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Резюме 
Исследование посвящено изучению фагоцитарной активности нейтрофильных гранулоцитов, моноцитов и 
эозинофилов крови при воздействии метициллинорезистентных штаммов бактерии Staphylococcus aureus. Объ-
ектами исследования служили нейтрофильные гранулоциты, моноциты и эозинофилы крови, выделенные у 
здоровых людей и штаммы бактерии S.aureus, резистентные и чувствительные к метициллину (MRSA и MSSA). 
Функции фагоцитоза (фагоцитарное число и фагоцитарный индекс) оценивали с помощью FITC-меченых бак-
терий. Анализ окрашенных клеток проводили на проточном цитофлуориметре FC-500 (BeckmanCoulter, USA) 
цельной периферической крови. Исследование фагоцитоза показало, что в ответ на MRSA процент нейтрофи-
лов, вступивших в фагоцитоз, и среднее число бактерий, находящихся внутриклеточно, увеличивается отно-
сительно чувствительных штаммов. В ответ на воздействие MRSA фагоцитарный индекс в большей степени 
повышен у моноцитов с фенотипом CD14+CD16¯, при этом фагоцитарное число выше в неклассических популя-
циях моноцитов CD14+CD16+ и CD14lowCD16+. Таким образом, можно отметить, что классический тип моноцитов 
CD14+CD16¯ быстрее активируется на MRSA, но эффективность фагоцитоза снижена. Эозинофилы крови также 
активно реагируют на MRSA. Таким образом, при индукции MRSA установлены изменения в функциональной 
активности нейтрофильных гранулоцитов, моноцитов и эозинофилов периферической крови. В результате 
приобретения резистентности к антибиотикам изменяется рецепторный аппарат бактерий вследствие моди-
фикации клеточной стенки. 
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Abstract 
The research focuses on the study of phagocyte activity of blood neutrophilic granulocytes, monocytes, and eosinophils 
under the exposure to methicillin-resistant strains of Staphylococcus aureus bacteria. The subjects of the research were 
represented by blood neutrophilic granulocytes, monocytes, and eosinophils, isolated from healthy people, as well as 
methicillin-resistant and methicillin-sensitive S.aureus bacteria strains (MRSA and MSSA). Phagocytosis functions 
(phagocytic number and phagocytic index) were estimated by FITC-labeled bacteria. The analysis of stained cells was 
performed using FC-500 flow cytofluorimeter (Beckman Coulter, USA) for whole peripheral blood. Phagocytosis re-
search resulted in the following findings. In response to MRSA, the percentage of neutrophils involved in phagocytosis 
and average number of bacteria being present inside the cells increase as compared to those within sensitive strains. 
In response to MRSA exposure, the phagocytic index is higher in monocytes with CD14+CD16¯phenotype. At the same 
time, phagocytic number is higher in non-classic populations of monocytes CD14+CD16+and CD14lowCD16+. Moreover, 
it should be noted that the classical type of monocytes CD14+CD16¯tends to be activated faster in regard to MRSA, but 
phagocytosis efficiency is lowered. Blood eosinophils also actively respond to MRSA. Thus, changes in functional activity 
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Введение 

Фагоцитоз является одной из главных систем 
защиты организма от чужеродных агентов и иг-
рает важную роль при гнойно-воспалительных 
заболеваниях, особенно при стафилококковой 
инфекции. Фагоциты первыми мобилизуются в 
очаг воспаления, и от их функциональной актив-
ности зависит элиминация возбудителя [1, 2]. Ак-
тивированные клетки являются мощными эф-
фекторами и запускают механизмы каскадных 
реакций, обеспечивающих развитие воспаления.  

На протяжении долгого времени Staphylo-
coccus aureus известен как один из основных воз-
будителей широкого спектра инфекций у чело-
века — от лёгких инфекций кожи до тяжёлой 
бактериемии, особенно опасен метициллиноре-
зистентный стафилококк (MRSA) [3–5]. По ре-
зультатам исследования микробиологического 
профиля отделения хирургической реанимации 
и интенсивной терапии за 2019 г., MRSA выявлен 
в 70% случаев [6]. У бактерий развитие устой-
чивости к антибиотикам связано с синтезом 
ферментов, разрушающих препарат, что в свою 
очередь ведёт к изменению клеточной прони-
цаемости, перестройке метаболических процес-
сов и рецепторного аппарата [7, 8]. Фагоциты 
оснащены богатым набором рецепторов, кото-
рые позволяют чутко и дифференцированно 
реагировать на малейшие изменения в бакте-
риальной клетке [9].  

Клеточные мембраны фагоцитов опосредуют 
взаимосвязь с экстрацеллюлярным окружением. 
На них экспрессируется комплекс адгезионных 
молекул и рецепторов к различным лигандам 
[8–10]. Несмотря на интенсивность исследований 
в данном направлении, остаётся всё ещё малоиз-
ученным весь спектр происходящих внутрикле-
точных событий, связанных с изменением фено-
типических характеристик и функционирования 
фагоцитов при воздействии бактериальных аген-
тов, в том числе чувствительных и резистентных 
к действию антибиотиков. 

Таким образом, целью исследования яв-
ляется изучение фагоцитарного ответа нейтро-
фильных гранулоцитов, моноцитов и эозинофи-
лов при воздействии метициллинорезистентных 
штаммов S.aureus. 

Материал и методы 
Объектами исследования служили нейтрофильные гра-

нулоциты, моноциты и эозинофилы крови, выделенные у 35 
практически здоровых людей в возрасте от 25 до 45 лет и 
штаммы Staphylococcus aureus, устойчивые к действию окса-
циллина (метициллина) (MRSA). В качестве контроля исполь-
зовались штаммы S.aureus, чувствительные к действию ме-
тициллина (MSSA) в аналогичной концентрации. Для 
выявления устойчивости штаммов S.аureus использовали ме-
тод скрининга: использовали агар Мюллера–Хинтон, содер-
жащий 4% NaCl и 6,0 мкг/мл оксациллина. Микробную взвесь 
готовили методом прямого суспендирования из нескольких 
однотипных изолированных колоний стафилококков в сте-
рильном физиологическом растворе и доводили до мутности 
0,5 по МакФарланду (1,5×108 КОЕ/мл). Инокуляцию чашек с 
агаром проводили с помощью стерильного ватного тампона. 
Культуру наносили на ограниченную поверхность (диаметром 
10–15 мм). Штаммы S.aureus инкубировали при температуре 
35°С в течение полных 24 ч. После инкубации чашки просмат-
ривали. Появление видимого роста на месте нанесения куль-
туры считали проявлением устойчивости данного штамма к 
оксациллину (метициллину). Исследование проводили при 
обязательном контроле роста испытуемых культур на агаре 
Мюллера–Хинтон с 4% NaCl без оксациллина (культуры на-
носили также как на агар с оксациллином). Параллельно с 
исследуемыми культурами тестировали также контрольные 
штаммы метициллиночувствительных и метициллинорези-
стентных стафилококков. 

Исследование фагоцитоза в цельной периферической 
крови оценивали методом проточной цитометрии с использо-
ванием прямой иммунофлуоресценции с использованием мо-
ноклональных антител (BeckmanCoulter, USA), меченных FITC 
(fluoresceinisothiocyanate), PE или RD1 (phycoerythrin), PC5 (phy-
coerythrin-cyanin 5) и PC7 (phycoerythrin-cyanin 7) в следующей 
панели: FITC/CD14-PE/CD45-PC7/CD16-PC5. Пробоподготовку 
осуществляли по стандартной методике [11]. В каждой пробе 
анализировали не менее 50 000 клеток. Функции фагоцитоза 
оценивали с помощью MRSA и MSSA, меченых FITC. Конъюга-
цию бактерий проводили следующим образом: смывы с твёр-
дых сред разводили бикарбонатным буфером (рН 9,0) до кон-
центрации 1 млн/мл, затем в равном объёме добавляли FITC, 
растворённый в ДМСО (1 мкг/мл), инкубировали в темноте в 
течение 1 ч и троекратно отмывали. К 50 мкл венозной гепа-
ринизированной крови добавляли 10 мкл суспензии меченых 
бактерий и инкубировали 30 мин при температуре 37°С, затем 
отмывали и докрашивали моноклональными АТ. Лизис эрит-
роцитов проводили по безотмывочной технологии с исполь-
зованием реагента VersaLyse (BeckmanCoulter, США). Анализ 
окрашенных клеток проводили на проточном цитофлуори-
метре FC-500 (BeckmanCoulter, USA) [11, 12]. 

Описание выборки производили с помощью подсчёта 
медианы (Ме) и интерквартильного размаха (Q25 и Q75). До-
стоверность различий между показателями зависимых вы-
борок оценивали по непараметрическому критерию Вилкок-
сона. Статистический анализ осуществляли в пакете 
программ Statistica 6.1 (StatSoftInc., 2007). 
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of neutrophilic granulocytes, monocytes, and eosinophils in peripheral blood were established during MRSA induction. 
The bacterial receptor apparatus changes due to the modification of cellular wall as a result of acquired resistance to 
antibiotics. 
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Результаты и обсуждение 
При исследовании фагоцитарной активности 

нейтрофильных гранулоцитов в отношении 
MRSA относительно MSSA было обнаружено по-
вышение фагоцитарного числа общей популяции 
клеток и фагоцитарного индекса нейтрофилов с 
высокой функциональной активностью, при этом 
снижен фагоцитарный индекс клеток с низкой 
функциональной активностью (табл.). 

Оценка активности общей популяции моно-
цитов в ответ на воздействие MRSA относительно 
MSSA показала снижение фагоцитарного числа, 
при этом фагоцитарный индекс достоверно по-
вышался. При исследовании субпопуляцион-
ного состава моноцитов при воздействии штам-
мов MRSA относительно MSSA обнаружено 
увеличение фагоцитарного индекса субпопуля-
ций CD14lowCD16+-моноцитов и CD14+CD16+-кле-
ток в 1,5 раза, субпопуляций CD14+CD16¯-моно-
цитов в 3 раза, при этом фагоцитарное число 
субпопуляций моноцитов CD14lowCD16+-, 
CD14+CD16+- и CD14+CD16¯ были снижены (в 1,4; 
1,5; 4 раза, соответственно). 

Оценка активности эозинофилов в ответ на 
воздействие штаммов MRSA относительно MSSA 
показало увеличение фагоцитарного индекса об-
щей популяции клеток. 

Золотистый стафилококк относится к грам-
положительной микрофлоре, имеет форму кокков 
диаметром 0,5–1,5 мкм, относится к факультатив-
ным анаэробам и является условно-патогенным 
микроорганизмом. Многие бактерии выработали 
механизмы защиты от опсонизации и последую-
щего фагоцитоза нейтрофилами [3, 13]. У штаммов 
S.aureus компонентами клеточной стенки, сни-
жающими эффективность фагоцитоза или пре-
пятствующих ему, являются пептидогликаны и 
белок А [5, 14].  

Фагоцитарная активность нейтрофильных 
гранулоцитов находится в непосредственной за-
висимости от количества и плотности распреде-
ления на поверхности клеточной мембраны таких 
рецепторов, как CD11b/CD18 (рецептор компле-
мента, CR3), CD16 (Fc-рецептор III типа), CD32 
(FсγRIIA), CD95 (Fas/APO1) — проапоптотический 
маркер (Fas-рецептор), CD64 (FсγRI) [1, 3, 15].  

При исследовании фагоцитарной активности 
нейтрофильных гранулоцитов в ответ на воздей-
ствие MRSA и MSSA было обнаружено разделение 
на две субпопуляции клеток с высокими и низ-
кими показателями светорассеивания. Субпопу-
ляции нейтрофилов различаются по экспрессии 
на своей поверхности рецепторов CD64, CD32, 
CD11b, осуществляющих различные функции: 
фагоцитарную и регуляторную [1]. Анализируя 
результаты исследования, можно отметить раз-
личия, полученные при индукции нейтрофиль-
ных гранулоцитов устойчивыми и чувствитель-
ными штаммами S.aureus. Так, в ответ на MRSA 
процент нейтрофилов, вступивших в фагоцитоз 
и среднее число бактерий, находящихся внутри-
клеточно, увеличивается относительно чувстви-
тельных штаммов. 

Следует отметить, что моноциты перифери-
ческой крови, долгое время рассматриваемые в 
качестве единой группы клеток, на основании 
функциональной активности и экспрессии неко-
торых поверхностных антигенов подразделяются 
на несколько различных популяций [8, 9]. Так, 
циркулирующие моноциты можно разделять по 
фенотипическим характеристикам как минимум 
на две популяции, различающиеся по уровням 
экспрессии поверхностных молекул — ком-
понента рецепторного комплекса для бактери-
ального липополисахарида CD14 и высокоаффин-
ного рецептора Fсγ CD16. Клетки, несущие на 
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Показатели                                                                                                    MSSA                                       MRSA                                             p 
Нейтрофильные гранулоциты 

ФИ общей популяции, %                                                         84,1 (67,4–94,2)                  90,1 (82,6–91,4)                                   
ФЧ общей популяции                                                                 8,7 (5,8–39,5)                    52,8 (12,3–99,1)                            <0,001 
ФИ функционально активных клеток, (%)                      5,2 (3,5–14,2)                    39,4 (12,3–58,5)                            <0,001 
ФЧ функционально активных клеток                         121,0 (112,0–143,0)            123,0 (88,1–144,0)                                 
ФИ функционально неактивных клеток, %                  78,2 (67,5–84,4)                  45,0 (33,8–75,0)                            <0,001 
ФЧ функционально неактивных клеток                           1,8 (1,6–2,3)                         1,9 (1,7–2,6)                                       

Моноциты 
ФИ общей популяции, %                                                          12,4 (6,8–21,4)                   34,9 (13,1–44,9)                            <0,001 
ФЧ общей популяции                                                            103,0 (64,1–128,0)               55,7 (36,4–73,7)                            <0,001 
ФИ CD14lowCD16+, %                                                                   30,8 (22,2–40,0)                  42,1 (27,6–60,0)                            =0,002 
ФИ CD14+CD16+, %                                                                      33,3 (15,6–50,0)                  50,0 (25,0–69,4)                            =0,009 
ФЧ CD14+CD16+                                                                         261,0 (128,0–364,0)             67,1 (37,7–178,0)                          <0,001 
ФИ CD14+CD16¯, %                                                                       12,0 (5,8–18,2)                   36,5 (12,5–48,6)                            <0,001 
ФЧ CD14+CD16¯                                                                            63,5 (46,0–82,5)                  50,8 (31,6–58,7)                            <0,001 

Эозинофилы 
ФИ общей популяции, %                                                         21,6 (12,2–39,6)                  30,2 (15,8–54,8)                            =0,014 
ФЧ общей популяции                                                              27,6 (12,7–60,7)                  32,6 (15,2–49,0)                                   

Показатели фагоцитарной активности клеток крови при воздействии штаммов Staphylococcus aureus 
Indicators of phagocytic activity of blood cells under the influence of Staphylococcus aureus strains



своей поверхности только CD14, принято назы-
вать «классическими моноцитами», так в норме 
они составляют до 95% от общего числа циркули-
рующих моноцитов. Тогда как моноциты, обла-
дающие фенотипом CD14+CD16+, определяются 
как «неклассические» или «провоспалительные» 
[1]. Увеличение количества последних имеет ме-
сто при различных патологических процессах, 
включающих сепсис, острые и хронические вос-
палительные заболевания вирусной и бактери-
альной этиологии и т. д. В ряде случаев выделяют 
дополнительную группу моноцитов с фенотипом 
CD14+CD16+, которые принято называть «проме-
жуточными» [8]. Исследование показало, что в от-
вет на воздействие MRSA активируются и захва-
тывают бактериальные частицы в большей 
степени классические моноциты с фенотипом 
CD14+CD16¯. При этом неклассические субпопу-
ляции моноцитов CD14+CD16+ и CD14lowCD16+ 
также принимают участие в фагоцитозе. Необхо-
димо отметить, что именно популяция моноцитов 
с фенотипом CD14lowCD16+ обладает повышенной 
способностью мигрировать через эндотелий и 
дифференцироваться в дендритные клетки, ко-
торые инициируют развитие адаптивного имму-
нитета [9]. В то же время замечено снижение фа-

гоцитарного числа при воздействии MRSA отно-
сительно MSSA именно в классических моноцитах 
с фенотипом CD14+CD16¯. Таким образом, можно 
отметить, что классический тип моноцитов бы-
стрее активируется и начинает поглощать MRSA. 
При этом моноциты субпопуляций CD14+CD16+ и 
CD14lowCD16+ при низкой скорости фагоцитируют 
активнее.  

Таким образом, установлены изменения в фа-
гоцитарной реакции нейтрофильных гранулоци-
тов, моноцитов, а также в активности эозинофи-
лов периферической крови при индукции MRSA 
относительно MSSA. В результате приобретения 
устойчивости к антибиотикам изменяется рецеп-
торный аппарат бактерий вследствие модифика-
ции клеточной стенки. 
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