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Connection of the publication with planned re-
search works.

The presented work is a fragment of scientific re-
search within the framework of the initiative research 
work “The use of bacteriophages to counteract antibi-
otic-resistant variants of Klebsiella pneumoniae”, state 
registration number 0123U100951.

Introduction. 
In modern medicine, the problem of antibiotic re-

sistance is becoming increasingly critical. According to 
the World Health Organization (WHO), the rising resis-
tance of pathogenic bacteria to antibiotics threatens to 
nullify decades of progress in the treatment of infec-
tious diseases. In this context, bacteriophages – virus-
es capable of selectively infecting and lysing bacteria 
– emerge as a promising complement to traditional an-
timicrobial therapy.

Bacteriophages can effectively eliminate antibiot-
ic-resistant bacterial strains, making them a valuable 
tool in combating infections caused by multidrug-resis-
tant microorganisms [1, 2, 3]. The use of bacteriophag-
es also opens up opportunities for combination thera-
py, where the simultaneous application of phages and 
antibiotics can help overcome bacterial resistance or 
enhance treatment efficacy [4, 5]. Interest in bacterio-
phages in medicine is also growing due to advances in 
biotechnology, which enable the development of per-
sonalized phage preparations for treating specific infec-
tions in particular patient groups. In some countries, 
commercially available phage preparations are already 
in use, and scientific research in this field is rapidly ex-
panding [6].

Unfortunately, despite the development of com-
mercial phage-based preparations, there is still an in-
sufficient understanding of the mechanisms of bacte-
riophage interactions with bacterial cells, which poses 
certain limitations on their medical application.

When bacteriophages are introduced together with 
susceptible bacterial hosts into a semi-solid nutrient 
agar medium, they form lysis zones, or plaques, which 
vary in morphology, size, and appearance. It is gener-

ally believed that each plaque represents the replica-
tion zone of a single viral particle. The nature of phage 
plaques has been the subject of research by many sci-
entists, who have developed numerous mathematical 
models based on their findings [7, 8]. The formation 
of bacteriophage plaques occurs in several phases: pri-
mary adsorption, when the phage attaches to the bac-
terial host cell wall; the initial cycles of viral replication; 
the plaque expansion phase, during which neighboring 
cells become infected; and the final phase, when phage 
replication ceases due to the bacterial lawn transition-
ing to the stationary phase.

Phage growth characteristics, including adsorption 
rate, latent period, burst size, initial lawn density, bac-
terial division rate, and the maturation of the lawn to 
the stationary phase, significantly influence plaque size. 
This is because the primary development of plaques 
occurs during the log phase of bacterial culture growth 
[8, 9]. The density of the nutrient medium also plays 
an important role in phage plaque formation. In liquid 
media, increased bacterial infection is observed due 
to the enhanced mobility of phages, which facilitates 
their interaction with bacteria. In semi-solid agar-based 
media, phage mobility is restricted after a certain peri-
od, ultimately halting the host lysis process [10].

However, in addition to phage characteristics and 
nutrient medium density, the size and morphology of 
phage plaques can also vary depending on the phage 
cultivation method, experimental conditions, as well 
as the composition and origin of the nutrient medium. 
The ideal medium is one that ensures maximum bac-
terial growth while maintaining optimal phage activity.

Some factors that promote bacterial growth may in-
hibit phage activity, while others that stimulate phage 
activity may limit the growth of bacterial hosts. Howev-
er, a balance can be achieved where both activities are 
maintained at high levels [11].

Calcium and magnesium ions also play an import-
ant role in the infection process of bacteriophages. It 
has been experimentally confirmed that infection of E. 
coli with phages T4, P1, or λ caused a temporary reduc-
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tion in intracellular levels of potassium, magnesium, 
and polyamines. During the reduction of intracellu-
lar magnesium concentration from 100 to 50 mM by 
adding the antibiotic polymyxin B to infected cells, T4 
phage infection, unlike T3 or T7, was significantly af-
fected [12]. Studies show that high concentrations of 
Ca²⁺ are required for the effective penetration of phage 
DNA into the host cell [13]. Calcium ions can also pre-
vent phage inactivation under certain conditions. For 
example, in a study with the bacteriophage φμ-4, it 
was shown that the addition of Ca²⁺ reduces the inac-
tivation of phage particles caused by chelating agents 
such as citrate [14]. Some phages require the presence 
of Ca²⁺ for successful replication and assembly of new 
virions. For example, calcium ions are absolutely es-
sential for the replication of mycobacteriophage I3 in a 
synthetic medium [15].

The significance of carbohydrates in the nutrient 
medium for phage reproduction has also been noted. 
During a study of the lysis of sensitive strains of E.co-
li K 12 with the mutant [C 57] of bacteriophage λ, it 
was observed that cells grown in a synthetic medium 
containing 1% glucose as a carbon source did not un-
dergo lysis. However, corresponding experiments using 
1% glycerol as the carbon source showed the expected 
lysis [16]. Glucose can influence the structure of the 
bacterial cell wall, particularly the glycosylation of te-
ichoic acids, which in turn determines the susceptibility 
of bacteria to phage infection [17].

The aim of the study. 
To assess the impact of specific factors on bacterio-

phage replication by determining the size, morphology, 
and number of plaques of nine different phages active 
against nine clinically significant bacterial pathogens.

Object and research methods.
The study used 9 museum (reference) strains of 

microorganisms obtained from the collections of ATCC 
(American Type Culture Collection) and DSMZ (Leibniz 
Institute DSMZ-German Collection of Microorganisms 
and Cell Cultures GmbH): Enterococcus faecalis DSM 
2570, Escherichia coli DSM 1103, Proteus mirabilis DSM 
6674, Pseudomonas aeruginosa DSM 50071, Staphy-
lococcus aureus DSM 346, Enterobacter cloacae DSM 
6234, Enterococcus faecium DSM 2146, Acinetobacter 
baumannii DSM 30007, Klebsiella pneumoniae ATCC 
700603.

Cultivation of bacterial pathogens and all phage-re-
lated experiments were performed using Nutrient agar 
(HiMedia; 5.0 g/L peptic digest of animal tissue, 1.5 
g/L meat extract, 1.5 g/L yeast extract, 5.0 g/L sodium 
chloride, 15.0 g/L agar-agar). Separate batches of me-

dium were prepared by adding 1% glucose and 50 mM 
Ca²⁺ to investigate their effects on phage reproduction.

Nine different bacteriophages active against nine 
types of microorganisms were used in the study. Bac-
teriophages were isolated from wastewater in Kyiv 
through their accumulation. The wastewater samples 
were initially centrifuged to remove solid particles. To 
100 mL of the prepared wastewater, 1 mL of the corre-
sponding bacterial culture in the early log phase and 3 
g of tryptic soy agar (Merck) were added to promote 
bacterial growth. The mixture was incubated at 37°C 
for 24 hours. After incubation, the mixture was centri-
fuged at 4,000 × g for 20 minutes at 4°C. The presence 
of bacteriophages in the supernatant was checked 
using the single-layer method. Isolated plaques were 
selected for a second round of amplification. The puri-
fication procedures were repeated at least three times 
to obtain pure phage lines. Phage suspensions were 
further purified and concentrated by polyethylene gly-
col precipitation [18]. Phage suspensions were stored 
at 4°C.

The size and morphology of the phages were exam-
ined using transmission electron microscopy (TEM). All 
work was carried out at the Electron Microscopy Lab-
oratory of the Department of Microbiology and Parasi-
tology with Fundamentals of Immunology at the Bogo-
molets National Medical University, Ministry of Health 
of Ukraine, as well as at the Collective Use Center of 
Electron Microscopes of the NAS of Ukraine. Phage 
suspensions were prepared in SM buffer with a phage 
concentration of at least 10⁹ PFU/mL. Contrast staining 
was performed using a 2% solution of phosphotung-
stic acid (pH 6.8). The exposure time in the contrasting 
solution was 1-2 minutes.

Experiments were performed in triplicate, and sta-
tistical analysis was conducted using the mean value 
and standard deviation (SD). One-way analysis of vari-
ance (ANOVA) was used to compare the average num-
ber of plaques in the media and determine the effect 
of factors on phage reproduction. A p-value of less than 
0.05 was considered statistically significant.

Research results.
All the phages used in the study were isolated from 

urban wastewater samples from Kyiv. Their specific 
activity was confirmed through the Spot test and the 
single-layer method (modification of the Gracia meth-
od). Transmission electron microscopy (TEM) analysis 
showed that the isolated bacteriophages belong to dif-
ferent morphological groups (fig. 1).

Accordingly, the study used phages representing 
three main morphotypes: Siphoviridae (phages Enb2f, 

Figure 1 – Morphological characteristics of the bacteriophages used in the experiment: A – bacteriophage Enfs 14f active against 
Enterococcus faecalis; B – bacteriophage St 12f active against Staphylococcus aureus; C – bacteriophage E44f active against Escherichia coli.
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Enfs 14f, Enfm 1f, Kl178f, Pr48f, P1Sf), Podoviridae 
(phages Ac28f, St12f), and Myoviridae (phage E44f).

To determine the impact of specific factors, particu-
larly glucose and Ca²⁺ ions, nutrient agar from HiMedia 
was used for culturing microorganisms. At the prelimi-
nary stage of the study, this medium demonstrated the 
best results in supporting plaque formation for differ-
ent types of bacteriophages.

It was experimentally confirmed that the addition 
of glucose (1%) and Ca²⁺ ions (50 mM) had different 
effects on plaque formation (size and number) in vari-
ous phages. The addition of glucose and Ca²⁺ ions did 
not affect the number or size of plaques formed by the 
Ac28f bacteriophage, active against Acinetobacter bau-
mannii. For the E44f phage, specific to Escherichia coli, 
the addition of glucose reduced the number of plaques 
from 250 to 0 (P-value<0.05), while Ca²⁺ ions increased 
the number by 115% (P-value<0.05), with no effect on 
the plaque size (control 0.4±0.05 and 0.44±0.05 in the 
experiment, P-value≥0.05). For the Enb2f phage, spe-
cific to Enterobacter cloacae, the addition of glucose 
caused a 164% increase in the number of plaques 
(P-value<0.05) with a slight increase in their diameter 
(control 2.27±0.66 and 2.67±0.39, P-value<0.05), while 
the addition of Ca²⁺ ions had no effect on the number, 
but slightly decreased their size (control 2.27±0.66 and 
2.07±0.11, P-value≥0.05).

Figure 2 – The effect of different factors on the reproduction of bacteriophage Enfs 14f.

Figure 3 – Influence of different factors on bacteriophage growth: a – Enterococcus 
faecalis DSM 2570, b – Proteus mirabilis DSM 6674. Designations: A – Nutrient agar for 
microorganism cultivation (HiMedia), B – Nutrient agar for microorganism cultivation 

(HiMedia) with the addition of glucose (1%), C – Nutrient agar for microorganism 
cultivation (HiMedia) with the addition of glucose (1%) and CaCl2 (50 mM), D – Nutrient 

agar for microorganism cultivation (HiMedia) with the addition of CaCl2 (50 mM).

In bacteriophage Enfs 14f, specific to 
Enterococcus faecalis, Ca²⁺ ions increased 
the number of plaques by 120% (P-val-
ue≥0.05) and their diameter (control 
0.53±0.09 and 0.64±0.11, P-value<0.05), 
while the addition of glucose reduced 
both their size (0.53±0.09 and 0.47±0.06, 
P-value<0.05) and the number by 10% 
(P-value≥0.05) (fig. 2 and fig. 3a). 

In bacteriophage Pr48f, specific to 
Proteus mirabilis, the addition of glucose 
caused significant inhibition of plaque 
formation: the number of plaques de-
creased by 29% (P-value<0.05), and their 
size also significantly decreased (control 
1.84±0.45 and 1.17±0.15 in the experi-
ment, P-value<0.05). The addition of Ca²⁺ 
ions did not affect the size of the plaques 

but reduced their number by 16% (P-value≥0.05), ac-
companied by the appearance of turbidity (fig. 4 and 
fig. 3b).

In the case of bacteriophage Enfm 1f, specific to En-
terococcus faecium, glucose caused a 56% decrease in 
the number of plaques (P-value<0.05) and their diame-
ter (control 2.08±0.37 and 0.66±0.05 in the experiment, 
P-value<0.05). Addition of Ca²⁺ ions increased the num-
ber of plaques by 108% (P-value≥0.05), without affect-
ing their size (control 2.08±0.37 and 2.095±0.37 in the 
experiment, P-value≥0.05). Bacteriophage Kl178f, spe-
cific to Klebsiella pneumoniae, showed no effect of glu-
cose on the number of plaques, with a slight increase 
in their size (control 1.91±0.2 and 2.11±0.07 in the ex-
periment, P-value<0.05). The addition of Ca²⁺ ions led 
to a slight increase in the number of plaques (by 112%, 
P-value≥0.05), without affecting their diameter (con-
trol 1.91±0.2 and 1.96±0.05 in the experiment).

Bacteriophage P1Sf, specific to Pseudomonas aeru-
ginosa, showed an increase in the number of plaques 
by 111% (P-value≥0.05) and their size (control 2.17±0.3 
and 2.15±0.35 in the experiment, P-value<0.05) upon 
the addition of glucose, which was accompanied by in-
tense blue-green pigment formation. Ca²⁺ ions had no 
effect on the number of plaques but slightly increased 
their size (control 2.17±0.3 and 2.39±0.45 in the exper-
iment, P-value≥0.05).

Finally, in bacteriophage St12f, specific to Staphy-
lococcus aureus, glucose caused a signifi-
cant decrease in the number of plaques by 
60% (P-value<0.05) and their size (control 
1.27±0.06 and 0.88±0.07 in the experi-
ment, P-value<0.05). Ca²⁺ ions contribut-
ed to a minimal increase in the number of 
plaques by 104% (P-value≥0.05) and their 
size (control 1.27±0.06 and 1.31±0.06 in 
the experiment, P-value≥0.05).

Discussion of research results.
The results obtained demonstrate 

the specific influence of glucose and Ca²⁺ 
ions on the plaque formation processes 
of different bacteriophages, depending 
on their morphotype and host bacteria. 
This confirms the importance of an in-
dividualized approach to optimizing the 
cultivation conditions of phages during 
their isolation and accumulation for fur-
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Figure 4 – The effect of different factors on the reproduction of bacteriophage Pr48f.

ther use in both research and phage ther-
apy of infectious diseases.

It was established that glucose has 
a significant inhibitory effect on plaque 
formation in phages E44f, Enfm 1f, Pr48f, 
and St12f, which are specific to Esche-
richia coli, Enterococcus faecium, Prote-
us mirabilis, and Staphylococcus aureus, 
respectively. In particular, for phage E44f, 
the number of plaques decreased to zero 
(P-value<0.05), indicating a strong nega-
tive impact of glucose on the phage in-
fection process. A similar trend was ob-
served for phages Pr48f and St12f, where 
the reduction in the number of plaques 
was accompanied by a significant de-
crease in their size. This may be linked to 
changes in the metabolic activity of host 
bacteria and structural modifications in the bacterial 
cell wall under the influence of glucose, which reduces 
the efficiency of phage adsorption and replication [19, 
20]. This pattern has been confirmed by experimen-
tal studies conducted by other researchers using the 
phage λ [C57] [16]. When culturing T4 phages in LB me-
dium with glucose, a decrease in phage titers was also 
observed compared to LB without glucose [11]. Some 
studies, however, indicate that the addition of glucose 
to the growth medium supports phage replication. For 
instance, Jessica Silva et al. demonstrated that an effec-
tive method for culturing phage T7 was using a minimal 
medium containing glucose – M9/glucose [21].

It should be noted that Calcium ions (Ca²⁺), pre-
dominantly promoted an increase in the number of 
plaques or their size in most of the phages studied. 
For example, for phage E44f, the number of plaques 
increased by 115% (P-value<0.05), indicating a stimu-
latory effect of Ca²⁺ ions on phage adsorption process-
es and their penetration into bacteria. Similar results 
were obtained for phages Enfs 14f and Enfm 1f, specific 
to Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium, re-
spectively. In these cases, the increase in the number 
or size of plaques suggests an improvement in the ef-
ficiency of the phage infection cycle due to enhanced 
stability of the capsid or better interaction between 
the phage and the bacterial cell surface. This pattern 
has been confirmed by a number of experimental stud-
ies. Research on the morphological changes of phage 
φX174 under the influence of Ca²⁺ ions showed chang-
es in the epitopes of phages responsible for binding to 
lipopolysaccharides on the bacterial cell wall during the 
early stages of infection in Escherichia coli [22]. Exper-
iments involving the infection of phages with radioac-
tively labeled DNA showed that at high concentrations 
of Ca²⁺, the label remained associated with the host 
cells until the onset of lysis. However, at low concen-
trations, dissociation between the phage DNA and the 
host was observed, although adsorption occurred at a 
normal rate. Therefore, a high concentration of Ca²⁺ is 
required for the penetration of phage DNA into certain 
bacterial hosts [13].

The results for the phage P1Sf, active against Pseu-
domonas aeruginosa, are particularly interesting. The 
addition of glucose slightly increased the number of 
plaques by 111% (P-value≥0.05) and promoted the for-
mation of a blue-green pigment. This may be a result 

of the activation of metabolic pathways in P. aerugi-
nosa that enhance phage replication. In this case, Ca²⁺ 
ions did not affect the number of plaques but slightly 
increased their size, indicating a specific influence of 
these factors.

Equally important are the data on the effect of 
glucose on the phage Enb2f, specific to Enterobacter 
cloacae. Here, the addition of glucose caused a 164% 
increase in the number of plaques (P-value<0.05) with 
a slight increase in their size. This may be related to 
the stimulation of the host bacterial replication, which 
in turn provides more substrate for phage replication.

The differences in the effects of glucose and Ca²⁺ 
ions on plaque formation may be explained by various 
mechanisms of interaction between phages and host 
bacteria. Glucose may alter the metabolic state of bac-
teria, affecting the synthesis of receptors for phage ad-
sorption, while Ca²⁺ ions can stabilize phage structures 
and facilitate the penetration of phage DNA into the 
host cell. Moreover, certain differences between phage 
morphotypes (Siphoviridae, Podoviridae, Myoviridae) 
may influence their sensitivity to these factors.

Conclusions.
Plaque formation is one of the key characteristics 

of bacteriophages that is actively studied within the 
scientific community. Understanding the mechanisms 
behind this process is crucial for improving phage ther-
apy and optimizing the cultivation of bacteriophages 
in laboratory conditions. Our results demonstrate that 
phage infectivity depends on the presence of specific 
components in the growth medium, highlighting the 
importance of additional laboratory research before 
their practical application in medical practice.

Prospects for further research.
Studying the impact of other chemical components, 

including different classes of carbohydrates in the com-
position of growth media, may help identify addition-
al factors influencing phage replication. Investigating 
the mechanisms through which glucose and Ca²⁺ ions 
affect the adsorption, penetration, and replication of 
bacteriophages in bacteria will provide a better under-
standing of the molecular basis of these processes.
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Вступ. 
У сучасній медицині проблема антибіотикоре-

зистентності стає все більш критичною. За даними 
Всесвітньої організації охорони здоров’я (ВООЗ), 
зростання рівня резистентності патогенних бактерій 
до антибіотиків загрожує зведенням нанівець бага-
торічних досягнень у лікуванні інфекційних захво-
рювань. У цій ситуації бактеріофаги – віруси, здатні 
вибірково інфікувати та лізувати бактерії – постають 
як перспективне доповнення до традиційної антимі-
кробної терапії.

Бактеріофаги здатні ефективно знищувати ан-
тибіотикорезистентні штами бактерій, що робить їх 
важливим інструментом у боротьбі з інфекціями, що 
спричинені мікроорганізмами з множинною лікар-
ською стійкістю [1, 2, 3]. Використання бактеріофагів 
також відкриває можливості для комбінованої тера-
пії, коли одночасне застосування фагів і антибіотиків 
дозволяє подолати бактеріальну резистентність або 
підвищити ефективність лікування [4, 5]. Інтерес до 
бактеріофагів у медицині зростає і через розвиток 
біотехнологій, які дозволяють створювати персона-
лізовані фагові препарати для лікування конкретних 
інфекцій у певній категорії пацієнтів. У деяких краї-
нах вже застосовуються комерційно доступні фагові 
препарати, а наукові дослідження у цій галузі стрімко 
розвиваються [6].

На жаль, навіть із розвитком комерційних препа-
ратів на основі фагів, все ще бракує достатнього ро-
зуміння механізмів взаємодії бактеріофагів із бакте-

ріальною клітиною, що створює певні обмеження у 
використанні фагів у медицині.

Бактеріофаги, при спільному внесенні їх з чут-
ливими бактеріями-господарями у напівтверде по-
живне агарове середовище, утворюють зони лізису, 
або бляшки, різної морфології, розміру та вигляду. 
Вважається, що кожна бляшка зазвичай представляє 
зону репродукції однієї вірусної частки. Природа фа-
гових бляшок була предметом дослідження багатьох 
науковців, які на основі отриманих результатів розро-
били численні математичні моделі [7, 8]. Формуван-
ня бактеріофагових бляшок відбувається у декілька 
фаз: первинна адсорбція, коли фаг приєднується до 
клітинної стінки бактерії-хазяїна; перші кілька циклів 
вірусного розмноження; фаза збільшення бляшки 
за рахунок інфікування сусідніх клітин; та заключна 
фаза, під час якої розмноження фагів припиняється 
через перехід бактеріального газону до стаціонарної 
фази.

Характеристики росту фагів, зокрема швидкість 
адсорбції, латентний період, розмір вибуху, почат-
кова щільність газону, швидкість поділу бактерій 
та дозрівання газону до стаціонарної фази, значно 
впливають на розмір бляшки, оскільки основний роз-
виток бляшок відбувається під час log фази росту бак-
теріальної культури [8, 9]. Додаткову роль при утво-
ренні фагових бляшок відіграє щільність поживного 
середовища. У рідкому середовищі спостерігається 
збільшене інфікування бактерій завдяки підвищеній 
мобільності фагів, що сприяє їх взаємодії з бактерія-
ми. У ніпівщільних агаризованих середовищах рухли-
вість фагів обмежується через певний інтервал часу, 
що зупиняє процес лізису господаря [10].

Однак, окрім характеристик фага та щільності по-
живного середовища, розмір і морфологія фагових 
бляшок можуть також змінюватися залежно від мето-
ду культивування бактеріофагів, умов експерименту, 
а також складу і походження поживного середовища. 

Антимікробна резистентність спричиняє зростаючий інтерес до бактеріофагів як допоміжного 
інструменту до антибіотиків. Вплив умов культивування на репродукцію фагів на сьогоднішній день 
залишається недостатньо вивченим. У цьому дослідженні оцінено вплив глюкози та іонів кальцію (Ca²⁺) 
на здатність бактеріофагів лізувати бактеріальні культури.

Для дослідження використано бактеріофаги, виділені з міських стічних вод м. Києва, що належать до 
морфотипів Siphoviridae, Podoviridae та Myoviridae. Дослідження впливу глюкози (1%) та іонів Ca²⁺ (50 mM) 
на бляшкоутворення фагів проводили шляхом додавання їх до складу поживного агару для культивування 
мікроорганізмів. Оцінку результатів проводили шляхом порівняння кількості бляшок на середовищах з 
додаванням різних факторів і без них. 

Експериментально встановлено, що глюкоза та іони Ca²⁺ по-різному впливають на формування бляшок 
у різних бактеріофагів. Глюкоза частіше пригнічувала фагову активність, тоді як іони Ca²⁺ у більшості 
випадків сприяли посиленню бляшкоутворенню (зміна кількості чи розміру бляшок). В окремих випадках 
спостерігалося посилення репродукцій бактеріофагів під дією глюкози.

Вплив різних факторів на фагову репродукції слід враховувати при виділенні та характеристиці фагів 
а також при розробці фаготерапевтичних препаратів.

Kлючові слова: бактеріофаги, бляшкоутворення, глюкоза.
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Ідеальним середовищем є те, яке забезпечує макси-
мальний ріст бактерій і оптимальну активність фагів. 

Деякі фактори, що сприяють росту бактерій, мо-
жуть пригнічувати активність фагів, тоді як інші фак-
тори, що стимулюють активність фагів, можуть об-
межувати ріст бактерій-господарів. Проте можливий 
компроміс, за якого обидві активності підтримуються 
на високому рівні [11].

Важливу роль в інфекційному процесі бактеріо-
фагів відграють також іони кальцію та магнію. Експе-
риментально було підтверджено, що інфікування E. 
coli фагами T4, P1 або λ спричиняло тимчасове зни-
ження внутрішньоклітинних рівнів калію, магнію та 
поліамінів. Під час зниження внутрішньоклітинної 
концентрації магнію зі 100 до 50 мМ шляхом дода-
вання антибіотика поліміксину B до інфікованих клі-
тин, інфекція фагом T4, на відміну від T3 чи T7, зазна-
ла значного впливу [12]. Дослідження показують, що 
високі концентрації Ca²⁺ необхідні для ефективного 
проникнення фагової ДНК у клітину-господаря [13]. 
Також іони кальцію можуть запобігати інактивації 
фагів у певних умовах. Наприклад, у дослідженні з 
бактеріофагом φμ-4 було показано, що додавання 
Ca²⁺ зменшує інактивацію фагових часток, спричи-
нену хелатуючими агентами, такими як цитрат [14]. 
Деякі фаги потребують присутності Ca²⁺ для успішної 
реплікації та збирання нових віріонів. Наприклад, 
для мікобактеріофага I3 іони кальцію є абсолютно 
необхідними для його розмноження в синтетичному 
середовищі [15].

Також було відзначено значення вуглеводів у скла-
ді поживного середовища для репродукції фагів. Під 
час дослідження лізису чутливих штамів E. coli K 12 
з мутантом [C 57] бактеріофага λ було помічено, що 
клітини, вирощені в синтетичному середовищі, що 
містить 1% глюкози як джерело вуглецю, не лізують-
ся, хоча відповідні експерименти з використанням 
1% гліцерину як джерела вуглецю показали очікува-
ний лізис [16]. Глюкоза може впливати на структуру 
клітинної стінки бактерій, зокрема на глікозилювання 
тейхоєвих кислот, що, у свою чергу, визначає сприй-
нятливість бактерій до фагової інфекції [17].

Мета дослідження.
Оцінити вплив окремих факторів на репродукцію 

бактеріофагів шляхом визначення розміру, морфоло-
гії та кількості бляшок дев’яти різних фагів, активних 
проти дев’яти видів бактеріальних патогенів із най-
більшим клінічним значенням.

Об’єкт і методи дослідження. 
У дослідженнях використано 9 музейних (еталон-

них) штамів мікроорганізмів, отриманих із колекцій 
ATCC (American Type Culture Collection) та DSMZ (Leib-
niz Institute DSMZ-German Collection of Microorgan-
isms and Cell Cultures GmbH): Enterococcus faecalis 
DSM 2570, Escherichia coli DSM 1103, Proteus mirabi-
lis DSM 6674, Pseudomonas aeruginosa DSM 50071, 
Staphylococcus aureus DSM 346, Enterobacter cloacae 
DSM 6234, Enterococcus faecium DSM 2146, Acineto-
bacter baumannii DSM 30007, Klebsiella pneumoniae 
ATCC 700603.

Культивування бактеріальних патогенів та всі 
дослідження з бактеріофагами проводилися з ви-
користанням поживного середовища Nutrient agar 
(HiMedia; пептичний перевар тваринної тканини 5,0 
г/л; м’ясний екстракт 1,5 г/л; дріжджовий екстракт 

1,5 г/л; натрію хлорид 5,0 г/л; агар-агар 15,0 г/л). Ок-
ремі серії середовищ готували з додаванням 1% глю-
кози та 50 мМ Ca²⁺ з метою дослідження їх впливу на 
репродукцію фагів. 

У дослідженні було використано дев’ять різних 
бактеріофагів, активних проти дев’яти видів мікроор-
ганізмів. Бактеріофаги виділяли зі стічних вод міста 
Києва шляхом їх накопичення. Зразки стічної води 
попередньо центрифугували для видалення твердих 
часток. До 100 мл підготовленої стічної води додава-
ли 1 мл відповідної бактеріальної культури на ранній 
log-фазі та 3 г триптонно-соєвого агару (Merck), щоб 
забезпечити ріст бактерій. Суміш інкубували при 37°C 
протягом 24 годин. Після інкубації суміш центрифугу-
вали при 4 000 × g протягом 20 хвилин за температури 
4 °C. Наявність бактеріофагів у супернатанті перевіря-
ли одношаровим методом. Окремі ізольовані бляш-
ки відбирали для другого раунду ампліфікації. Про-
цедури очищення повторювали щонайменше тричі 
для отримання чистих ліній фагів. Фагові суспензії 
додатково очищували та концентрували за допомо-
гою преципітації поліетиленгліколем [18]. Отримані 
суспензії фагів зберігали при температурі 4°C.

Розмір і морфологію фагів було досліджено за 
допомогою просвічувальної (трансмісійної) електро-
нної мікроскопії. Уся робота виконана в лабораторії 
електронної мікроскопії кафедри мікробіології та 
паразитології з основами імунології Національного 
медичного університету імені О.О. Богомольця МОЗ 
України, а також на базі Центру колективного корис-
тування електронними мікроскопами НАН України 
(ЦККЕМ). Фагову суспензію готували в буфері SM з 
концентрацією фагів не менше ніж 10⁹ БУО/мл. Кон-
трастування виконували з використанням 2% роз-
чину фосфорно-вольфрамової кислоти (рН 6,8). Час 
експозиції у контрастувальному розчині становив 1-2 
хвилини.

Експерименти виконували у трьох повторах, а ста-
тистичний аналіз здійснювали з використанням се-
реднього значення та стандартного відхилення (SD). 
Для порівняння середніх значень кількості бляшок на 
середовищах і визначення впливу факторів на репро-
дукцію бактеріофагів застосовували однофакторний 
дисперсійний аналіз (ANOVA). Значення p менше 0,05 
вважалося статистично значущим.

Результати дослідження. 
Усі фаги, використані в дослідженнях, були виділе-

ні з проб міських стічних вод м. Києва. Їх специфічну 
активність підтверджено за допомогою Spot-тесту та 
одношарового методу (модифікація методу Граціа). 
Аналіз із використанням трансмісійної електронної 
мікроскопії (TEM) показав, що ізольовані бактеріофа-
ги належать до різних морфологічних груп (рис. 1).

Відповідно, у дослідженні були використані бак-
теріофаги, представлені трьома основними морфо-
типами: Siphoviridae (фаги Enb2f, Enfs 14f, Enfm 1f, 
Kl178f, Pr48f, P1Sf), Podoviridae (фаги Ac28f, St12f) та 
Myoviridae (фаг E44f).

Для визначення впливу окремих факторів, зокре-
ма глюкози та іонів Ca²⁺, використовували поживний 
агар для культивування мікроорганізмів виробництва 
HiMedia. На попередньому етапі дослідження це по-
живне середовище продемонструвало найкращі ре-
зультати щодо підтримки бляшкоутворення у різних 
типів бактеріофагів.
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Експериментально підтверджено, що додавання 
глюкози (1%) та іонів Ca²⁺ (50 mM) по-різному впли-
ває на феномен бляшкоутворення (розмір і кіль-
кість) у різних бактеріофагів. Додавання глюкози та 
іонів Ca²⁺ не впливало на кількість утворених бляшок 
та їх розмір у бактеріофага Ac28f, активного щодо 
Acinetobacter baumannii. У випадку бактеріофага 
E44f, специфічного до Escherichia coli, додавання глю-
кози призводило до зменшення кількості бляшок від 
250 до 0 (P-value<0.05), тоді як іони Ca²⁺ збільшува-
ли їх кількість на 115% (P-value<0.05), не впливаючи 
на розмір бляшок (контроль 0,4±0,05 та 0,44±0,05 в 
досліді, P-value≥0.05). У бактеріофага Enb2f, специ-
фічного до Enterobacter cloacae, додавання глюкози 
спричиняло збільшення кількості бляшок на 164% 
(P-value<0.05) із незначним збільшенням їх діаметра 
(контроль 2,27±0,66 та 2,67±0,39, P-value<0.05), тоді 
як додавання іонів Ca²⁺ не впливало на кількість, але 
дещо зменшувало їх розмір (контроль 2,27±0,66 та 
2,07±0,11, P-value≥0.05).

У бактеріофага Enfs 14f, специфічного до 
Enterococcus faecalis, іони Ca²⁺ сприяли збільшенню 
кількості бляшок на 120% (P-value≥0.05) та їх діаме-
тра (контроль 0,53±0,09 та 0,64±0,11, P-value<0.05), 
тоді як додавання глюкози зменшувало як їх розмір 
(0,53±0,09 та 0,47±0,06, P-value<0.05), так і кількість 
на 10% (P-value≥0.05) (рис. 2 та рис. 3а). 

У бактеріофага Pr48f, специфічного до Proteus 
mirabilis, додавання глюкози спричиняло значне ін-
гібування бляшкоутворення: кількість бляшок змен-
шувалася на 29% (P-value<0.05), а їх розмір також сут-
тєво зменшувався (контроль 1,84±0,45 та 1,17±0,15 в 
досліді, P-value<0.05). Додавання іонів Ca²⁺ не впли-
вало на розмір бляшок, проте зменшувало їх кіль-

кість на 16% (P-value≥0.05), супроводжуючись поя-
вою мутності (рис. 4 та рис. 3б).

У випадку бактеріофага Enfm 1f, специфічного 
до Enterococcus faecium, глюкоза спричиняла змен-
шення кількості бляшок на 56% (P-value<0.05) та їх 
діаметра (контроль 2,08±0,37 та 0,66±0,05 в дослі-
ді, P-value<0.05). Додавання іонів Ca²⁺ збільшувало 
кількість бляшок на 108% (P-value≥0.05), не вплива-
ючи на їх розмір (контроль 2,08±0,37 та 2,095±0,37 в 
досліді, P-value≥0.05). Бактеріофаг Kl178f, специфіч-
ний до Klebsiella pneumoniae, демонстрував відсут-
ність впливу глюкози на кількість бляшок із незнач-
ним збільшенням їх розміру (контроль 1,91±0,2 та 
2,11±0,07 в досліді, P-value<0.05). Додавання іонів 
Ca²⁺ призводило до незначного збільшення кількості 
бляшок (на 112%, P-value≥0.05), не впливаючи на їх 
діаметр (контроль 1,91±0,2 та 1,96±0,05 в досліді).

Бактеріофаг P1Sf, специфічний до Pseudomonas 
aeruginosa, демонстрував збільшення кількості бля-
шок на 111% (P-value≥0.05) та їх розміру (контроль 
2,17±0,3 та 2,15±0,35 в досліді, P-value<0.05) при до-
даванні глюкози, що супроводжувалося інтенсивним 
пігментоутворенням синьо-зеленого кольору. Іони 
Ca²⁺ не впливали на кількість бляшок, але незначно 
збільшували їх розмір (контроль 2,17±0,3 та 2,39±0,45 
в досліді, P-value≥0.05).

Нарешті, у бактеріофага St12f, специфічного до 
Staphylococcus aureus, глюкоза викликала значне 
зменшення кількості бляшок на 60% (P-value<0.05) та 
їх розміру (контроль 1,27±0,06 та 0,88±0,07 в досліді, 
P-value<0.05). Іони Ca²⁺ сприяли мінімальному збіль-
шенню кількості бляшок на 104% (P-value≥0.05) та їх 
розміру (контроль 1,27±0,06 та 1,31±0,06 в досліді, 

P-value≥0.05).
Обговорення результатів дослі-

дження.
Отримані результати демонструють 

специфічний вплив глюкози та іонів Ca²⁺ 
на процеси бляшкоутворення різних 
бактеріофагів залежно від їх морфоти-
пу та бактерії-хазяїна. Це підтверджує 
важливість індивідуального підходу до 
оптимізації умов культивування фагів 
при їх виділенні та накопиченні з метою 
їх подальшого використання як у дослі-
дженнях так і при фаготерапії інфекцій-
них захворювань.

Встановлено, що глюкоза має суттє-
вий інгібуючий вплив на бляшкоутво-
рення у фагів E44f, Enfm 1f, Pr48f, St12f, 
які є специфічними до Escherichia coli, 

Рисунок 1 – Морфологічні особливості бактеріофагів, що використанні в досліді: А – бактеріофаг Enfs 14f активний у відношенні 
Enterococcus faecalis; B – бактеріофаг St-12f активний у відношенні Staphylococcus aureus; C – бактеріофаг E44f активний у відношенні 

Escherichia coli.

Рисунок 2 – Вплив різних факторів на репродукцію бактеріофагів Enfs 14f.
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Enterococcus faecium, Proteus mirabilis 
та Staphylococcus aureus відповідно. Зо-
крема, для фага E44f кількість бляшок 
зменшилася до нуля (P-value<0.05), що 
свідчить про сильний негативний вплив 
глюкози на процес фагового інфікуван-
ня. Подібна тенденція спостерігається 
у фагів Pr48f та St12f, де зниження кіль-
кості бляшок супроводжується значним 
зменшенням їх розміру. Це може бути 
пов’язано зі змінами у метаболічній ак-
тивності бактерій-хазяїв та зміни струк-
тури клітинної стінки під впливом глю-
кози, що знижує ефективність адсорбції 
та репродукції бактеріофагів [19, 20]. 
Дана закономірність була підтверджена 
експериментальними дослідженнями 
іншими дослідниками з використан-
ням фагу λ [C57] [16]. При культивуван-
ні фагів Т4 у середовищі LB із глюкозою 
також спостерігалося зменшення титрів 
фагів у порівнянні із LB без глюкози [11]. 
Окремі дослідження натомість вказують 
на підтримку репродукції бактеріофагів 
при додаванні до поживного середови-
ща глюкози. Так, Jessica Silva et al. ,було 
показано, що ефективним способом 
культивування фагу Т7 при використанні 
мінімального середовища, що містило 
глюкозу – М9/глюкоза [21].

Іони Ca²⁺, навпаки, здебільшого 
сприяли збільшенню кількості бля-
шок або їх розміру у більшості дослі-
джуваних фагів. Наприклад, для фага 
E44f кількість бляшок зросла на 115% 
(P-value<0.05), що свідчить про сти-
мулювальний вплив іонів Ca²⁺ на про-
цеси адсорбції фагів та їх проникнення 
у бактерії. Подібні результати отримані для фагів Enfs 
14f та Enfm 1f, специфічних до Enterococcus faecalis 
та Enterococcus faecium відповідно. У цих випадках 
збільшення кількості або розміру бляшок свідчить 
про покращення ефективності інфекційного циклу 
фагів за рахунок підвищеної стабільності капсиду або 
покращення взаємодії фагів із клітинною поверхнею 
бактерій. Дана закономірність була підтверджена 
рядом експериментальних робіт. Дослідження зміни 
морфології фагу φX174 під дією іонів Ca²⁺ показало 
зміну епітопів бактеріофагів, що відповідають за при-
кріплення вірусу до ліпополісахаридів клітинної стін-
ки на початкових стадіях інфікування Esherichia coli 
[22]. Експерименти з інфікування фагами, ДНК яких 
була радіоактивно помічена, показали, що при висо-
ких концентраціях Ca²⁺ мітка залишалася пов’язаною 
з клітинами-хазяїнами до початку лізису. Однак при 
низьких концентраціях була виявлена дисоціація між 
ДНК фага та хазяїном, хоча адсорбція відбувалася з 
нормальною швидкістю. Таким чином, для проник-
нення фагової ДНК окремим бактеріофагам  потрібна 
висока концентрація Ca²⁺ [13].

Цікавими є результати для фага P1Sf, активного 
щодо Pseudomonas aeruginosa. Додавання глюко-
зи незначно збільшувало кількість бляшок на 111% 
(P-value ≥ 0.05) та сприяло пігментоутворенню си-
ньо-зеленого кольору. Це може бути наслідком ак-

тивації метаболічних шляхів P. aeruginosa, які сприя-
ють покращенню реплікації фага. Іони Ca²⁺ в цьому 
випадку не впливали на кількість бляшок, але дещо 
збільшували їх розмір, що свідчить про специфічний 
характер впливу цих факторів.

Не менш важливими є дані про вплив глюкози 
на фаг Enb2f, специфічний до Enterobacter cloacae. 
У цьому випадку додавання глюкози спричиняло 
збільшення кількості бляшок на 164% (P-value < 0.05) 
із незначним збільшенням їх розміру. Це може бути 
пов’язано із стимуляцією реплікації бактерій-хазяїв, 
що, у свою чергу, забезпечує більше субстрату для 
реплікації фагів.

Відмінності у впливі глюкози та іонів Ca²⁺ на 
бляшкоутворення можуть пояснюватися різними ме-
ханізмами взаємодії бактеріофагів із бактеріями-ха-
зяями. Глюкоза може змінювати метаболічний стан 
бактерій, впливаючи на синтез рецепторів для адсор-
бції фагів, тоді як іони Ca²⁺ здатні стабілізувати струк-
туру бактеріофагів та полегшувати проникнення ДНК 
у клітину. Крім того, певні відмінності між морфоти-
пами фагів (Siphoviridae, Podoviridae, Myoviridae) мо-
жуть впливати на їх чутливість до зазначених факто-
рів.

Висновки. 
Формування бляшок є однією із ключових харак-

теристик бактеріофагів, що активно досліджується в 

Рисунок 4 – Вплив різних факторів на репродукцію бактеріофагів Pr48f.

Рисунок 3 – Вплив різних факторів на ріст бактеріофагів: a – Enterococcus faecalis 
DSM 2570, б – Proteus mirabilis DSM 6674. Позначення: A – поживний агар для 

культивування мікроорганізмів (HiMedia), B – поживний агар для культивування 
мікроорганізмів (HiMedia) з додаванням глюкози (1%), C – поживний агар для 
культивування мікроорганізмів (HiMedia) з додаванням глюкози (1%) та CaCl2  

(50 mM), D – поживний агар для культивування мікроорганізмів (HiMedia)  
з додаванням CaCl2 (50 mM).
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ВПЛИВ РІЗНИХ КОМПОНЕНТІВ ПОЖИВНИХ БАКТЕРІОЛОГІЧНИХ СЕРЕДОВИЩ НА БЛЯШКОУТВОРЕННЯ 
БАКТЕРІОФАГІВ

Понятовський В. А., Широбоков В. П., Бобир В. В.
Резюме. Бактеріофаги відіграють важливу роль у регуляції мікробних спільнот, беруть участь у горизон-

тальному перенесенні генетичного матеріалу та широко застосовуються в біотехнології та медицині. Зокре-
ма, фаготерапія розглядається як перспективне доповнення до антибіотикотерапії у боротьбі з патогенними 
бактеріями, особливо в умовах зростаючої антибіотикорезистентності.

Процес репродукції бактеріофагів тісно пов’язаний з параметрами середовища, в якому відбувається фа-
гова інфекція. Поживне середовище, яке забезпечує умови для росту бактерій-господарів, також може і ви-
значати ефективність фагової репродукції. 

У дослідженні вивчено вплив глюкози та іонів Ca²⁺ на репродукцію бактеріофагів, активних проти дев’яти 
видів бактерій, що мають найбільше клінічне значення (Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Proteus mirabilis, 
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecium, Acinetobacter 
baumannii, Klebsiella pneumoniae). Для ізоляції фагів використовували проби міських стічних вод Києва, а мор-
фологію вірусних частинок аналізували за допомогою трансмісійної електронної мікроскопії. Дослідження 
показало, що всі бактеріофаги належать до морфотипів Siphoviridae, Podoviridae та Myoviridae. Вплив дослі-
джуваних факторів оцінювали шляхом аналізу кількості, розміру та морфології бляшок.

науковій спільноті. Розуміння механізмів цього про-
цесу має важливе значення для вдосконалення фаго-
вої терапії та оптимізації культивування бактеріофагів 
у лабораторних умовах. Наші результати демонстру-
ють, що інфекційність фагів залежить від наявності 
конкретних компонентів у поживному середовищі, 
що підкреслює важливість додаткових лабораторних 
досліджень перед їх практичним застосуванням у ме-
дичній практиці.

Перспективи подальших досліджень. 
Вивчення впливу інших хімічних компонентів, зо-

крема різних класів вуглеводів у складі поживних се-
редовищ, може допомогти виявити додаткові факто-
ри, що впливають на реплікацію фагів. Дослідження 
механізмів, за допомогою яких глюкоза та іони Ca²⁺ 
впливають на адсорбцію, проникнення та реплікацію 
бактеріофагів у бактерій, дозволить краще зрозуміти 
молекулярні основи цих процесів.
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Додавання 1% глюкози мало значний інгібуючий ефект на репродукцію фагів, специфічних до Escherichia 
coli (фаг E44f), Enterococcus faecium (фаг Enfm 1f), Proteus mirabilis (фаг Pr48f) та Staphylococcus aureus (фаг 
St12f). У випадку E44f кількість бляшок зменшилася до нуля (P<0,05). Для Pr48f та St12f зменшення кількості 
супроводжувалося зменшенням розміру бляшок, що може свідчити про порушення процесу адсорбції або 
зміну клітинної стінки бактерій чи метаболітичних процесів бактеріальних клітин.

Іони Ca²⁺ здебільшого мали стимулювальний вплив на бляшкоутворення. 
Отримані результати демонструють значну варіабельність впливу факторів залежно від типу бактеріофага 

та його мішені, що є важливим для розробки методів фаготерапії та оптимізації умов культивування бактері-
офагів.

Ключові слова: бактеріофаги, бляшкоутворення, глюкоза.

THE INFLUENCE OF DIFFERENT COMPONENTS OF NUTRIENT BACTERIOLOGICAL MEDIA ON PLAQUE FORMA-
TION OF BACTERIOPHAGES

Poniatovskyi V. A., Shyrobokov V. P., Bobyr V. V.
Abstract. Bacteriophages play a crucial role in regulating microbial communities, participating in horizontal gene 

transfer, and are widely used in biotechnology and medicine. In particular, phage therapy is considered a promising 
complement to antibiotic therapy in combating pathogenic bacteria, especially in the context of increasing antibiotic 
resistance.

The process of bacteriophage reproduction is closely linked to the environmental parameters in which phage 
infection occurs. The nutrient medium that supports the growth of bacterial hosts can also determine the efficiency 
of phage reproduction.

This study investigated the effect of glucose and Ca²⁺ ions on the reproduction of bacteriophages active against 
nine clinically significant bacterial species (Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas 
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecium, Acinetobacter baumannii, Klebsi-
ella pneumoniae). Bacteriophages were isolated from municipal wastewater samples in Kyiv, and the morphology 
of viral particles was analyzed using transmission electron microscopy. The study revealed that all bacteriophages 
belonged to the Siphoviridae, Podoviridae, and Myoviridae morphotypes. The effect of the studied factors was as-
sessed by analyzing the number, size, and morphology of plaques.

The addition of 1% glucose had a significant inhibitory effect on the reproduction of phages specific to Esche-
richia coli (phage E44f), Enterococcus faecium (phage Enfm 1f), Proteus mirabilis (phage Pr48f), and Staphylococcus 
aureus (phage St12f). In the case of E44f, the number of plaques decreased to zero (P<0.05). For Pr48f and St12f, the 
reduction in plaque number was accompanied by a decrease in plaque size, which may indicate disruptions in the 
adsorption process or alterations in bacterial cell wall structure or metabolic processes.

Ca²⁺ ions predominantly had a stimulating effect on plaque formation.
The obtained results demonstrate significant variability in the impact of environmental factors depending on the 

type of bacteriophage and its bacterial target. These findings are important for developing phage therapy approach-
es and optimizing bacteriophage cultivation conditions.

Key words: bacteriophages, plaque formation, glucose.
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