сре-
де с образованием популяции, подобной родитель-
ской, из преимущественно чувствительных к АБ
клеток и малочисленной (∼1%) субпопуляции П
(Balaban et al., 2019; Gollan et al., 2019). Спонтанно
образующиеся генетические мутации устойчивости
к АБ, возникшие в П, передаются при их реверсии к
росту клеткам новой популяции, в количестве тем

большем, чем больше П, что и определило “возник-
новение П как дорогу к АБР” (Lewin-Reisman,
2017). Поэтому клинически значимые бактерии
со множественной АБР являются потенциальны-
ми кандидатами в высоперсистерные штаммы.

Другим важным свойством П, к сожалению,
малоизученным и отмеченным в нескольких ра-
ботах (Lewis, 2010; Biel et al., 2014), является их
устойчивость к автолизу. Это свойство П было
оригинально использовано для разработки “но-
вого протокола” их обнаружения и селекции под
действием лизирующего раствора (“Sigma”, Mini-
prep kit) (Canas-Duarte et al., 2014).

Отметим, что кардинальным конститутивным
свойством любой изогенной популяции является
ее гетерогенность (Leygeber et al., 2019; Popp,
Mascher, 2019), которая сохраняется и на уровне
субпопуляций, например, при образовании ба-
циллярных эндоспор и их прорастании (Popp,
Mascher, 2019). Гетерогенность П была отмечена в
отношении степени их толерантности к действию
различных АБ, а также скорости потери ими ко-
лониеобразующей способности при хранении в
среде с антибиотиком как селектирующим аген-
том (Демкина и соавт., 2015; van der Berg et al.,
2017; Balaban et al., 2019). Снижение КОЕ в попу-
ляции бактерий после внесения АБ описывается
двухфазной кривой отмирания: быстрого отмира-
ния ординарных клеток на первом этапе, а затем
медленного – клеток П, что формирует так назы-
ваемое плато П (Kaldalu et al., 2016). Мы полагаем,
что потеря персистерами колониеобразующей спо-
собности при их дальнейшем хранении в той же сре-
де с АБ происходит вследствие их перехода в жизне-
способные, но не культивируемые клетки, что было
показано для Mycobacterium thuberculosis (Salina et al.,
2019). При хранении бактериальных культур в стан-
дартных условиях (без воздействия селектирующих
агентов) клетки субпопуляции персистеров будут
переходить из пролиферативно покоящегося состо-
яния, т.е. ареста деления при сохранении опреде-
ленной низкой метаболической активности, в мета-
болически покоящееся анабиотическое состояние,
свойственное покоящимся формам (ПФ). Гипотеза,
рассматривающая П как предшественников покоя-
щихся форм (ПФ), предназначенных для выжива-
ния популяций неспорообразующих бактерий, то
есть сохранения вида в неростовых условиях, была
предложена нами ранее при исследований П бак-
терий Escherichia coli К12 и Pseudomonas aeruginosa
РАО-1 (Лойко и соавт., 2015; Мулюкин и соавт.,
2015).

Хотя образованию и свойствам П посвящена
огромная литература, основная масса исследований
выполнена на коллекционных штаммах E. coli К12,
P. aeruginosa РАО-1 и Staphilococcus aureus 209-Р.
Бактерии, контаминирующие кожу человека, в
этом отношении не изучены.
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В связи с вышеизложенным, целью работы
было исследовать феноменологию образования
персистеров у представителей кожной микробиоты
человека Staphilococcus capitis Р205-1 и S. epidermidis
14990, определить сравнительную толерантность П
к антибиотикам различных классов и литическим
воздействиям и получить доказательства образо-
вания из персистеров покоящихся форм стафи-
лококков как морфотипа, предназначенного для
длительного выживания популяции в неростовых
условиях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Объекты исследования – бактерии Staphilococ-
cus capitis Р205-1 UNIQEM (ИНМИ ФИЦ Био-
технологии РАН, Россия) и S. epidermidis 14990
АТСС, изолированные с кожи человека.

Условия культивирования. Бактерии культиви-
ровали в жидкой среде RCM следующего состава
(г/л): дрожжевой экстракт – 13; пептон – 10; глю-
коза – 5; натрия хлорид – 5; аммония ацетат – 1;
цистеина гидрохлорид – 0.2. Культуры выращи-
вали в конических колбах объемом 250 мл с 50 мл
питательной среды на шейкере Biosan PSU-20i
(Латвия), 150 об./мин при температуре 33°С. Ин-
кубацию культур при определении численности
П проводили в пробирках типа Эппендорф (2 мл)
с 500 мкл стационарной культуры на термошей-
кере TS-100 (“Biosan”), 750 об./мин, при темпера-
туре 33°С.

Численность жизнеспособных клеток определя-
ли микрометодом (Thomas et al., 2015), учитывая
число КОЕ в 5 мкл 10-кратных разведений бакте-
риальной культуры, инокулированных на по-
верхность агаризованной среды RCM (агар 15 г/л)
в 5–10-кратных повторах каждого разведения.

Численность персистеров в стационарных куль-
турах исследуемых бактерий определяли двумя
методами: используя А) стандартный протокол,
основанный на действии антибиотиков (Kaldalu
et al., 2016), и Б) протокол, основанный на дей-
ствии лизирующего раствора (Canas-Duarte et al.,
2014). А. В опытах с использованием антибиотиков
брали 500 мкл аликвоты культуры стационарной фа-
зы роста (ОП590 = 2.0, “Specord Jenway”, Германия)
переносили в пробирку типа Эппендоф объемом
2 мл и добавляли: 1) 1 мкл раствора полимиксина
(6 мкг/мл); 2) 12.5 мкл раствора сульфацетамида
натрия (125 мг/мл); 3) 1 мкл раствора ко-тримок-
сазола (сульфаметоксазол 40 мг/мл + тримето-
прим 8 мг/мл). Б. В опытах с лизирующим раство-
ром в 500 мкл аликвоты стационарной культуры
(в пробирках Эппендорф объемом 2 мл) вносили
50 мкл лизирующего раствора, содержащего до-
децилсульфат натрия (0.01% в конечном объеме)
и лизоцим 50 мкл (50 мг/мл, 20000 ед./г, “Appli-
chem”). В контрольных вариантах биоциды не до-

бавляли. Культуры опытных и контрольных ва-
риантов (0.5 мл) инкубировали в течение 8 ч на
термошейкере TS-100 (“Biosan”) при 33°С в пла-
стиковых пробирках объемом 2 мл.

Кривые отмирания строили по показателям
численности КОЕ/мл в отбираемых пробах при
5–10 повторностях и отборе проб из 3-х парал-
лельных пробирок. Критерием наличия П служи-
ло плато постоянной численности КОЕ в течение
не менее 3 ч на кривых отмирания (Kaldalu et al.,
2016). Долю П рассчитывали как отношение КОЕ/мл
на плато к концентрации КОЕ в исходной культу-
рe до внесения антибиотика.

Устойчивость персистеров к перекрестному дей-
ствию селектирующих биоцидных факторов прово-
дили по следующей схеме (рис. 1). На первом эта-
пе получали П1 в стационарных культурах бакте-
рий, используя в качестве селектирующего агента
антибиотики (ПАБ) или лизирующий раствор
(ПЛР), как описано выше. На втором этапе пер-
систеры (П1) в культурах, вышедших на плато по
численности КОЕ после действия АБ или ЛР,
дважды отмывали центрифугированием (10000 g,
15 мин) в физиологическом растворе от приме-
нявшегося биоцида. Осажденные клетки ресус-
пендировали в таком же объеме бесклеточной
культуральной жидкости стационарных (30 ч ро-
ста) контрольных культур (супернатант после
центрифугирования при 10000 g, 15 мин, центри-
фугирование повторяли дважды) и вносили дру-
гой биоцидный фактор. Через 4 ч инкубации
определяли численность выживших персистеров
(КОЕ/мл), обозначая их как П2.

Покоящиеся формы стафилококков (ПФ) полу-
чали в культурах, развивавшихся в жидкой среде
RCM в указанных выше условиях в течение 7 сут
и затем хранящихся в течение 4 мес. при комнат-
ной температуре в отсутствие света в стационар-
ных условиях.

Терморезистентность покоящихся и вегетатив-
ных клеток бактерий определяли как долю выжив-
ших клеток (КОЕ/мл) после прогревания аликвот
(500 мкл) бактериальных культур при температуре
90°С в течение 15, 30, 45 мин в пластиковых пробир-
ках типа Эппендорф на термошейкере TS-100
(“Biosan”). Число КОЕ определяли, как описано
выше.

Метаболическую активность вегетативных кле-
ток и ПФ оценивали по дыханию культур, кото-
рое определяли по интенсивности выделения
СО2 в герметично закрытых флаконах (V = 50 мл),
содержащих 1 мл культуры без (эндогенное дыха-
ние) и после (стимулированное дыхание) внесе-
ния глюкозы (10 г/л). Концентрацию СО2 опреде-
ляли на газовом хроматографе Кристалл 5000
(“Хроматэк”, Россия).

Цитоморфологические особенности ПФ изуча-
ли при микроскопировании в фазовом контрасте
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и просмотре тонких срезов клеток в электронном
микроскопе. Для электронно-микроскопических
исследований осажденные ПФ (4 мес. хранения)
фиксировали в 1.5% растворе глютарового альде-
гида в 0.05 М какодилатном буфере (рН 7.2) при
4°С в течение 1 ч, трижды отмывали в том же бу-
фере и дополнительно фиксировали в 1% раство-
ре OsO4 в 0.05 М какодилатном буфере (рН 7.2) в
течение 3 ч при 20°С. После обезвоживания мате-
риал заключали в эпоксидную смолу Epon 812.
Ультратонкие срезы контрастировали в течение
30 мин в 3% растворе уранилацетата в 70% этаноле
и докрашивали цитратом свинца по Рейнольдсу
при 20°С в течение 4–5 мин. Срезы просматривали
в электронном микроскопе JEM-110B (“Jeol”,
Япония) при ускоряющем напряжении 80 кВ.

Статистическая обработка. Повторность измере-
ний в экспериментах трехкратная при постановке
3 независимых серий экспериментов. Представлен-
ные результаты отражают усредненные величины.
Статистический анализ проводили с использовани-
ем пакета документов программы Microsoft Exel XP,
принимая критерий вероятности Р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Протокол селекции персистеров с помощью ан-

тибиотиков. Традиционный протокол определения
количества (доли) персистеров (П) в бактериальных
культурах основан на их способности выживать (со-
хранять жизнеспособные клетки, КОЕ), но не раз-
множаться в присутствии летальных доз антибио-
тиков (АБ) в отличие от ординарных вегетатив-
ных клеток, после гибели которых в популяции
остаются жизнеспособными только П, количе-
ство которых соответствует числу КОЕ (Balaban
et al., 2004, 2019). Классические кривые отмира-
ния, детерминирующие наличие в бактериальной
популяции П при внесении в нее бактерицидных
доз АБ, включают первоначальный участок быст-
рого снижения численности КОЕ за счет гибели
ординарных вегетативных клеток с образованием
плато, характеризующего численность П, с по-
следующим медленным снижением числа КОЕ за
счет гибели П (первая версия) или приобретения
ими свойств жизнеспособных некультивируемых
клеток (вторая версия). На кривой гибели клеток
популяции (кривой отмирания) образующееся
плато (рис. 2) численности КОЕ соответствует
количеству образовавшихся в культуре П. В ста-
ционарной культуре оно включает персистеры

Рис. 1. Схема опыта по исследованию перекрестной устойчивости клеток-персистеров (П) S. capitis и S. epidermidis к
действию различных биоцидных агентов. Pm – полимиксин; Sn – сульфацетамид натрия; ЛР – лизирующий раствор.
П1 – персистеры, полученные на этапе 1; П2 – персистеры, полученные на этапе 2 после воздействия биоцидных фак-
торов на П1.

Определение доли
выживших клеток

П2

Биоциды
Pm
Sn
ЛР

Биоциды
Pm
Sn
ЛР

Биоциды

Этап 1. Получение персистеров (П1)
Этап 2. Воздействие на (П1)

биоцидных факторов

Pm

Sn

ЛР

Персистеры (П1)

ПPm

Бактерии

S. epidermidis

S. capitis ПSn

ПЛР

Биоциды
Pm
Sn
ЛР



436

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 89  № 4  2020

НИКОЛАЕВ и др.

II типа (П II), образовавшиеся в растущей культу-
ре, и персистеры I типа (П I), формирующиеся в
стационарной культуре, при этом в общем пуле
персистеров численность П I на 1–3 порядка пре-
вышает численность П II (Balaban et al., 2019). Для
коллекционных культур бактерий численность П
в стационарной фазе, как правило, составляет
до 1%.

В наших экспериментах объектам исследования
были изоляты с кожи человека S. capitis Р205-1 и
S. epidermidis 14990, генетически устойчивые к
ципрофлоксацину и ампициллину, а штамм
14990 – также к полимиксину (Pm), сульфацета-
миду натрия (Sn) и ко-тримоксазолу (Kt). Отме-
тим, что генетически антибиотикорезистентные
(АБР) штаммы также обладают способностью к
образованию П как универсальному фенотипу
выживания любой микробной популяции при
повреждающих воздействиях. Для определения
численности П летальные дозы (10 МИК) Pm, Sn
и Kt вносили в стационарные культуры обоих
штаммов (рис. 2а, 2б). После добавления АБ для
обоих штаммов был отмечен 3-часовой период
отсутствия видимой реакции их культур на дей-
ствие токсикантов, после которого ход событий в
культурах разных штаммов резко различался.

В культурах S. capitis отмечалось быстрое паде-
ние численности КОЕ под действием всех трех
антибиотиков (со скоростью 1.8 lg КОЕ/(мл ч)) за
счет отмирания вегетативных ординарных клеток,
после чего образовавшееся на кривой отмирания
плато (4 ч наблюдений) отражало высокую числен-
ность АБ-толерантных П (около 10%) (рис. 2а). От-
меченная замедленная реакция бактериальных
клеток S. capitis на биоцидное действие АБ, ранее
не отмечавшаяся, равно как и высокая числен-
ность выявленных АБ-толерантных П, по-види-
мому, связаны с происхождением штамма как
представителя микробиоты кожи человека, регу-
лярно контактировавшего с антисептиками и ан-
тибиотиками, что привело к селекции штаммов с
высокой долей П, аналогично тому, как это опи-
сано для E. coli (Van den Bergh et al., 2016).

В культурах S. epidermidis с множественной
АБР внесение АБ вызвало неожиданный ответ: по-
сле 3-часового периода отсутствия реакции на вне-
сение АБ был отмечен “вторичный рост” культур на
достоверно высокую величину (∼ в 10 раз) (рис. 2б).
Этот феномен отмечен впервые. Следует обра-
тить внимание на: 1) одинаковую реакцию стаци-
онарной популяции на внесение трех АБ с разли-
чающимися механизмами действия, которые
объединяет одно − стрессорная природа их дей-
ствия на бактериальную клетку; 2) антибиотики
вносили в культуру, развивающуюся в нормаль-
ных для нее условиях в нелимитированной среде
и перешедшую в стационарную фазу роста, очевид-
но, вследствие накопления критической концентра-

ции плотностных ауторегуляторов системы QS или
иных, например, представленных фенольными ли-
пидами (Бухарин и соавт., 2005). Поэтому вторич-
ный рост, наблюдаемый в той же среде, возможен
только для субпопуляции с более высокой устой-
чивостью (нечувствительностью) к критической
концентрации ауторегуляторов. Из этого следует,
что наблюдаемый эффект относится к категории
проявлений популяционной гетерогенности бак-
терий, скорее фено-, чем генотипической, т.к. о
генетических детерминантах устойчивости к ауто-
индукторам QS не известно, а фенотипическая ге-
терогенность в QS-системах достаточно хорошо
изучена (Bettenworth et al., 2019). 3) Высоко QS-
устойчивый фенотип, по-видимому, всегда фор-

Рис. 2. Определение численности клеток П1 бактерий
S. capitis (а) и S. epidermidis (б) после внесения биоци-
дов в культуры стадии стационарного роста в момент
времени 26 ч (а) или 24 ч (б). 1 – контроль (без внесе-
ния биоцидов); 2 – сульфацетамид натрия; 3 – поли-
миксин; 4 – бисептол (а) или ципрофлоксацин (б);
5 – лизирующий раствор. Стрелками (а) обозначен
момент повторного внесения биоцидов в перекрест-
ном опыте (см. рис. 3).
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мируется как минорная субпопуляция, вне зависи-
мости от наличия или отсутствия детерминант АБР,
т.е. как фенотип, всегда присутствующий в бактери-
альной популяции. Неясно, почему эта субпопуля-
ция оказалась чувствительной к действию АБ, не-
смотря на наличие в клетках детерминант рези-
стентности к этим АБ. Эти детерминанты имеют
клетки всей популяции, но только клетки высоко
QS-устойчивые восприняли внесение АБ
как стрессорный сигнал, при этом не к гибели, а к
росту.

Другое объяснение обнаруженного феномена
состоит в том, что стрессорный сигнал АБ вос-
принимают клетки П, которые теоретические мо-
гут отличаться специфической QS-устойчиво-
стью, так как участие QS систем в образовании П
известно (Van den Bergh et al., 2017; Xu et al., 2017).
Наличие “вторичного роста” S. epidermidis не про-
тиворечит высказанным предположениям. По-
следовавший после внесения АБ трехчасовой пе-
риод относительной стабильности численности
КОЕ можно объяснить постепенным возрастанием
в культуре клеток QS-устойчивого фенотипа с ко-
нечным увеличением их численности в 10 раз. Иден-
тичный характер кривых роста культур S. epidermidis
при внесении разных АБ свидетельствует об одина-
ковой стрессовой реакции и АБ-устойчивости этой
субпопуляции, что соответствует характеристи-
кам фенотипа персистеров. Образование субпо-
пуляции П S. epidermidis показано ниже. Исследо-
вания в этом направлении представляют большой
интерес не только для фундаментальной микро-
биологии, но также биомедицины и планируются
авторами настоящей работы.

Сам факт высокой АБ устойчивости исследуе-
мых штаммов стафилококков: 1) АБ-резистентно-
сти S. epidermidis и 2) высокой частоты образования
фенотипически АБ-толерантных П S. capitis, по-ви-
димому, связан с их происхождением как членов
микробиома кожи человека, постоянно подверга-
ющейся стрессорным воздействиям (антисепти-
кам, антибиотикам, перепадам температуры), ин-
дуцирующим образование П (van den Berg et al.,
2017; Gollan et al., 2019).

Получение персистеров с помощью лизирующих
агентов. Селектирующее персистеры действие
лизирующего раствора было основано на выяв-
ленной ранее устойчивости П к лизирующему
раствору (Canas-Duarte et al., 2014), начиналось
для обоих штаммов сразу после его внесения в
стационарную культуру, в отличие от действия АБ,
и продолжалось 1.5 ч для S. epidermidis (рис. 2б) и
2.5 ч для S. capitis (рис. 2а), что негативно корре-
лирует с численностью лизирующихся ординар-
ных клеток и, следовательно, численностью вы-
явленных П, которая составляла 7.8–10% у S. epi-
dermidis и 0.5% у S. capitis.

Общий вывод из этой части исследования со-
стоит в том, что наблюдается прямая корреляция
между АБ-резистентностью штамма и частотой об-
разования П. Эти результаты подтверждают совре-
менную концепцию связи возникновения АБ-рези-
стентности с образованием П (Levin-Reisman et al.,
2017), где большее число выживающих при АБ атаке
П обеспечивает большую численность клеток с
АБР мутациями в популяции, развившейся из
этих П в свежей среде. В недавнем исследовании
(Windels et al., 2019) было показано, что скорость
появления устойчивости к АБ была выше у му-
тантов с высокой частотой образования П, чем у
мутантов с низкой частотой образования перси-
стеров. Таким образом, развитие АБ-резистент-
ности в высокоперсистерных популяциях зави-
сит как от более высокой вероятности выживания
клеток-П, так и от более высокой частоты АБР
мутаций в П. Второй вывод состоит в констата-
ции большей устойчивости клеток-П стафило-
кокков, чем ординарных клеток, к литическим
агентам, в данном случае – лизирующему раство-
ру, что было ранее показано для штаммов E. coli
(Cannas-Duarte et al., 2014) и подтверждает ранее
отмеченную более высокую устойчивость
клеток П к естественно развивающемуся в старе-
ющих популяциях автолизу (Lewis et al., 2010; Biel
et al., 2014). При этом возникает вопрос о сравни-
тельной устойчивости П к действию АБ и литиче-
ским агентам, что проверено в следующем блоке
экспериментов.

Перекрестное действие селектирующих перси-
стеры агентов. В опытах клетки П, сохранившие
при биоцидных воздействиях АБ или лизирую-
щего раствора способность к образованию коло-
ний, назовем их П1, осаждали центрифугирова-
нием и ресуспендировали в КЖ стационарных
культур того же физиологического возраста кон-
трольных вариантов (показано стрелкой на рис. 2а).
Добавленный к обозначению символ (Pm, Sn или
ЛР) обозначает способ селекции П1 – с применени-
ем полимиксина, сульфацетамида Na или лизирую-
щего раствора соответственно. Эти ресуспендиро-
ванные субпопуляции персистеров, П1, подверга-
лись вторичному биоцидному воздействию, как
показано на рис. 1. Оставшиеся жизнеспособными
клетки назовем П2.

Для штамма S. capitis было зафиксировано паде-
ние численности жизнеспособных П2 при добавле-
нии лизирующего раствора к П1Pm (рис. 3б) и П1Sn
(рис. 3в) до численности (доли) П, полученных дей-
ствием лизирующего раствора (П1ЛР) (рис. 2а).
При этом перекрестное действие самих АБ не
влияло на численность жизнеспособных П2Pm
(рис. 3б) и П2Sn (рис. 3в), равно как и действие
обоих АБ на П1ЛР (рис. 3а). В стационарных
культурах контрольных вариантов число жизне-
способных клеток не изменялось на всем протя-
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жении экспериментов, что характерно для куль-
тур стафилококков и было отмечено выше.

В опытах со штаммом S. epidermidis перекрест-
ное действие селектирующих факторов было
определено для клеток П1ЛР, полученных под
влиянием лизирующего раствора, как показано
стрелкой на рис. 2б. Действие антибиотиков Pm и
Sn на П1ЛР не влияло на их численность, анало-
гично S. capitis. При этом внесение лизирующего
раствора в суспензии клеток П1Pm и П1Sn досто-
верно (на 2 порядка) снижало численность КОЕ,
аналогично показанному для штамма S. capitis, и
отражало количество П в культуре АБР штамма
стафиллоккоков (данные не приводятся). Таким
образом, для определения доли П у АБР штаммов
бактерий надежным является способ, основан-
ный на применении лизирующего раствора.

Персистеры как клетки-предшественники поко-
ящихся форм бактерий. Еще раз вернемся к опре-
делениям персистеров как клеток, фенотипиче-
ски отличающихся от основной массы ординар-
ных клеток, так как эти определения отражают
эволюцию наших представлений о субпопуляции П,
всегда присутствующей в фенотипически гетеро-
генных популяциях (культурах) бактерий. В пер-
воначальном определении (Bigger, 1944) акцент
был сделан на выживании П в присутствии ле-
тальных доз АБ, что обусловливало реверсию ин-
фекций. В определении Льюиса (Lewis, 2010),
благодаря которому был реанимирован интерес к
этому популяционному явлению, акцент сделан
на дормантном (спящем) состоянии клеток-П,
чем, во многом, обусловлена толерантность П к
действию АБ. В определении Наталии Балабан
(Balaban et al., 2004, 2019) акцент сделан на том,
что П являются не просто дормантными клетка-
ми с тлеющим метаболизмом, но образуются в ре-
зультате цитодифференцировки. Но цитодиффе-
ренцировка известна как процесс, сопряженный
с образованием покоящихся форм (ПФ), выжи-
вающих не только в присутствии повреждающих
воздействий химических или биологических токси-
кантов, но и при летальных для вегетативных кле-
ток воздействиях физических факторов, например,
термической обработке (Бухарин и соавт., 2005).
Поэтому терморезистентность является одной из
детерминирующих характеристик ПФ.

В наших предыдущих работах была выдвинута
гипотеза, рассматривающая П как предшествен-
ники ПФ, в которых совершились генно-молеку-
лярные процессы цитодифференцировки, но не
завершились физико-химические процессы при-
обретения клеткой состояния метаболической
инертности – анабиоза (Мулюкин и соавт., 2015;
Лойко и соавт., 2015). Образование ПФ как мало-
численной субпопуляции клеток, предназначен-
ных для выживания и сохранения вида в неросто-
вых условиях, имеет место в любой микробной

популяции (Бухарин и соавт., 2005). В популяци-
ях бактерий с внесенными в них АБ падение чис-
ленности П объясняется как частичной потерей
ими жизнеспособности, так и переходом в жизне-
способное некультивируемое состояние, (Salina
et al., 2019), где жизнеспособные некультивируе-
мые клетки были получены в культурах Mycobac-
terium tuberculosis, развивающихся в лимитиро-
ванной по К+ среде при внесении в стационарные
культуры рифампицина.

В условиях отсутствия давления биоцидных
стрессоров персистеры, присутствующие в норме
в стационарной бактериальной культуре, перехо-
дят в обратимое метаболически неактивное со-

Рис. 3. Определение численности клеток П2 бактерий
S. capitis при внесении биоцидов в перекрестных опы-
тах: (а) в суспензию ПЛР, полученных при воздей-
ствии лизирующего раствора; (б) сульфацила натрия;
(в) полимиксина. 1 – контроль; 2 – полимиксин; 3 –
сульфацил натрия; 4 – лизирующий раствор.
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стояние, приобретая все характеристики покоя-
щихся анабиотических/покоящихся форм (ПФ).

В настоящей работе было изучено образование
ПФ в культурах стафилококков, естественно ста-
реющих в стандартных условиях без воздействия
посторонних стрессорных факторов.

Через 4 мес. хранения популяции обоих штаммов
состояли из рефрактерных (фазово-контрастная
микроскопия) клеток кокковидной формы различ-
ных размеров: 1.2 × 1.8 и 0.8 × 1.2 мкм (рис. 5). По-
лученные в длительно хранящихся культурах
клетки обладали всеми признаками покоящихся

форм (ПФ), сформулированными для специализи-
рованных ПФ − эндоспор (Sudo, Dworkin, 1973).
Эти клетки стафилококков, образующиеся в циклах
развития их культур, сохраняли жизнеспособность
при длительном хранении (4 мес.) в условиях, не
благоприятствующих росту: для штамма S. capitis

численность ПФ составляла ~ 5 × 106 КОЕ/мл; для
S. epidermidis ~ 5.7 × 106 КОЕ/мл.

Полученные в 4-мес. культурах покоящиеся
клетки не проявляли метаболической активно-
сти: по результатам хроматографического опре-
деления СО2 у них отсутствовало как эндогенное,
так и стимулированное глюкозой дыхание (дан-
ные не приводятся).

Еще одним важным качеством, свидетельству-
ющим о переживающих клетках стафилококков
как покоящихся анабиотических формах, была их
повышенная устойчивость к повреждающим воз-
действиям; они обладали высокой термоустойчи-
востью, на 2 порядка большей, чем вегетативные
клетки (рис. 4а, 4б).

Наконец, длительно хранящиеся покоящиеся
формы стафилококков имели существенное от-
личие от вегетативных клеток в ультраструктурной
организации клеток. При микроскопировании в
фазовом контрасте (рис. 5б) ПФ стафилококков ха-
рактеризовались рефрактерностью, свойственной
для бактериальных эндоспор и цистоподобных ПФ
неспорообразующих бактерий, что объясняется
обезвоживанием протопласта покоящихся клеток
при развитии их анабиотического состояния
(Эль-Регистан и соавт., 2006). Отмечена гетеро-
генность покоящихся (4 мес.) популяций стафи-
лококков по размерам клеток.

Электронно-микроскопически в 4-мес. попу-
ляциях стафилококков выявляются два морфоти-
па ПФ (рис. 5). I морфотип – одиночные клетки с
компактизованным нуклеоидом (Н) и утолщен-
ной клеточной стенкой (КС) (рис. 5в, 5г), при-
мерно в 2 раза более толстой, чем у вегетативных
клеток (рис. 5а), структура которой гетерогенна и
состоит из электронно-плотных гранул. II мор-
фотип – толстостенные клетки с плотной гомоген-
ной цитоплазмой, имеющей низкую электронную
плотность (рис. 5д, 5е). Внутриклеточные структу-
ры и нуклеоид не различимы. Клеточная стенка
также имеет гомогенную структуру (рис. 5е) и еще
более низкую электронную плотность. Как пра-
вило, такой морфотип имеют ПФ не разошед-
шихся после деления клеток (рис. 5д, 5е), часто –
собранные в агломераты (рис. 5д).

Таким образом, выживающие в неблагоприят-
ных для роста условиях клетки S. capitis и S. epider-
midis: а) образующиеся в циклах развития их куль-
тур, б) длительно сохраняющие жизнеспособ-
ность (способность к колониеобразованию),
в) обладающие особенностями ультраструктур-
ной организации, г) термоустойчивостью и

Рис. 4. Термоустойчивость (сохранение способности
к образованию КОЕ, КОЕ/мл) бактерий S. capitis (а) и
S. epidermidis (б) после прогрева в течение 15, 30 и
45 мин при 90°С. 1 – клетки фазы экспоненциально-
го роста; 2 – ПФ. Над столбиками приведены значе-
ния выживаемости клеток в процентах от числа кле-
ток до прогревания (100%). Оси ординат представле-
ны в логарифмическом масштабе.
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Рис. 5. Микрофотографии ПФ S. capitis, хранившихся 4 мес.: общий вид, фазовый контраст (б), электронные микро-
фотографии ПФ первого морфотипа (в, г) и ПФ второго морфотипа (д, е); контроль, вегетативные клетки (а). ЦПМ –
цитоплазматическая мембрана; Н – нуклеоид; КС – клеточная стенка, Ц – цитоплазма. Масштабная метка,
(б) 10 мкм, (а, в−е) 0.5 мкм

(a)

(в) (г)

(е)(д)

(б)

Н

ЦПМ

ЦПМ

КС

КС
КС

Н

Н
Ц

КС

КС

Н

Ц

ЦПМ

РК



МИКРОБИОЛОГИЯ  том 89  № 4  2020

ОБРАЗОВАНИЕ И СВОЙСТВА КЛЕТОК-ПЕРСИСТЕРОВ БАКТЕРИЙ 441

д) экспериментально не выявляемой метаболиче-
ской активностью, можно отнести к покоящимся
анабиотическим формам бактерий, предназна-
ченным для сохранения вида. Отметим, что чис-
ленность длительно выживающих ПФ стафило-
кокков коррелирует с а) численностью П, выяв-
ляемых с помощью ЛР в их стационарных
культурах и б) терморезистентностью ПФ, и со-
ставляет для S. capitis: ПЛР = 6.52 × 106 КОЕ/мл;
ПФ (4 мес.) = 5.04 × 106 КОЕ/мл; для. S. epider-

midis: ПЛР = 5.02 × 108 КОЕ/мл; ПФ (4 мес.) =
= 5.72 × 106 КОЕ/мл. Это подтверждает сформу-
лированную ранее гипотезу, рассматривающую П
как предшественники ПФ. Если П являются мор-
фотипом обратимо пролиферативно покоящихся
(дорматных) клеток, предназначенных для выжи-
вания популяции при действии на нее стрессоров
биологической и химической природы (включая
антибиотики и ионы тяжелых металлов), и рас-
сматриваются как базовый фенотип персистен-
ции (условно) патогенных бактерий в организме
человека (van der Berg, 2017), то ПФ следует рас-
сматривать как морфотип обратимо метаболиче-
ски покоящихся клеток, образующихся из П, дли-
тельно выживающих в неростовых условиях в
природных экосистемах и обеспечивающих как
сохранение, так и распространение вида как у са-
протрофных, так и патогенных бактерий.
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Abstract—Persisters (P) are the cells surviving, but not reproducing in the presence of lethal doses of antibi-
otics (AB). These are the cells of a scarce (0.001–1.0%) subpopulation, emerging due to a phenotypic transi-
tion, which may be stochastic or induced by stress impacts. Growing in fresh medium, P reproduce the struc-
ture of the parent population, which is considered the cause of: (a) recurrent infections; (b) inefficiency of
antibiotic treatment; and (c) development of antibiotic resistance, as was discussed in numerous articles and
reviews. The goal of the present work was to investigate P formation by bacteria contaminating human skin
and their properties, which have not been studied previously. Two approaches were used to measure the fre-
quency of occurrence was determined for P in the populations of stationary-phase cultures of Staphylococcus
capitis Р205-1 (UNIQEM, Russia), which is sensitive to polymyxin, Na sulfacyl, and co-trimoxazole, and
Staphylococcus epidermidis 14990 АТСС, which is resistant to these antibiotics: (1) traditional, by application
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of lethal AB doses and (2) by using a lysing solution (LS), which killed the ordinary vegetative cells and se-
lected the persister cells resistant to AB and LS (PAB and PLS, respectively). This is the first report on appli-
cability of the method involving the lysing solution for determination of P abundance in strains with multi-
drug AB resistance (for the S. epidermidis strain). Unlike most collection bacterial strains, the share of P in
stationary-phase cultures of staphylococci inhabiting human skin was quite high: ~10% for both S. epidermid-
is PLS and S. capitis. Heterogeneity in resistance to the lysing solution was revealed in the PAB obtained by
the standard procedure: PLS share in S. capitis was ~1% of PAB abundance. These PLS were resistant to AB
cross-action. The differences in PLS abundance in the studied strains (10% for S. epidermidis and below 1.0%
for S. capitis) correlated with their AB resistance. Long-term incubation (4 months) under standard condi-
tions resulted in the cycle of staphylococci development ending by emergence of dormant forms (DF); their
share for both strains was ~0.1% of the number of viable cells in the stationary-phase cultures. The DF of
staphylococci had all characteristics of dormant cells: emerged in the cycle of culture development; preserved
viability under nongrowth conditions; had no experimentally detectable metabolism (absence of respiration);
had specific ultrastructural organization; and were heat-resistant (200–600 times higher than the vegetative
cells at 90°C for 15 min). The correlation between PLS abundance in the cultures of staphylococci and the
share of heat-resistant DF confirms our earlier suggestion on persisters as DF percursors.

Keywords: persisters, antibiotics, lysing solution, resistance, cross resistance, dormant forms, heat resistance,
ultrastructural organization
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