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Изучено влияние вирулентных бактериофагов на антибиотикочувствительность бактерий Staphylococcus 

aureus. Полученные результаты свидетельствуют о том, что до и после совместного культивирования штаммов 
S. aureus со специфичным бактериофагом интерпретация диаметров зон задержки роста микроорганизмов под 
воздействием антибактериальных препаратов находилась в пределах своей категории: «чувствительный», 
«умеренно-резистентный» и «устойчивый». Зарегистрированы незначительные колебания показателей измере-
ния зон подавления роста бактерий после культивирования с бактериофагом. По расчетам критериев знаковых 
рангов Вилкоксона для связанных выборок представленные данные не обладали статистической значимостью. 
Таким образом, результаты экспериментальных исследований свидетельствуют об отсутствии влияния виру-
лентных бактериофагов на чувствительность микроорганизмов S. aureus к антибактериальным препаратам, что 
позволяет рекомендовать проведение терапии бактериальных инфекций вирулентными бактериофагами совме-
стно с антибиотиками. 

Ключевые слова: антибиотикочувствительность, бактерии, вирулентные бактериофаги, антибакте-
риальные препараты, зоны задержки роста. 
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The influence of virulent bacteriophages in the antibiotic susceptibility of the bacteria Staphylococcus aureus. 

The results indicate that before and after the joint cultivation of the strains of S. aureus with a specific bacteriophage, 
the interpretation of the diameters of zones of growth inhibition of microorganisms under the influence of ABP (anti-
bacterial drugs) was within its category: “sensitive”, “moderately resistant” and “stable”. Minor fluctuations in the 
measurement parameters of zones of inhibition of bacterial growth after cultivation with bacteriophage were recorded. 
According to the calculation of Wilcoxon's sign rank criteria for related samples, the data presented did not have statis-
tical significance. Thus, the results of experimental studies indicate the absence of the effect of virulent bacteriophages 
on the sensitivity of S. aureus microorganisms to antibacterial preparation. This makes it possible to recommend the 
treatment of bacterial infections with virulent bacteriophages in conjunction with antibiotics. 

Key words: antibiotic sensitivity, bacteria, virulent bacteriophages, antibacterial agents, growth retardation zones. 
 
 
Введение. В настоящее время проблема устойчивости микроорганизмов к антибактериальным 

препаратам (АБП) приобрела глобальный характер. В создавшихся условиях препараты бактериофа-
гов имеют большую перспективу для использования в лечебных целях в качестве моно- и совместной 
терапии с антимикробными средствами [19, 22]. В современных зарубежных литературных источни-
ках описаны примеры, посвященные успешному лечению инфекционных заболеваний с комбиниро-
ванием антибиотико- и фаготерапии [3, 8, 27]. В связи с появлением множества клональных линий 
возбудителей бактериальных инфекций необходимо глубокое понимание закономерностей и ключе-
вых факторов развития устойчивости к антибиотикам с разработкой соответствующих мер реагиро-
вания [5]. Целесообразно накапливать данные о механизмах возникновения резистентности микроор-
ганизмов, изучать влияние бактериофагов на бактериальную клетку и ее популяцию. 

Цель: изучить влияние вирулентных бактериофагов на антибиотикочувствительность бактерий 
Staphylococcus aureus (S. aureus). 

Материалы и методы исследования. Для выполнения поставленной задачи использовали 
3 штамма бактериофагов S. aureus, выделенных из коммерческих лекарственных препаратов 
АО НПО «Микроген», Россия (интести-фаг: серия H-125, выпуск 08.2019 г., годен до 08.2021 г.;  
бактериофаг стафилококковый: серия П-15, выпуск 05.2019 г., годен до 05.2021 г.; бактериофаг ста-
филококковый: серия Н-159, выпуск 07.2019 г., годен до 07.2021 г.) и 1 штамм бактериофага (Sa30, 
номер депонирования GenBank MK331931.1) из коллекции ФБУН «Московский научно-
исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии им. Г.Н. Габричевского» Роспотреб-
надзора. Бактериофаги в мягком агаре образовывали прозрачные, четкие, ровные, круглые негатив-
ные колонии, без ореола, диаметром 1–2 мм. Титр фагов составлял не менее 108 БОЕ/мл по методу 
Грациа [1]. Бактериофаги были протестированы на предмет отсутствия умеренных фагов, несущих из-
вестные гены интеграз стафилококковых умеренных фагов Sa1int – Sa7int [15], а также умеренных фа-
гов PsP3, P2, Kp6, P21, Lambda при помощи специфической полимеразной цепной реакции (ПЦР).  
Перед выделением ДНК фаголизат пропускали через фильтр с диаметром пор 0,22 мкм с последую-
щей обработкой ДНКазой I. Выделение ДНК проводили при помощи набора К-Сорб  
(ООО «НПФ Синтол», Россия) согласно протоколу производителя [23]. Реакцию ПЦР осуществляли 
на амплификаторе «Терцик» (ООО «ДНК-Технология», Россия) по методам, изложенным ранее, с 
последующей детекцией специфического продукта методом горизонтального гель-электрофореза [10, 
23]. Кроме того, посредством родоспецифической ПЦР подтвердили таксономическую принадлеж-
ность штаммов фагов к порядку Caudovirales, семейству Herelleviridae, подсемейству Twortvirinae, 
роду Kayvirus как к наиболее распространенному таксону вирулентных стафилококковых фагов, ис-
пользуемых в клинических целях. 

Для изучения влияния вирулентных бактериофагов на антибиотикочувствительность бактерий 
из клинического материала выделены штаммы S. aureus. Культуры идентифицировали с помощью 
настольного времяпролетного масс-спектрометра с матричной лазерной десорбцией MALDI-TOF 
Biotyper microflex («Bruker», Германия) по белковым спектрам и оценивали высоким показателем 
достоверности (score более 2).  

Чувствительность бактерий S. aureus к вирулентным бактериофагам определяли методом нане-
сения фага (spot-test) на газон бактериальной культуры. С помощью бактериологической петли осу-
ществляли секторальный посев штаммов микроорганизмов на подсушенную поверхность  
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питательной среды Мюллер-Хинтон («Conda», Испания). Далее на поверхность каждого сектора на-
носили капли исследуемого бактериофага. Чашки переворачивали агаром вверх и инкубировали при 
температуре 37° С. Результаты интерпретировали через 24 часа. Для дальнейшего проведения экспе-
риментальной работы были отобраны только 5 штаммов S. aureus, литическую активность фагов к 
которым оценивали по пятибалльной системе на «+++» и характеризовали как зону лизиса с единич-
ными колониями вторичного роста (табл. 1) [7]. 

Таблица 1 
Литическая активность вирулентных бактериофагов штаммов S. aureus 

Наименование  
бактериофага S. aureus 

Номер штамма 
S. aureus 

Оценка  
литической активности бактериофага 

Sa30 4022 «+++» 
Н125/4037 3059 «+++» 
Sa30 3059 «+++» 
П15/4037 3255 «+++» 
Н159/4040 3255 «+++» 
П15/4037 75 «+++» 
Н125/4037 75 «+++» 
Н159/4040 75 «+++» 
Н159/4040 2731 «+++» 

 
Гетерогенность популяции бактериальных культур и способность микроорганизмов включать 

генетически детерминированные механизмы выживания в неблагоприятных условиях окружающей 
среды, в том числе с формированием некультивируемых форм, позволила выделить линии бактерий 
для изучения экосистемы «бактерия – вирулентный бактериофаг». 

Серия экспериментов по определению чувствительности бактерий S. aureus к АБП проведена 
трижды в трех повторах с 9 дисками АБП до взаимодействия микроорганизмов с бактериофагами и 
после их совместного культивирования.  

Первым этапом из суточных культур бактерий второго пассажа с помощью денситометра 
готовили бактериальную суспензию 0,5 EД по МакФарланду (1,5  108 КОЕ/мл). Инокулят наносили 
тампоном на агар Мюллер-Хинтон («Conda», Испания) в течение 15 мин после приготовления. Не 
позднее этого же времени на поверхность питательной среды раскладывали диски с АБП. 
Чувствительность микроорганизмов к АБП определяли диско-диффузионным методом в 
соответствии с нормативными документами [4]. Использовали диски индикаторные картонные с 
противомикробными средствами производства ООО «Научно-исследовательский центр 
фармакотерапии» (оксациллин 1 мкг, серия – 111118; эритромицин 15 мкг, серия – 030319; 
клиндамицин 2 мкг, серия – 040419; гентамицин 30 мкг, серия – 111118; норфлоксацин 10 мкг, серия 
– 090919; цефтриаксон 30 мкг, серия – 111118; цефепим 30 мкг, серия – 090919; ампициллин 10 мкг, 
серия – 111119;цефуроксим 30 мкг, серия – 030319). Контроль качества дисков АБП проводили 
коллекционными штаммами E. coli АТСС 25922, S. aureus АТСС 25923, P. aeruginosa ATCC 27853. 

Вторым этапом 200 мкл бактериальной суспензии штамма S. aureus 0,5 EД по МакФарланду 
(1,5  108 КОЕ/мл) и 200 мкл бактериофага с концентрацией 108 БОЕ/мл соединяли в пробирке 
с мясо-пептонным бульоном и инкубировали в течение 18–24 часов при 37° С. Проводили совместное 
культивирование штамма 4022 с бактериофагом Sa30, штамма 3059 с бактериофагами Н125/4037 и 
Sa30, штамма 3255 – с П15/4037 и Н159/4040, штамма 75 – с бактериофагами П15/4037, Н125/4037, 
Н159/4040 и штамма 2731 – c Н159/4040, в соответствии с таблицей 1. 

После суточного взаимодействия бактерий с бактериофагом из всех пробирок производили вы-
сев на плотную питательную среду Мюллер-Хинтон. После 18–24 ч инкубирования чашек осуществ-
ляли повторную идентификацию выросших единичных колоний, из этих бактерий снова готовили 
суспензию 0,5 ЕД по МакФарланду и повторно исследовали на чувствительность к АБП. Интерпре-
тацию значений диаметров зон задержки роста микроорганизмов при определении антибиотикочув-
ствительности проводили в соответствии с действующими нормативными документами [4, 6] и инст-
рукциями по применению наборов дисков, предложенных производителем. 

Статистическую обработку результатов исследования осуществляли с использованием про-
граммного обеспечения IBM SPSS Statistics 22 («IBM», США). Гипотезу нормальности распределения 
проверяли с помощью критериев Колмогорова-Смирнова и Шапиро-Уилка. Для непрерывных данных 
рассчитывали медианы показателей (Ме). Для оценки достоверности различий использовали непара-
метрический критерий знаковых рангов Вилкоксона для связанных выборок, так как переменные 
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не подчинялись нормальному распределению. Различия результатов считали статистически значи-
мыми при р < 0,05. 

Результаты исследования и их обсуждение. Все выделенные бактериофаги показали отсутст-
вие генов, кодирующих известные интегразы, а также принадлежность к роду Kayvirus, что позволи-
ло сделать заключение об их вирулентной (строго литической) природе. Высокий титр бактериофагов 
и их литическая способность «+++» к подобранным штаммам S. аureus говорят об активном процессе 
взаимодействия вирусов и бактерий, а также о хорошей чувствительности микроорганизмов к бакте-
риофагам. 

В ходе эксперимента трижды в трехкратной повторности проведено исследование чувстви-
тельности бактерий S. aureus к каждому АБП до и после совместного инкубирования с вирулентным 
бактериофагом в соответствии с таблицей 1. Интерпретация значений диаметров зон задержки роста 
S. aureus при определении чувствительности к АБП представлена в таблице 2. 

Таблица 2 
Чувствительность к АБП бактерий S. Aureus до и после взаимодействия с бактериофагами 

После взаимодействия с бактериофагом №  
штамма Антибиотики До взаимодействия  

с бактериофагом П15-4037 Н125-4037 Sa30 Н159/4040 
1 2 3 4 5 6 7 

3255 оксациллин S S - - S 
75 оксациллин S S S - S 
4022 оксациллин S - - S - 
2731 оксациллин R - - - R 
3059 оксациллин S - S S - 
3255 эритромицин S S - - S 
75 эритромицин S S S  S 
4022 эритромицин S - - S - 
2731 эритромицин R - - - R 
3059 эритромицин S - - S - 
3255 клиндамицин S S - - S 
75 клиндамицин S S S  S 
4022 клиндамицин S - - S - 
2731 клиндамицин S - - - - 
3059 клиндамицин S - S S - 
3255 гентамицин S S - - S 
75 гентамицин S S S - S 
4022 гентамицин S - - S - 
2731 гентамицин S - - - S 
3059 гентамицин S - S S - 
3255 норфлоксацин S S - - S 
75 норфлоксацин S S S - S 
4022 норфлоксацин I/S - - I/S - 
2731 норфлоксацин S - - - S 
3059 норфлоксацин I/R - I/R I/R - 
3255 цефтриаксон S S - - S 
75 цефтриаксон S S S - S 
4022 цефтриаксон S - - S - 
2731 цефтриаксон R/I - - - R/I 
3059 цефтриаксон S - S S - 
3255 цефепим S S - - S 
75 цефепим S S S - S 
4022 цефепим S - - S - 
2731 цефепим R - - - R 
3059 цефепим S - S S - 
3255 ампициллин R R - - R 
75 ампициллин S S S - S 
4022 ампициллин R - - R - 
2731 ампициллин R - - - R 
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Продолжение таблицы 2 
3059 ампициллин S - S S - 
3255 цефуроксим S S - - S 
75 цефуроксим S S S - S 
4022 цефуроксим S - - S - 
2731 цефуроксим I/S - - - I/S 
3059 цефуроксим S - S S - 

Примечание: R – устойчивый, I – умеренно-резистентный, S – чувствительный штамм 
 
Полученные результаты свидетельствуют о том, что до и после совместного культивирования 

штаммов S. aureus с литическим бактериофагом значения диаметров зон задержки роста микроорга-
низмов находятся в пределах своей категории: «чувствительный», «умеренно-резистентный»  
и «устойчивый». 

Оценка наличия нормального распределения данных (тест Колмогорова-Смирнова и Шапиро-
Уилка) показала, что переменные не подчиняются нормальному распределению (р < 0,05). Диаметры 
зон подавления роста микроорганизмов S. aureus под воздействием АБП до и после совместного 
культивирования с вирулентными бактериофагами указывают на незначительные изменения этого 
показателя (табл. 3). 

Таблица 3 
Диаметры зон подавления роста S. aureus при определении чувствительности к АБП, Me 

Диаметр зон задержки роста S. aureus 
после культивирования бактерий 

с бактериофагом, мм № 
штам

ма 
Антибиотики 

Диаметр 
зон 

задержки 
роста 

S. aureus, 
мм 

Фаг 
П15-4037 

Фаг 
Н125-4037 

Фаг 
Sa30 

Фаг 
Н159/4040 

Диаметр 
зон задержки 

роста S. aureus, 
среднее арифмети-

ческое по всем 
фагам, мм 

3255 оксациллин 16 17 - - 18 17 
75 оксациллин 22 21 22  22 22 

4022 оксациллин 18 - - 18 - 18 
2731 оксациллин 0 - - - 0 0 
3059 оксациллин 21 - 22 23 - 22,5 
3255 эритромицин 25 24 - - 25 24,5 

75 эритромицин 25 24 25  24 24 
4022 эритромицин 24 - - 24 - 24 
2731 эритромицин 10 - - - 11 11 
3059 эритромицин 25 - 25 24 - 24,5 
3255 клиндамицин 29 26 - - 27 26 

75 клиндамицин 27 26 27 - 25 26 
4022 клиндамицин 25 - - 25 - 25 
2731 клиндамицин 28 - - - 28 28 
3059 клиндамицин 26 - 27 26 - 26,5 
3255 гентамицин 24 24 - - 24 24 

75 гентамицин 25 23 24 - 23 24 
4022 гентамицин 24 - - 23 - 23 
2731 гентамицин 23 - - - 23 23 
3059 гентамицин 24 - 23 23 - 23 
3255 норфлоксацин 29 27 - - 28 28 

75 норфлоксацин 26 27 27 - 25 26 
4022 норфлоксацин 16 - - 18 - 18 
2731 норфлоксацин 25 - - - 25 25 
3059 норфлоксацин 13 - 11 14 - 12,5 
3255 цефтриаксон 26 24 - - 24 24 

75 цефтриаксон 25 24 25  24 25 
4022 цефтриаксон 27 - - 24 - 24 
2731 цефтриаксон 13 - - - 14 14 
3059 цефтриаксон 24 - 23 24 - 24 
3255 цефепим 21 21 - - 19 19,5 

75 цефепим 22 22 22 - 22 22 
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Продолжение таблицы 3 
4022 цефепим 21 - - 21 - 21 
2731 цефепим 13 - - - 14 14 
3059 цефепим 20 - 21 23 - 22 
3255 ампициллин 16 16 - - 16 16 

75 ампициллин 35 35 35 - 35 35 
4022 ампициллин 18 - - 18 - 18 
2731 ампициллин 13 - - - 14 14 
3059 ампициллин 35 - 35 34 - 35 
3255 цефуроксим 26 25 - - 26 25,5 

75 цефуроксим 29 27 27 - 26 27 
4022 цефуроксим 28 - - 28 - 28 
2731 цефуроксим 15 - - - 16 16 
3059 цефуроксим 27 - 25 29 - 27 

 
В соответствии с тестом Колмогорова-Смирнова и Шапиро-Уилка для оценки достоверности 

различий зон задержки роста штаммов S. aureus до и после взаимодействия с вирулентным бактерио-
фагом использован непараметрический критерий Вилкоксона для связанных выборок. Проведенные 
расчеты показали, что значения изучаемых данных чувствительности бактерий к АБП S. aureus до и 
после сокультивирования со всеми вирулентными бактериофагам не обладали статистической значи-
мостью (р = 0,428). Дальнейший анализ зон подавления роста микроорганизмов по группам антибио-
тиков установил незначительные и статистически недостоверные отличия (табл. 4). 

Таблица 4 
Критерий знаковых рангов Вилкоксона  

оценки значений диаметров зон задержки роста штаммов S. aureus под влиянием АБП 
до и после взаимодействия с вирулентными бактериофагами 

Антибиотики Критерий знаковых рангов Вилкоксона, р 
Оксациллин 0,180 
Эритромицин 0,577 
Клиндамицин 0,285 
Гентамицин 0,083 
Норфлоксацин 1,000 
Цефтриаксон 0,285 
Цефепим 0,593 
Ампициллин 0,317 
Цефуроксим 0,593 

 
Кроме того, оценили влияние специфического бактериофага на каждый штамм S. aureus: 3255, 

75, 4022, 2731 и 3059. Расчет критерия Вилкоксона показал, что различия диаметров задержки роста 
бактерий до и после сокультивирования с фагом незначимы, так как асимптоматическая значимость 
больше 0,05. 

Известно, что антибиотики и бактериофаги оказывают различное селективное действие на бак-
териальную клетку [26]. Этим можно воспользоваться для регулирования механизмов резистентности 
микроорганизмов к АБП и достижения комбинированных терапевтических эффектов [14, 18, 25, 27]. 
В некоторых случаях сочетанная терапия по эффективности превосходит использование одного бак-
териофага, либо только антибиотика. Примечательно, что терапевтический успех синергетического 
применения препаратов может быть достигнут даже при субингибирующих концентрациях антибио-
тика, которые недостаточны для контроля роста бактерий, но становились эффективными в сочета-
нии с фагом. Сублетальные концентрации антибиотиков могут улучшить литические особенности 
бактериофагов посредством морфологических изменений бактериальной клетки, при этом не вмеши-
ваясь в цикл репликации фага [21]. 

С точки зрения положительного фармакодинамического воздействия бактериофагов на бакте-
рии результат влияния можно разделить на бактерицидные эффекты, бактериолитические и образо-
вание бактериофагами вирионов [9]. Бактерии могут противостоять атаке фагов с помощью различ-
ных механизмов, включая спонтанные мутации, системы модификации рестрикции и адаптивный 
иммунитет через систему CRISPR-Cas. Спонтанные мутации микроорганизмов могут реализовывать-
ся за счет изменения структуры бактериальных поверхностных компонентов (к ним относятся  
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липополисахариды, белки наружных мембран, тейхоевые кислоты клеточной стенки, капсулы и дру-
гие) [16, 20]. При использовании умеренных бактериофагов описаны варианты формирования мно-
жественной лекарственной резистентности бактериальных штаммов, так как возможен горизонталь-
ный перенос генетических элементов. Это способствует распространению клональных линий возбу-
дителей инфекций бактериальной этиологии и обеспечивает возможность их паразитического суще-
ствования в организме пациентов [2]. К сожалению, геном литических фагов полностью не изучен. 
Нерасшифрованные гены могут кодировать различные функции и участвовать в выработке вспомога-
тельных белков, которые могут оказывать воздействие на физиологию бактерий [16]. 

В сообщениях об изучении воздействия литических фагов на штаммы бактерий были получены 
устойчивые к фагу линии «бактерий-мутантов». Селективное давление фагов сформировало штаммы 
S. aureus со сниженной скоростью роста и нарушением продукции капсульного полисахарида. Дока-
зано, что «мутанты» Salmonella enterica serovar paratyphi B полностью потеряли вирулентность и 
имели более короткую продолжительность жизни. При исследовании штаммов Acinetobacter 
baumannii наблюдали потерю бактериальной капсулы. Влияние фагов на популяцию Pseudomonas 
aeruginosa привело к формированию штаммов, которые имели значительное увеличение чувстви-
тельности к антибиотикам [11, 12, 13, 17, 24]. Устойчивость к фагам часто (хотя и не всегда) проис-
ходит за счет приспособления бактерий. Этот компромисс объясняет, почему фаг-резистентные и 
фаг-чувствительные микроорганизмы сосуществуют и обеспечивают разнообразие в бактериальной 
популяции [12]. 

Таким образом, сравнение чувствительности микроорганизмов к АБП до и после сокультиви-
рования с бактериофагами показало, что параметры значений диаметров зон подавления роста бакте-
рий имеют статистически недостоверные различия. 

Заключение. Изучение экосистемы с участием бактерий Staphylococcus aureus и вирулентных 
бактериофагов выявило отсутствие фагового влияния на чувствительность к антимикробным препара-
там, что позволяет рекомендовать антибиотикотерапию в комбинации с вирулентными бактериофагами. 
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