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Робота виконана у рамках держбюджетної теми 
№1-294-15  «Структурно-функціональні властивості 
природних мікробіоценозів та механізми біологічної 
дії мікробних препаратів». 

Вступ. За останні роки накопичено багато ін-
формації про бактеріальні біоплівки. Так, показано, 
що біоплівки  – це високовпорядковані спільноти 
бактерій, що формуються на біологічних або штуч-
них поверхнях [13] в результаті адгезії, росту і роз-
множення мікроорганізмів і утворення позаклітин-
ного полісахаридного матриксу, який виробляється 
самими мікробами для захисту. Самі бактерії скла-
дають лише 5-35% маси біоплівки, інша її частина – 
це міжбактеріальний матрикс, який може станови-
ти більше 90% від загального органічного вуглецю 
біоплівок [11]. Мікроорганізми утворюють біоплівку 
як  у природі, так і в організмі господаря, що ство-
рює великі проблеми у медичній практиці та у різних 
галузях господарської діяльності. Особливо це сто-
сується умовно-патогенних бактерій, золотистого 
стафілокока, зокрема.

Відомо, що від 67% до 78% клінічних ізолятів 
S.  aureus можуть формувати біоплівки. Основними 
структурними компонентами матриксу біоплівки зо-
лотистого стафілокока є екзополісахариди, також 
до складу можуть входити білки, гліколіпіди і бакте-
ріальна ДНК [8,16].

Головним елементом полісахаридного матриксу 
стафілококів є полісахаридний міжклітинний адге-
зин PIA (Polysaccharide Intercellular Adhesin), який 
бере участь як у клітинній субстратній адгезії, так 
і в подальшому формуванні клітинних кластерів. PIA 
ініціює гемаглютинацію і перешкоджає фагоцито-
зу за рахунок активації бактеріальної агрегації [5]. 
Полісахаридний матрикс грає важливу роль у фор-
муванні антибіотикорезистентності стафілококів 
у складі біоплівок. Поверхнева оболонка і компо-
ненти матриксу біоплівки перешкоджають доступу, 
зв’язують та інактивують протимікробні препарати. 
Тому зараз актуальним є питання про пошук до-
даткових або альтернативних антибіотикам засобів 
у боротьбі з бактеріальними біоплівками. Перспек-
тивним у цьому сенсі може стати застосування фа-
гових лікувальних препаратів, які здійснюватимуть 
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ефект за рахунок руйнування полісахаридного ма-
триксу кодованими фагами полісахариддеполіме-
разами [14]. 

Метою роботи було вивчення взаємозв’язку між 
хімічним складом позаклітинного матриксу та впли-
вом бактеріофагів на біоплівки штамів S. aureus чут-
ливих і резистентних до цефотаксиму та азитромі-
цину.

Об’єкт і методи дослідження. Для реаліза-
ції мети роботи були відібрані 2  плівкоутворюючих 
штами S. aureus з колекції культур кафедри мікро-
біології, вірусології та біотехнології Дніпропетров-
ського національного університету ім. О. Гончара. 
Один з них був чутливим до цефотаксиму та азитро-
міцину, інший – резистентним. Вибір цих антибіоти-
ків був зумовлений тим, що цефотаксим пригнічує 
синтез клітинної стінки та потенційно може пригні-
чувати синтез полісахаридного компоненту матрик-
су, тоді як азитроміцин є блокатором синтезу білка 
та потенційно може пригнічувати синтез білкового 
компоненту матриксу біоплівок.

Вплив лікувальних препаратів бактеріофагів 
на процес плівкоутворення визначали за змінами 
кількості клітин у біоплівці та оптичної густини біо-
плівок. Для визначення кількості клітин у біоплівці 
1  мл суспензії досліджуваної культури з вмістом 
клітин 1X104 КУО/мл. засівали у 6-лункові планше-
ти у 1 мл МПБ. В одну з лунок вносили тільки МПБ 
(2  мл) і використовували її як контроль стериль-
ності. Планшети з дослідними зразками інкубували 
за температури 37°С протягом 72 годин. На сфор-
мовані біоплівки вносили 1  мл стандартного пре-
парату бактеріофагів та інкубували ще 24  години. 
Після інкубації з лунок планшету видаляли залиш-
ки поживного середовища. Вміст лунок промива-
ли тричі 0,5% ізотонічним розчином NaCl. Потім 
у лунки вносили по 1  мл розчину натрія додецил-
сульфату (0,004 моль/дм3) на 15 хв для руйнування 
міжклітинних зв’язків та зв’язку біоплівки з поверх-
нею пластика. Вміст лунок відбирали та вносили 
у стерильні пластикові пробірки та центрифугували 
тричі протягом 10 хв при 5000 об/хв. Після кожного 
центрифугування рідку фазу відбирали та вносили 
ізотонічний розчин NaCl. Для визначення кількості 
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клітин у біоплівці робили 10-кратні розведення 
(0,1 мл суспензії вносили у пробірку з 0,9 мл 0,5% 
ізотонічного розчину NaCl). Висів робили з кожного 
розведення на чашки Петрі з МПА по 0,1 мл. Посіви 
інкубували протягом 24 годин, підраховували кіль-
кість КУО у 1  мл проби та порівнювали з кількістю 
клітин у необробленій фагами біоплівці.

Для визначення зміни оптичної густини під дією 
препаратів бактеріофагів добову культуру досліджу-
ваних штамів розводили у 0,5% фізіологічному роз-
чині за стандартом мутності 1X109  КУО/мл. Отри-
ману суспензію в кількості 50  мкл вносили в  лунки 
96-лункового планшета, що містили 150 мкл м’ясо-
пептонного бульйону. Планшети інкубували у тер-
мостаті при температурі 37°С 72  години. Фаги до-
давали на сформовані 72-годинні біоплівки. Через 
24  години після внесення фага з лунок видаляли 
залишки поживного середовища, тричі промива-
ли дистильованою водою (по 200  мкл), фіксували 
96°  етиловим спиртом (50  мкл) та фарбували роз-
чином кристалічного фіолетового (50  мкл) протя-
гом 2 хвилин. Потім барвник видаляли та тричі про-
мивали дистильованою водою (200  мкл). Оптичну 
густину визначали на мікропланшетному фотометрі 
SUNRISE, Tecan (Австрія), у режимі вимірювання 
«Поглинання», режимі зчитування «Нормальний» та 
довжині хвилі 620 нм з використанням програмного 
забезпечення Magellan.

Для вивчення хімічної будови позаклітинного ма-
триксу біоплівок S. aureus використовували речови-
ни, що забезпечують специфічну деструкцію різних 
компонентів матриксу [8,12]. Засів та інкубацію про-
водили як наведено вище. Після 72  годин інкубації 
з лунок видаляли залишки поживного середовища, 
додавали 50  мкл розчину ферментів: протеїназу К 
(Amresco, США) та ДНКазу (Fermentas, Литва) у кон-
центрації 250 мкг/мл, трипсин (Merck Farma, Німеч-
чина) – у концентрації 250 мкг/мл та 50 мкл розчину 
періодату натрія (натрія йоднокислого мета) у кон-
центрації 40 мМ. Біоплівки з ферментами інкубували 
60 хв за температури 37°C. У якості контролю вико-
ристовували Tris-Cl-буфер (pH 7,5) без ферментів. 
Біоплівки з періодатом натрія інкубували 23 год при 
4°С. У якості контроля використовували дистильо-
вану воду. Після інкубації з лунок видаляли речови-
ни-деструктори, тричі промивали дистильованою 
водою (по 200 мкл), фіксували 96° етиловим спиртом 
(50 мкл) та фарбували розчином кристалічного фіо-
летового (50 мкл) протягом 2 хвилин. Потім барвник 
видаляли та тричі промивали дистильованою водою 
(200 мкл). Оптичну густину визначали на мікроплан-
шетному фотометрі SUNRISE, Tecan (Австрія), у ре-
жимі вимірювання «Поглинання», режимі зчитування 
«Нормальний» та довжині хвилі 620 нм з використан-
ням програмного забезпечення Magellan. Резуль-
тати виражали у процентах відносно контрольних 
зразків [2].

Статистичну обробку результатів проводили для 
рівня значущості 0,05  з використанням програм 
Origin Lab Pro 7.0.

Результати досліджень та їх обговорення. 
При вивченні впливу препарату «Бактеріофаг стафі-
лококовий рідкий» на 72-годинні біоплівки досліджу-

ваних штамів було визначено, що для чутливого до 
цефотаксиму та азитроміцину штаму спостерігало-
ся зменшення оптичної густини елюйованого 72-го-
динною біоплівкою барвника на 19,1%, тоді як кіль-
кість клітин у біоплівці зменшувалася у 253,0 разів. 
Для біоплівок резистентного до цефотаксиму та 
азитроміцину штаму визначали більший вплив ста-
філококового бактеріофагу, він призводив до зни-
ження оптичної густини на 33,9%, кількість клітин 
при цьому зменшувалася у 393,6 разів. 

Видалення зрілих біоплівок є головним завдан-
ням терапії, оскільки саме такі плівки є основою па-
тогенетичного процесу. Здатність матриксу активно 
зв’язувати і уповільнювати дифузію антибіотиків 
крізь біоплівку призводить до неповного усунення 
мікроорганізмів, що у свою чергу сприяє їх вижи-
ванню і формуванню хронічних процесів [1]. Вплив 
на стафілококові біоплівки може бути спрямова-
ний на руйнування позаклітинного полісахаридного 
матриксу. Подібне лікування, що має впливати на 
структуру біоплівки, є більш ефективним ніж стан-
дартна антибактеріальна терапія. Ще Doolittle та 
інші [9] у 1996  р. описали, що потомство фага по-
ширюється радіально вздовж всієї біоплівки, зара-
жаючи сусідні клітини і руйнуючи матрикс біоплівки. 
Для цього фаги виробляють деполімерази, які здатні 
руйнувати матрикс біоплівок [3,7], що в значній мірі 
залежить від структури полімерного матриксу. Тому 
важливим етапом нашого дослідження було вивчен-
ня біохімічного складу полімерного матриксу стафі-
лококових біоплівок.

Вивчення природи матриксу біоплівок базувало-
ся на специфічній деструкції різних його компонен-
тів. Для визначення у складі біоплівок частки екзо-
полісахаридів застосовували обробку сформованих 
72-годинних плівок періодатом натрія. Було вияв-
лено, що після неї відбувалося зменшення оптичної 
густини елюйованого барвника на 47,00 ± 2,87% для 
чутливого до антибіотиків штаму та 59,02 ± 2,10% – 
для резистентного. 

Для визначення наявності білків у складі матрик-
су використовували протеїназу К та трипсин. Вста-
новлено, що після внесення на 72-годинну біоплівку 
протеїнази К показники оптичної густини елюйова-
ного барвника, що затримувався біоплівкою, зни-
жувалися на 8,52 ± 1,72% від контролю 72-годинної 
біоплівки без внесення ферменту для чутливого до 
антибіотиків штаму та на 3,52 ± 1,11% – для резис-
тентного. При внесенні трипсину зниження показни-
ків оптичної густини елюйованого барвника також 
було невеликим  – 12,16  ± 1,49% для чутливого до 
антибіотиків штаму та на 7,20 ± 2,12% – для резис-
тентного.

Також визначали вміст у матриксі позаклітин-
ної ДНК. Для цього до вже сформованої 72-годин-
ної біоплівки вносили фермент ДНК-азу. Було по-
казано зменшення оптичної густини біоплівок на 
15,72  ± 2,55% від контролю 72-годинної біоплівки 
без внесення ферменту для чутливого до антибіоти-
ків штаму та на 14,50 ± 1,33% – для резистентного 
(рис.). 

Порівнюючи отримані результати з відомими 
даними [8,21], можна припустити, що матрикс до-
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сліджених стафілококових біоплівок складається пе-
реважно з полісахаридного матеріалу, який містить 
ДНК і домішки білків. Це не суперечить літературним 
даним [10,11,18,19], в яких вказується на існування 
штамів S. aureus з різними типами матриксу. 

У ряді досліджень взаємодії фага і біоплівок по-
казано здатність фага руйнувати екзополісахариди 
біоплівки і заражати клітини біоплівки [6]. Ще Adams 
and Park [4] у 1956 році запропонували використо-
вувати фагові полісахариддеполімерази для руйну-
вання бактерійних екзополісахаридів. Ці ферменти 
приєднані до фагової базальної пластинки у вигляді 
шипів [15]. Капсульний матеріал може служити вто-
ринним рецептором і забезпечувати зв’язування 
фага, поки йде розчинення полімеру, а потім фаг 
отримує можливість досягти зовнішньої оболонки 
клітини, зв’язатися з рецептором та інфікувати клі-
тину. В подальшому ряд авторів [17,20] підтверди-
ли, що геном бактеріофага містить гени, експресія 
яких приводить до синтезу специфічних руйнуючих 
ферментів – полісахариддеполімераз, що підвищує 
мобільність бактеріофагів при контакті з полімерною 
субстанцією. Фаги, які використовують позаклітинні 
деполімерази, руйнують достатню частину матрик-
су, щоб зробити уразливими занурені в біоплівки 
бактерії.

Тому, визначення домінуючої кількості екзопо-
лісахаридів у матриксі досліджених біоплівок і ві-
домості про кодування фагами ферментів деполі-
мераз, які руйнують полісахари у складі матриксу, 
дозволяють припустити, що виявлений вплив на біо-
плівки золотистого стафілококу був спровокований 
саме цим способом.

Висновки
Встановлено, що для чутливого до цефотаксиму 

та азитроміцину штаму при обробці біоплівок пе-

ріодатом натрія спостерігали зменшення оптичної 
густини елюйованого барвника на 47,00  ± 2,87%, 
а для резистентного  – 59,02  ± 2,10% порівняно 
з  контролем необробленої біоплівки. При обробці 
біоплівок протеїназою К оптична густина знижува-
лася на 8,52 ± 1,72% для чутливого штаму та 3,52 ± 
1,11% – для резистентного, а при обробці трипси-
ном  – на 12,16  ± 1,49% та 7,20  ± 2,12% відповід-
но. Обробка ДНКазою призводила до зменшення 
оптичної густини на 15,72 ± 2,55% та 14,50 ± 1,33%. 
Це свідчить, що основним компонентом у складі 
матриксу біоплівок досліджених штамів є екзополі-
сахариди, причому їх кількість на 12,02% вище у ре-
зистентного до антибіотиків штаму. Крім того, при 
внесенні стафілококового бактеріофагу на біоплів-
ки дослідних штамів відмічали зниження оптичної 
густини елюйованого барвника на 19,1% та кіль-
кості клітин у біоплівці до 253,0 разів для чутливо-
го до антибіотиків штаму і на 33,9% та 393,6 разів 
відповідно – для резистентного. З чого можна зро-
бити висновок про залежність інтенсивності впливу 
препаратів бактеріофагів на біоплівки досліджених 
штамів S. аureus від кількості екзополісахаридів 
у складі їх матрикса.

Перспективи подальших досліджень
Отримані результати свідчать про ефективність 

використання лікувальних препаратів бактеріофагів 
для контролю росту біоплівок штамів золотистого 
стафілокока, матрикс яких складається з великої 
кількості екзополісахаридів. 

З метою пригнічення утворення біоплівок необ-
хідним є дослідження взаємозв’язку складу матрик-
су з чутливістю до антибіотиків та пошук лікувальних 
препаратів, здатних інгібувати продукцію екзополі-
сахаридів.
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Рис. Інтенсивність впливу специфічних речовин-деструкторів на матрикс
у порівнянні з контролем необробленої біоплівки.
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УДК 579.61:616-095
ВПЛИВ СТАФІЛОКОКОВОГО БАКТЕРІОФАГУ НА БІОПЛІВКИ ШТАМІВ STAPHYLOCOCCUS AUREUS 

ЧУТЛИВИХ І РЕЗИСТЕНТНИХ ДО ЦЕФОТАКСИМУ ТА АЗИТРОМІЦИНУ ЗАЛЕЖНО ВІД ХІМІЧНОГО 
СКЛАДУ ЇХ МАТРИКСУ

Воробєй Є. С., Воронкова О. С., Вінніков А. І.
Резюме. При дослідженні складу матриксу біоплівок штамів S. аureus визначено, що при обробці плі-

вок періодатом натрія оптична густина елюйованого барвника знижувалася на 47,00 ± 2,87% для чутливо-
го до цефотаксиму та азитроміцину штаму та 59,02 ± 2,10% – для резистентного, що вказує на переваж-
ний вміст екзополісахаридів і співпадає з найбільшим впливом на біоплівки стафілококового бактеріофагу 
(зниження оптичної густини на 19,1% та кількості клітин у 253,0 рази для чутливого до антибіотиків штаму 
і на 33,9% та 393,6 рази відповідно – для резистентного). При обробці біоплівок протеїназою К оптична 
густина знижувалася на 8,52 ± 1,72% для чутливого штаму та 3,52 ± 1,11% – для резистентного, а при об-
робці трипсином – на 12,16 ± 1,49% та 7,20 ± 2,12% відповідно. Обробка ДНКазою призводила до змен-
шення оптичної густини на 15,72 ± 2,55% та 14,50 ± 1,33%. Це свідчить, що інтенсивність впливу фагового 
препарату на біоплівки досліджених штамів S. аureus залежала від кількості екзополісахариду у складі їх 
матриксу.

Ключові слова: стафілококи, біоплівка, матрикс, екзополісахариди, оптична густина.



Вісник проблем біології і медицини – 2016 – Вип. 1, Том 1 (126) 253

МІКРОБІОЛОГІЯ

УДК 579.61: 616-095
ВЛИЯНИЕ СТАФИЛОКОККОВОГО БАКТЕРИОФАГА НА БИОПЛЕНКИ ШТАММОВ STAPHYLOCOCCUS 

AUREUS ЧУВСТВИТЕЛЬНЫХ И РЕЗИСТЕНТНЫХ К ЦЕФОТАКСИМУ И АЗИТРОМИЦИНУ В ЗАВИСИМО-
СТИ ОТ ХИМИЧЕСКОГО СОСТАВА ИХ МАТРИКСА

Воробей Е. С., Воронкова О. С., Винников А. И.
Резюме. При изучении состава матрикса биопленок штаммов S. аureus установлено, что при обработке 

пленок периодатом натрия оптическая плотность элюированного красителя снижалась на 47,00 ± 2,87% для 
чувствительного к цефотаксиму и азитромицину штамма и 59,02 ± 2,10% – для резистентного, что указыва-
ет на преобладание экзополисахаридов и совпадает с наибольшим влиянием на биопленки стафилококко-
вого бактериофага (снижение оптической плотности на 19,1% и КОЕ/мл в 253,0 раза для чувствительного 
к антибиотикам штамма и на 33,9% и 393,6 раза соответственно – для резистентного). При обработке пле-
нок протеиназой К оптическая плотность снижалась на 8,52 ± 1,72% для чувствительного штамма и 3,52 ± 
1,11% – для резистентного, а при обработке трипсином – на 12,16 ± 1,49% и 7,20 ± 2,12% соответственно. 
Обработка ДНКазы приводила к уменьшению оптической плотности на 15,72 ± 2,55% и 14,50 ± 1,33%. Это 
свидетельствует о зависимости интенсивности воздействия фагового препарата на биопленки исследо-
ванных штаммов S. аureus от количества экзополисахарида в составе их матрикса.

Ключевые слова: стафилококки, биопленка, матрикс, экзополисахариды, полисахариддеполимеразы.

UDC 579.61: 616-095
AN INFLUENCE OF STAPHYLOCOCCAL BACTERIOPHAGE ON BIOFILM OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS 

STRAINS SENSITIVE AND RESISTANT TO CEFOTAXIME AND AZITHROMYCIN, DEPENDING ON CHEMICAL 
COMPOSITION OF MATRIX

Vorobey E. S., Voronkova O. S., Vinnikov A. I.
Abstract. Removal of mature biofilms is the main task of therapy, because biofilms are the basement of the 

pathogenic process. The ability of active matrix to bind antibiotics or reduce the diffusion through the biofilm leads 
to incomplete removal of microorganisms, which attend to their survival and formation of chronic processes. An 
influence on staphylococcal biofilms can be done by destruction of extracellular polysaccharide matrix. This treat-
ment, which may influence on the structure of the biofilm, is more effective than standard antibiotic therapy. It was 
established that the phage progeny spread radially through the biofilm, infecting neighboring cells and destroying 
the biofilm matrix. For this purposes phages producing the depolimerase, which may destroy biofilms matrix that is 
significantly depends on the structure of the polymer matrix.

It was showed that the effect of the drug «Bacteriophage staphylococcal liquid» on 72-hour biofilms of investi-
gated strains, sensitive to cefotaxime and azithromycin, characterized by decreasing of absorbance level of eluted 
dye on 19.1%, while the number of cells in the biofilm decreased in 253.0 times. More significant effect of staphy-
lococcal bacteriophage was determined for biofilms of strains, resistant to cefotaxime and azithromycin. This effect 
characterized as a decrease of optical density on 33.9%, while the number of cells decreased in 393.6 times.

An important step of our research was to study the biochemical composition of the polymer matrix of staphy-
lococcal biofilms. Study the composition of biofilms matrix based on the specific destruction of it components. 
The percent of exopolysaccharides in the composition of biofilms matrix, formed by 72-hour, was determine by 
treatment of sodium periodate. It was found that after treatment the decreasing of optical density of eluted dye at 
47.00 ± 2.87% for antibiotic sensitive strain and 59.02 ± 2.10% – for resistant took place. The presence of proteins 
was determine by using of proteinase K and trypsin. After treatment of the 72-hour biofilm by proteinase K absor-
bance of eluted dye, delayed by biofilm, decreased on 8.52 ± 1.72% compare to 72-hour control biofilm without 
enzyme adding for sensitive to antibiotic strain and on 3.52 ± 1.11% – for resistant strain. After trypsin adding de-
crease of absorbance of eluted dye was less – 12.16 ± 1.49% for sensitive to antibiotic strain and 7.20 ± 2.12% – for 
resistant. The content of the extracellular matrix DNA was determined with use of DNAase. The decrease of biofilms 
absorbance on 15.72 ± 2.55% compare to control biofilm for strain sensitive to antibiotic and 14.50 ± 1.33% – for 
resistant. This indicate that the main component of the biofilm matrix of studied strains are exopolysaccharides, and 
their number are on 12.02% higher in the antibioticresistant strain.

The results demonstrate the effectiveness of the phages drugs use to control the growth of biofilms formed by 
Staphylococcus aureus strains, the matrix of that consisting of a large number of exopolysaccharide. For inhibition 
of the biofilmformation the study of the relation of matrix structure and sensitivity to antibiotics is necessary and the 
search of therapeutic drugs capable to inhibit the production of exopolysaccharides is main task of microbiology.

Keywords: staphylococci, biofilm, matrix, exopolysaccharides, polysacchariddepolimerase.
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