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Аннотация. Цель исследования – оценка литической активности бактериофага в отношении 

Staphylococcus aureus в присутствии мурамидазы. 

Материалы и методы исследования. Исследования противомикробной активности проводи-

лись in vitro на штамме S. aureus (B-6646) (эталонный штамм) и на тест-изоляте S. aureus, выделенном 

у пациента с хроническим пиелонефритом. Оценку чувствительности микроорганизмов к воздействию 

бактериофагов в присутствии мурамидазы проводили на чашках с готовой питательной средой. Бакте-

риальную суспензию готовили из агаровой культуры. Концентрация микроорганизмов в инокуляте, 

согласно МУК 4.12.1890-04, составляла 1,5 × 108 КОЕ/мл. На питательную среду культура засевалась 

газоном по всей поверхности чашки. После подсыхания культуры наносили бактериофаг с мурамида-

зой (SUNSON Industry Group Co., LTD, Китай) (1,0 г мурамидазы растворяли в 100 мл жидкого препа-

рата бактериофага) каплями на поверхность агара, после чего чашки переворачивали агаром вверх и 

инкубировали в термостате при 37 °С. Первый учет результатов производили через 6 часов инкубации; 

окончательную оценку результатов проводили через 24 часа. В качестве контрольных использовали 

чашки со S. aureus (контроль 1), чашки со S. aureus и бактериофагом стафилококковым (контроль 2), 

чашки со S. aureus и препаратом сравнения – цефтриаксоном (1,0 г растворяли в воде для инъекций). 

Оценку результатов литической активности проводили визуально, а также подсчетом колоний эталон-

ного штамма и клинического изолята S. aureus. 

Результаты. Бактериофаг стафилококковый оказывал выраженную фаголитическую активность 

в отношении S. aureus, при этом наиболее выраженное воздействие было отмечено на клинический 

изолят. Сочетанное введение мурамидазы с бактериофагом увеличивало лизис бактериальных культур 

как эталонного штамма, так и клинического изолята S. aureus. Из полученных результатов следует, что 

наиболее чувствительным к бактериофагу микроорганизмами являлся клинический изолят S. aureus. 

Следует отметить, что цефтриаксон оказывал выраженное противомикробное действие в отношении 

эталонного штамма S. aureus, что вероятно связано с наличием устойчивости клинического изолята 

стафилококка к антибиотикам цефалоспоринового ряда, причиной которой могут являться курсы ан-

тибиотикотерапии при лечении хронического пиелонефрита. 

Заключение. Таким образом, оценка литической активности бактериофага в отношении 

S. aureus в присутствии мурамидазы показала, что введение данного фермента способствовало увели-

чению лизиса бактериальных культур, при этом наиболее чувствительным к литическому действию 

являлся изолят S aureus, выделенный у пациента с хроническим пиелонефритом. 
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Abstract. The aim of the study was to evaluate the lytic activity of the bacteriophage against Staphy-

lococcus aureus in the presence of muramidase. 

Materials and methods. Antimicrobial activity studies were performed in vitro on S. aureus strain (B-

6646) (reference strain) and on a S. aureus test isolate obtained from a patient with chronic pyelonephritis. The 

sensitivity of microorganisms to the effects of bacteriophages in the presence of muramidase was assessed on 

plates with prepared nutrient medium. Bacterial suspension was prepared from agar culture. The concentration 

of microorganisms in the inoculum, according to MUK 4.12.1890-04, was 1,5 × 108 CFU/ml. On a nutrient 

medium, the culture was sown with a lawn over the entire surface of the dish. After drying the culture, a 

bacteriophage with muramidase (SUNSON Industry Group Co., LTD, China) (1.0 g of muramidase was dis-

solved in 100 ml of bacteriophage liquid preparation) was applied dropwise to the surface of the agar, after 

which the dishes were turned over with agar upside down and incubated in a thermostat at 37° С. The first 

account of the results was made after 6 hours of incubation; the final evaluation of the results was carried out 

after 24 hours. As controls, dishes with S. aureus (control 1), dishes with S. aureus and staphylococcal bacte-

riophage (control 2), dishes with S. aureus and the reference drug ceftriaxone (1,0 g were dissolved in water 

for injection) were used. The evaluation of the results of lytic activity was performed visually, as well as by 

counting the colonies of the reference strain and the clinical isolate of S. aureus. Results. Staphylococcal 

bacteriophage had a pronounced phagolytic activity against S. aureus, with the most pronounced effect on the 

clinical isolate. The combined administration of muramidase with bacteriophage increased the lysis of bacterial 

cultures of both the reference strain and the clinical isolate of S. aureus. From the obtained results, it follows 

that the most sensitive microorganisms to the bacteriophage was the clinical isolate of S. aureus. It should be 

noted that ceftriaxone had a pronounced antimicrobial effect against the reference strain of S. aureus, which is 

probably due to the presence of resistance of the clinical staphylococcus isolate to cephalosporin antibiotics, 

which may be caused by courses of antibiotic therapy in the treatment of chronic pyelonephritis. Conclusion. 

Thus, the assessment of the lytic activity of the bacteriophage against S. aureus in the presence of muramidase 

showed that the introduction of this enzyme contributed to an increase in the lysis of bacterial cultures, while 

the S aureus isolate isolated from a patient with chronic pyelonephritis was the most sensitive to lytic action. 
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Введение. В настоящее время остро стоит проблема лечения инфекционно-воспалительных за-

болеваний, возбудителями которых являются антибиотикорезистентные микроорганизмы [1, 2]. 

Устойчивость бактерий к противомикробным препаратам является основной причиной развития тяже-

лых осложнений, приводящих часто к генерализации инфекционного процесса и, как следствие, повы-

шению смертности [3]. В связи с чем поиск и разработка новых противомикробных средств является 

актуальной задачей [4]. Одним из приоритетных направлений преодоления антибиотикоустойчивости 

микроорганизмов является использование бактериофагов. Установлено, что эти вирусы, избирательно 

поражающие бактерии, имеют по сравнению с антибактериальными средствами значимые преимуще-

ства, такие как отсутствие препятствий для реализации терапевтического действия других лекарствен-

ных препаратов, а также осложнений – токсических, аллергических и в виде дисбактериоза [5]. Из-за 

своей высокой специфичности бактериофаги воздействуют только на целевые мишени – бактериаль-

ные возбудители инфекций, не влияя на нормальную микрофлору. В отличие от антибиотиков, бакте-

риофаги являются самораспространяющимися и самоограничивающимися вирусами, регулирующими 

свое количество в очаге микробного заражения, что приводит к локализованному увеличению количе-

ства вирусных частиц при низкой начальной дозе [6]. Было установлено, что фаги способны лизировать 
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бактериальные клетки с множественной лекарственной устойчивостью. Доказано, что бактериофаги 

обладают иммуностимулирующей активностью, проявляющейся в активизации факторов специфиче-

ского и неспецифического иммунитета, что особенно эффективно в лечении хронических заболеваний 

на фоне иммуносупрессивных изменений [7]. Однако с целью усиления вирулентных свойств бакте-

риофагов требуется обеспечения оптимальных условий фаголизиса, что возможно достичь с помощью 

введения фермента, способного гидролизовать мукополисахарид бактерий, – N-ацетилмурамидглико-

ангидразы (мурамидаза), которая может действовать как дополнительный антибактериальный компо-

нент [8]. 

На сегодняшний день Staphylococcus aureus является основной причиной госпитальных инфек-

ций. Большинство клинических изолятов S. aureus определяются как продуценты бета-лактамаз [9, 10]. 

Спустя десятилетия после того, как об этом впервые сообщалось, β-лактам-резистентный S. aureus 

остается предметом интенсивных исследований из-за устойчивости к антибактериальным препаратам 

за счет стафилококковой пенициллиназы, проявляющей выраженную гидролитическую активность в 

отношении природных и полусинтетических бета-лактамных антибиотиков [11, 12, 13]. 

В связи с чем целью работы явилась оценка литической активности бактериофага в отношении 

Staphylococcus aureus в присутствии мурамидазы. 

Материалы и методы исследования. Исследования противомикробной активности проводи-

лись in vitro на штамме S. aureus (B-6646) (эталонный штамм) и на тест-изоляте S. aureus, выделенном 

у пациента с хроническим пиелонефритом, находящегося на лечении в ГБУЗ АО «ГКБ №3 им. С. М. 

Кирова», г. Астрахань (клинический изолят). Подсчет колоний и принадлежность эталонного штамма 

и клинического изолята к роду и виду бактерий проводили с помощью системы BioMic V3 для микро-

биологического анализа («Giles Scientific», США).  

Оценку чувствительности микроорганизмов к воздействию бактериофагов в присутствии мура-

мидазы проводили на чашках с готовой питательной средой. Бактериальную суспензию готовили из 

агаровой культуры. Концентрация микроорганизмов в инокуляте, согласно МУК 4.12.1890-04 [14], со-

ставляла 1,5 × 108 КОЕ/мл. На питательную среду культура засевалась газоном по всей поверхности 

чашки. После подсыхания культуры наносили бактериофаг с мурамидазой (SUNSON Industry Group 

Co., LTD, Китай) (1,0 г мурамидазы растворяли в 100 мл жидкого препарата бактериофага) каплями на 

поверхность агара, после чего чашки переворачивали агаром вверх и инкубировали в термостате при 

37 °С. Первый учет результатов производили через 6 часов инкубации, а окончательную оценку ре-

зультатов проводили через 24 часа. В качестве контрольных использовали чашки со S. aureus (контроль 

1), чашки со S. aureus и бактериофагом стафилококковым (контроль 2) (АО «НПО «Микроген», Рос-

сия), а также чашки со S. aureus и препаратом сравнения – цефтриаксоном (ПАО «Красфарма», Россия) 

(1,0 г растворяли в воде для инъекций).  

Оценку результатов литической активности проводили визуально, а также подсчетом колоний 

эталонного штамма и клинического изолята S. aureus.  

При проведении визуальной оценки посевы микроорганизмов просматривали невооруженным 

глазом при дневном свете и определяли наличие или отсутствие подавления видимого роста (лизиса) 

S. aureus. Все исследования проводили в трехкратной повторности.  

Статистическую обработку результатов осуществляли с помощью программы BIOSTAT 2008. 

Показатель достоверности различий определяли по t-критерию Стьюдента с учетом нормальности рас-

пределения рядов. Статистически значимыми считали различия при р ≤ 0,05.  

Результаты исследования и их обсуждение. Результаты визуальной оценки литической активно-

сти стафилококкового бактериофага и его сочетания с мурамидазой представлены в таблице 1.  
 

Таблица 1. Визуальная оценка литической активности бактериофага  

в отношении S. aureus 

Table 1. Visual assessment of the lytic activity of the bacteriophage 

against S. aureus 

№ Экспериментальная группа 
Количество колоний S. aureus 

Эталонный штамм Клинический штамм 

1 S. aureus (контроль 1) – – 

2 S. aureus + бактериофаг (контроль 2) +++ +++ 

3 S. aureus + бактериофаг + мурамидаза +++ +++ 

4 S. aureus + цефтриаксон  ++++ +++ 

Примечание: «–» отсутствие лизиса; «+++» зона лизиса с единичными колониями; «++++» прозрачная 

зона лизиса без колоний 

Note: “–” no lysis; “+++” lysis zone with single colonies; “++++” transparent lysis zone without colonies 
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При проведении визуальной оценки литической активности были получены результаты, харак-

теризующие наличие фаголизиса как от воздействия бактериофага, так и его сочетания с мурамидазой, 

при этом отмечалось наличие единичных колоний вторичного роста. При использовании цефтриаксона 

отмечалось схожее воздействие на клинический изолят S. aureus.  

Результаты оценки литической активности бактериофага в сочетании с мурамидазой в отноше-

нии S. aureus, выделенного от пациентов с хроническим пиелонефритом, показаны в таблице 2. 
 

Таблица 2. Литическая активность бактериофага в отношении S. aureus 

Table 2. Lytic activity of bacteriophage against S. aureus 

№ Экспериментальная группа 
Количество колоний S. aureus 

Эталонный штамм Клинический штамм 

1 S. aureus (контроль 1) 324,25±21,51 377,29±27,51 

2 S. aureus + бактериофаг (контроль 2) 129,36±10,11*** 123,86±8,65*** 

3 S. aureus + бактериофаг + мурамидаза 103,64±7,32***,# 89,68±6,63***,# 

4 S. aureus + цефтриаксон  53,56±5,68***,### 79,87±7,76***,# 

Примечание: *** – р<0,001 - по отношению к контролю 1;# – р<0,05;,### – р<0,001 – по отношению контролю 2 

Note: *** – p<0.001 - in relation to control 1;# – p<0.05;,### – p<0.001 – in relation to control 2 
 

Внесение бактериофага способствовало снижению количества колоний S. aureus эталонного 

штамма и клинического изолята в 2,5 и 3 (р<0,001) раза соответственно в сравнении с контролем 1. 

Сочетание бактериофага с мурамидазой привело к уменьшению количества колоний эталонного 

штамма и клинического изолята в сравнении с контролем 1 в 3,1 (р<0,001)  и 3,8 (р<0,001) раза; по 

отношению к контролю 2 – в 1,2 (р<0,05) раза. Введение препарата сравнения способствовало сниже-

нию колоний эталонного и клинического штамма по отношению к контролю 1 в 5 (р<0,001)  и 4,2 

(р<0,001) раза; по сравнению с контролем 2 – в 2 (р<0,001) и 1,4 (р<0,05) раза.  

Таким образом, бактериофаг стафилококковый оказывал выраженную фаголитическую актив-

ность в отношении S. aureus, при этом наиболее выраженное воздействие было отмечено на клиниче-

ский изолят. Сочетание бактериофага с мурамидазой способствовало усиленному проявлению дей-

ствия как в отношении эталонного штамма, так и в отношении клинического изолята S. aureus. Из по-

лученных результатов следует, что наиболее чувствительным микроорганизмом к бактериофагу явля-

ется клинический изолят S. aureus. Следует отметить, что цефтриаксон оказывал выраженное проти-

вомикробное действие в отношении эталонного штамма стафилококка, что вероятно связано с нали-

чием устойчивости клинического изолята к антибиотикам цефалоспоринового ряда, причиной чего мо-

гут являться курсы антибиотикотерапии при лечении хронического пиелонефрита.  

Полученные результаты подтверждаются данными научной литературой. Установлено, что ста-

филококковый бактериофаг является перспективным для предотвращения колонизации бактерий, об-

разующих биопленки, и может быть использован в лечении инфекционно-воспалительных заболева-

ний совместно с антибиотиками [15, 16, 17]. В середине прошлого века было установлено, что совместное 

применение бактериофагов и дополнительное введение лизоцима заметно усиливали вирулентные свой-

ства бактериофагов, что приводило к значительному сокращению длительности заболевания [18, 19, 20].  

Заключение. Таким образом, оценка литической активности бактериофага в отношении 

Staphylococcus aureus в присутствии мурамидазы показала, что комбинированное введение данного 

фермента с бактериофагом способствует увеличению лизиса бактериальных культур как эталонного 

штамма, так и клинического изолята S. aureus, при этом наиболее чувствительным является S. aureus, 

выделенный у пациента с хроническим пиелонефритом.  
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