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Применение ферментов совместно с антибиотиками представляет перспективное направление терапии различных ин-
фекционных заболеваний, ассоциированных с биоплёнкой, в том числе и при хроническом остеомиелите. Цель работы: 
повысить чувствительность бактерий Staphylococcus spp. к ципрофлоксацину, используя трипсин для разрушения ма-
трикса биоплёнки. Биоплёнки бактерий Staphylococcus spp. (n=23) выращивали в лунках полистироловых планшетов и на 
поверхности покровных стекол. Эксперимент состоял из 4-х серий. В первой (контрольной) серии получали 72-часовую 
биоплёнку исследуемых клинических штаммов. Во второй и третьей сериях на 48- часовые биоплёнки воздействовали 
трипсином и ципрофлоксацином в концентрации 2 мкг/мл, в четвёртой - одновременно трипсином и ципрфлоксацином в 
равных соотношениях. Определяли интенсивность биоплёнкообразования на иммуноферментном анализаторе и изучали 
морфологию биоплёнок с помощью светового микроскопа. Статистический анализ полученных данных проводили с по-
мощью программы Gnumeric 1.12.17. В контрольной серии эксперимента практически вся поверхность покровного стек-
ла была покрыта плёнкой. После обработки ципрофлоксацином, матрикс биоплёнки становился более разреженным, при 
воздействии трипсином - рыхлым. Сочетанное действие трипсином и ципрофлоксацином вело к частичной деградациии 
биоплёнки, рассеиванию и уменьшению площади её матрикса. Ципрофлоксацин не ингибировал биоплёнкообразование 
клиническими изолятами S. aureus, но бактериостатически действовал на рост биоплёнок, образованных штаммами S. 
haemolyticus и S. epidermidis по сравнению с контролем. Трипсин не оказывал ингибирующего действия на S. haemolyticus, 
но снижал ативность биоплёнкообразования штаммами S. aureus и S. epidermidis. Результатом совместного действия 
ципрофлоксацина и трипсина стало снижение интенсивности биоплёнкообразования всех исследуемых штаммов 
стафилококков в 1,5-2,2 раза. Эффективность комбинированной терапии против биоплёночных форм бактерий в хро-
нических ранах не изучена. Применение ферментов, разрушающих межклеточный матрикс биоплёнки, способствует 
переходу микроорганизмов в состояние планктонных форм, что повышает эффективность проводимой антибиотико-
терапии и может позволить снизить сроки санации хронических ран.
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INHIBITION OF STAPHYLOCOCCAL BIOFILM BY TRYPSIN AND CIPROFLOXACIN
Federal State Budgetary Institution Russian Ilizarov Scientific Centre «Restorative Traumatology and Orthopaedics» of the RF 
Ministry of Health, Kurgan, Russia
The use of enzymes together with antibiotics is a promising direction in the treatment of various infectious diseases associated with 
biofilm, including chronic osteomyeliti. To increase the sensitivity of bacteria Staphylococcus sp. to ciprofloxacin, using trypsin to 
destroy the biofilm matrix. Biofilms of bacteria Staphylococcus spр. (n=23) were grown in the wells of polystyrene plates and on 
the surface of coverslips. The experiment consisted of 4 series. In the first (control) series, a 72-hour biofilm of the studied clinical 
strains was obtained. In the second and third series, 48-hour biofilms were exposed to trypsin and ciprofloxacin at a concentration 
of 2 μg/ml; in the fourth series, they were simultaneously treated with trypsin and ciprofloxacin in equal proportions. The intensity 
of biofilm formation was determined on an enzyme immunoassay analyzer and the biofilm morphology was studied using a light 
microscope. Statistical analysis of the obtained data was carried out using the Gnumeric 1.12.17 program. In the control series of 
the experiment, almost the entire surface of the coverslip was covered with a film. After treatment with ciprofloxacin, the biofilm 
matrix became sparser, and when exposed to trypsin, it became loose. The combined action of trypsin and ciprofloxacin led to 
partial degradation of the biofilm, dispersion and reduction in the area of its matrix. Ciprofloxacin did not inhibit biofilm formation 
by clinical isolates of S. aureus, but had a bacteriostatic effect on the growth of biofilms formed by strains of S. haemolyticus and S. 
epidermidis compared to the control. Trypsin had no inhibitory effect on S. haemolyticus, but at the same time reduced the activity 
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of biofilm formation by strains of S. aureus and S. epidermidis. The result of the combined action of ciprofloxacin and trypsin was 
a decrease in the intensity of biofilm formation of all studied strains of Staphylococcus spр. by 1.5-2.2 times. The effectiveness of 
combination therapy against biofilm forms of bacteria in chronic wounds has not been studied. The use of enzymes that destroy the 
intercellular matrix of the biofilm contributes to the transition of microorganisms to the state of planktonic forms, which increases 
the effectiveness of antibiotic therapy and can reduce the time of rehabilitation of chronic wounds.
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Введение. Бактерии рода Staphylococcus - лидеры 
по частоте встречаемости при хроническом остеоми-
елите [1-3]. Наличие факторов патогенности (микро-
капсулы, адгезинов, протеина А, ферментов агрессии, 
коагулазы, нейраминидазы, фибринолизина, гиалуро-
нидазы, экзотоксинов и др.) позволяет стафилокок-
кам уклоняться от воздействия защитных механизмов 
врождённого иммунитета [4, 5]. Бактерии рода Staph-
ylococcus формируют биоплёнки, в составе которых 
микроорганизмы обмениваются сигналами, посту-
пающими из окружающей среды, и при достижении 
определённой концентрации способны изменять свой 
метаболизм, повышая шансы на выживание [5, 6]. Ос-
новное свойство биоплёнок - высокая устойчивость 
к антимикробным препаратам (АМП), что в значи-
тельной степени связано со строением внеклеточно-
го матрикса [4, 6-9]. Дисперсия бактерий биоплёнки 
приводит к рецидиву инфекционного процесса. При 
этом АМП, высокоактивный в отношении планктон-
ных клеток in vitro, оказывается не эффективным in 
vivo в борьбе с биоплёнкой [4, 9, 10].

Одним из эффективных подходов к эрадикации 
биоплёнки считается разрушение её матрикса, в ре-
зультате чего бактерии становятся более восприим-
чивыми к иммунной системе хозяина и АМП [7, 11]. 
Особое внимание в контексте разрушения матрикса 
биоплёнки привлекает использование ферментов, эф-
фективность которых зависит от его состава [11-14]. 
В стафилококковых биоплёнках соотношение поли-
сахаридов, белков, эДНК может варьировать в зави-
симости от наличия питательных веществ, окружаю-
щей среды хозяина и других условий, что позволяет 
использовать широкий спектр экзоферментов для 
воздействия на определённые компоненты матрикса 
[4,7].

Применение ферментов совместно с АМП пред-
ставляет перспективное направление терапии различ-
ных инфекционных заболеваний, ассоциированных с 
биоплёнкой, в том числе и при хроническом остеоми-
елите.

Цель работы: повысить чувствительность бакте-

рий Staphylococcus spp. к ципрофлоксацину, исполь-
зуя трипсин для разрушения матрикса биоплёнки.

Материал и методы. Объект исследования – кли-
нические штаммы Staphylococcus spp. (n=23), выде-
ленные из биоматериала ран и свищей пациентов с 
хроническим остеомиелитом.

Идентификацию микроорганизмов проводили на 
автоматическом бактериологическом анализаторе 
MicroScan WalkAway Plus System (Siemens, США) с 
использованием грамположительных панелей - Pos. 
Combo 33 (PC 33) в соответствии с критериями CLSI 
[15]. В качестве контроля использованы референтные 
штаммы Staphylococcus aureus АТСС 26213, Staphylo-
coccus epidermidis АТСС 14990.

Биоплёнки исследуемых микроорганизмов вы-
ращивали в лунках полистироловых планшетов и на 
поверхности покровных стекол по ранее описанной 
методике [16]. Эксперимент состоял из 4-х серий. В 
первой (контрольной) серии получали 72-часовую 
биоплёнку исследуемых клинических штаммов. Во 
второй и третьей сериях на 48-часовые биоплёнки 
воздействовали трипсином и ципрофлоксацином в 
концентрации 2 мкг/мл соответственно, в четвёртой 
- одновременно трипсином и ципрфлоксацином в рав-
ных соотношениях. Через 24 часа оценивали актив-
ность биоплёнкообразования на иммуноферментном
анализаторе «Biotek ELx808» (США).

Изучение морфологии биоплёнки, полученной на 
поверхности покровного стекла, проводили с помо-
щью светового микроскопа Axio Lab.A1 и модульного 
программного обеспечения ZEN («Carl Zeiss», Герма-
ния).

Статистический анализ полученных данных про-
водили с помощью программы Gnumeric 1.12.17. Ис-
пользованы показатели описательной статистики: 
медиана (Ме), квартили (Q25-Q75) и критерий Вилкок-
сона для определения статистической значимости. 
Различия между группами считали существенными 
при p<0,05.

Клиническое исследование проводилось в соот-
ветствии с этическими стандартами, изложенными в 
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Хельсинской декларации, с разрешения комитета по 
этике ФГБУ «Национальный медицинский исследо-
вательский центр травматологии и ортопедии имени 
академика Г. А. Илизарова».

Результаты и обсуждение. Исследована био-
плёнкообразующая способность 23 клинических 
штаммов Staphylococcus spр., принадлежащих к 3 
таксонам: S. aureus (n=10, из них 4 - MRSA), S. epider-
midis (n=8, из них 6 - MRSE), S. haemolyticus (n=5, из 
них 2 - MRSH). Среди клинических штаммов - 65% 
чувствительны к ципрофлоксацину (см. таблицу).

Чувствительные к ципрофлоксацину штаммы
Штаммы Количество штаммов, n
S. aureus 7

S. epidermidis 5
S. haemolyticus 3

Средняя биоплёнкообразующая способность бак-
терий Staphylococcus spр. составляла 0,380 (0,358; 
0,434) ед. опт. пл. (рис. 1.) Воздействие ципрофлокса-
цина и трипсина по отдельности на сформированную 
биоплёнку бактерий вело к снижению оптической 
плотности относительно первоначальных значений 
и составило 0,308 (0,276; 0,414) ед. опт. пл. и 0,231 
(0,211; 0,309) ед. опт. пл., соответственно. При со-
вместном воздействии трипсина с ципрофлоксаци-
ном активность биоплёнкообразования снижалась в 
1,7 раза.

Рис. 1. Биоплёнкообразующая способность бактерий Staphylococcus spр.
Здесь и на рис. 3,4: по оси абсцисс - препарат; по оси ординат - оптиче-
ская плотность.

Изменения в морфологии биоплёнки, наблюдае-
мые с помощью световой микроскопии, представле-
ны на рис. 2, а – г. В контроле практически вся по-
верхность покровного стекла покрыта плёнкой (рис 
2, а). После обработки ципрофлоксацином, матрикс 
биоплёнки становился более разреженным (рис. 2, 
б). При воздействии трипсином биоплёночный ма-
трикс становился рыхлым, увеличивалась площадь 
и количество пустот в матриксе, появлялись отдель-
но лежащие клетки (рис. 2, в). Совместное действие 
трипсином и ципрофлоксацином вело к частичной 
деградациии биоплёнки, рассеиванию и уменьшению 
площади её матрикса (рис. 2, г).

Рис. 2. Морфология биопленки, образованной клиническим штаммом MRSE на поверхности покровного стекла.
а - морфология биопленки через 72 ч; б - морфология 48-часовой биопленки через 24 ч после обработки ее поверхности раствором ципрофлоксацина 
в дозе 2 мг/мл.;
в - морфология 48-часовой биопленки через 24 ч после обработки ее поверхности  трипсином в дозе 2 мг/мл; г - морфология 48-часовой биопленки 
через 24 ч после обработки ее поверхности трипсином и ципрофлоксацином.
Световая микроскопия, об. х40. Окраска генциановым фиолетовым.
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Ципрофлоксацин незначительно снижал актив-
ность биоплёнкообразования чувствительных к нему 
штаммов (рис. 3.). Трипсин оказывал бактериоста-
тическое действие, снижая уровень биоплёнкообра-
зования как чувствительных, так и резистентных к 
ципрофлоксацину штаммов в 1,7 и 1,4 раза соответ-
ственно. При сочетанном действии трипсина и ци-
профлоксацина активность биоплёнкообразования 
чувствительных к препарату штаммов составляла 
0,189 (0,171; 0,247) ед. опт. пл., резистентных штам-
мов - 0,257 (0,201; 0,259) ед. опт. пл.

Рис. 3. Активность биоплёнкообразования бактерий Staphylococcus spр. в 
зависимости от чувствительности к циплофлоксацину.

90% исследуемых штаммов обладали 
высокоадгезивными свойствами. Ципрофлоксацин не 
ингибировал биоплёнкообразование клиническими 
изолятами S. aureus, но бактериостатически действовал 
на рост биоплёнок, образованных штаммами S. hae-
molyticus (р=0,006) и S. epidermidis (р=0,005) по срав-
нению с контролем (рис. 4.). Трипсин не оказывал 
ингибирующего действия на S. haemolyticus, в то 
же время снижал ативность биоплёнкообразования 
штаммами S. aureus (р=0,00004) и S. epidermi-
dis (р=0,02). Результатом сочетанного действия 
ципрофлоксацина и трипсина стало снижение 
интенсивности биоплёнкообразования всех 
исследуемых штаммов стафилококков в 1,5-2,2 раза.

Рис. 4. Влияние трипсина и ципрофлоксацина на активность биоплёнко-
образования штаммами S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus.

Одной из актуальных задач фармакологии на се-
годняшний день является разработка препаратов, 
ингибирующих рост бактериальной плёнки, либо 
способствующих её разрушению [9, 11-13]. Биоплён-
ка - сложно организованные сообщества бактерий, 
окруженные биополимерным матриксом, служащим 
защитой от внешних воздействий [5-8]. Эксперимен-
тально доказано, что планктонные формы стафило-
кокков в течение 2-4 часов образуют прочно присо-
единенные микроколонии, после чего вовлекаются 
в полноценные биоплёнки, процесс формирования 
которых занимает, в среднем, 2-4 дня [17]. Резистент-
ность микроорганизмов биоплёнки может быть об-
условлена ограниченным проникновением АМП в 
матрикс, экспрессией невыявленных генов резистент-
ности, образованием клеток-персистеров, на которые 
АМП не действуют, и другими факторами [10, 18].

Механическое удаление считается наилучшим 
способом уменьшения биомассы, однако в виду слож-
ной визуализации биоплёнки, до сих пор не опреде-
лён наиболее эффективный для этого метод [18]. Сре-
ди других способов - применение дезинфектантов, 
которые могут как стимулировать, так и разрушать 
матрикс биоплёнки [19]. Применение биоцидов, про-
никающих внутрь биоплёнки и подавляющих рост 
микроорганизмов, активно изучается в настоящее 
время [20]. Имеются данные о способности фермен-
тов разрушать матрикс биоплёнки [11-13]. Показана 
высокая эффективность трипсина в отношении био-
плёнок S. aureus - P. aeruginosa, по сравнению с дру-
гими ферментами [21]. Установлено, что выражен-
ность деградации биоплёнки от трипсина зависит от 
его концентрации и длительности воздействия [22]. 
Поскольку матрикс биоплёнки способствует разви-
тию устойчивости к АМП, предполагают, что осво-
бодившиеся после деградации планктонные клет-
ки будут более чувствительны к АМП. Получены и 
противоположные результаты, согласно которым фер-
менты как снижают, так и усиливают антимикробную 
активность АМП [21, 23]. Показан эффект от воз-
действия пектиназы и субтилизина на биоплёночную 
форму Escherichia coli, химотрипсина на биоплёнки 
Staphlococcus aureus [14]. Идентифицировано соеди-
нение QQ-2, оказывающее ингибирующее действие 
на формирование биоплёнки грамположительными 
бактериями [24]. Для разрушения матрикса биоплён-
ки нами использован протеолитический фермент - 
трипсин. Согласно полученным данным, трипсин при 
сочетанном действии с ципрофлоксацином способ-
ствует снижению интенсивности биоплёнкообразова-
ния штаммами стафилококков.

Заключение. Эффективность комбинированной 
терапии против биоплёночных форм бактерий в хро-
нических ранах не изучена. Применение ферментов, 
разрушающих межклеточный матрикс биоплёнки, 
способствует переходу микроорганизмов в планктон-
ную форму, что повышает эффективность проводи-
мой антибиотикотерапии и может позволить снизить 
сроки санации хронических ран.
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