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ПОРІВНЯННЯ ВПЛИВУ АНТИБІОТИКІВ ТА БАКТЕРІОФАГУ 

PHAGE SAVB14 НА БІОПЛІВКИ, СФОРМОВАНІ 

STAPHYLOCOCCUS AUREUS VARIANT BOVIS 
 

Анотація 
Під час розвитку маститу у корів формування біоплівки збудником захворювання є ефективним 

способом його збереження в мікрооточенні молочної залози. Біоплівкові інфекції важко піддаються 

лікуванню антимікробними засобами, порівняно з тим, що спостерігається при вирощуванні в 

планктонних умовах. Мета роботи – визначити та порівняти вплив антимікробних препаратів та 

бактеріофагу Phage SAvB14 при знищенні  біоплівок сформованих S. aureus var. bovis. За результатами 

дослідження встановлено, що антибіотики згубно впливали на кількість бактерій у складі біоплівки, 

проте знищували її, в середньому, на 60%. 100% ефективність проявляв лише один антибіотик 

фторхінолонового ряду – енрофлоксацин -  ймовірно, через його низьку молекулярну масу. При 

дослідженні впливу бактеріофагу Phage SAvB14 на життєздатність S. aureus var. bovis у складі 

біоплівки встановлено, що фаг впродовж 24 годин повністю руйнував сформовану біоплвку. Отже, 

отримані результати вказують на перспективність ефективного використання стафілококового 

бактеріофагу Phage SAvB14 для руйнування біоплівки, сформованої S. aureus var. bovis – при маститі 

корів. 
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Вступ. В останнє десятиліття вивченню механізмів виживання бактерій надається 

особливе значення. Встановлено, що 99% мікроорганізмів в природніх екосистемах 

існують у вигляді структурованих співтовариств – біоплівок [1]. Процеси розвитку 

біоплівки вивчали багато вчених [2, 3], переважно в умовах in vitro. Здатність S. aureus до 

формування біоплівки вважається однією з головних стратегій виживання при зараженні 

господаря, а біоплівку розглядають як важливу ознаку патогенності [4]. Під час розвитку 

хронічних інфекцій, наприклад таких  як субклінічний мастит, формування біоплівки 

може бути ефективним способом збереження збудників в мікрооточенні молочної залози 

та переходом  хвороби у хронічну форму. Біоплівкові інфекції важко піддаються 

лікуванню антимікробними засобами, а стійкість бактерій до антибіотиків підвищується 

до 1000-кратного рівня, порівняно з тим, що спостерігається при вирощуванні в 

планктонних умовах [5]. 

Аналіз останніх досліджень та публікацій. Знижена сприйнятливість 

мікроорганізмів у біоплівці до антибактеріальних речовин зумовлена довільною 

присутністю клітин із резистентним фенотипом (відомими як "персистери") та/або погане 

проникнення антибіотиків в полісахаридну матрицю [6]. Оскільки для того, щоб поживні 

і протимікробні молекули попадали в мікробні клітини в біоплівках, вони повинні 

дифундувати через матрицю біоплівки або слиз, який продукуються бактерією. Це 

диффузне обмеження може бути результатом cпвільнення транспорту (нездатності 

антимікробних молекул дифундувати через полімерну матрицю), або інактивації 

антимікробної молекули матеріалом матриці. Крім того позаклітинна матриця, яка 

необхідна для з'єднання бактерій в біоплівки, може складатися з полісахаридів, білків і 

позаклітинної ДНК (еДНК). Вченими доведено, що еДНК функціонує як матричний 

компонент та відповідає за антибіотикостійкість мікроорганізмів в біоплівках, утворених  

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus intermedius та ін. Ці 

захисні механізми діють синергічно, забезпечуючи загальну підвищену стійкість 

біоплівки до антимікробних сполук.У зв’язку з цим необхідні альтернативні лікувальні та 

профілактичні підходи для боротьби з мікробними інфекціями в біоплівці [7]. 

Останнім часом багато вчених висловлюють припущення, що з екологічних і 

фізіологічних причин бактеріофаги, ймовірно, будуть більш ефективними, ніж 

антибіотики в знищенні бактерій у біоплівці [8]. Вплив фагів на біоплівки включає 

початкову стадію бактеріальної адсорбції, за якою слідує бактеріальна інфекція. 

Зараження фагом призводить до загибелі чутливих бактерій та до їх лізису. Видалення 

біоплівкових бактерій за допомогою лізису призводить до фізіологічних змін серед 

бактерій в глибоких шарах біоплівки, що дозволяє цим бактеріям ефективніше 

підтримувати подальшу інфекцію фагів [9]. 

Тому розробка економічно вигідних методів і засобів із застосуванням 

специфічного бактеріофагу відносно основного збудника маститу корів S. aureus var. 

bovis є перспективною і актуальною.    

Мета роботи – визначити та порівняти ефективність застосування антибіотиків та 

бактеріофагу Phage SAvB14 при знищенні  біоплівок сформованих S. aureus var. bovis. 

Методологія дослідження. Діагностику маститу корів, відбір проб молока і 

секрету молочної залози, доставку їх в лабораторію та мікробіологічні дослідження 

проводили згідно з загальноприйнятими методиками. Для виділення стафілококів 

проводили посіви проб на середовище BD Baird-Parker Agar (HiMedia, Індія). 

Культивування проводили за температури 370С, результати оцінювали через  24–48 

годин. Ідентифікацію чистих культур проводили за морфологічними, тинкторіальними, 

культуральними, біохімічними властивостями, які описані у визначнику бактерій Берджі 

[10].  
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Для визначення здатності до формування біоплівки чисту культуру виділеного 

штаму висівали в лунки імунологічного планшета у кількості не менше ніж 105 КУО/мл. 

Планшет інкубували при 37±1 °C протягом 24 год. Якщо в цей період формувалася 

біоплівка  - поверхневий чи придонний ріст у лунці, що давав плівку, яка при видаленні 

середовища осідала на стінках, то штам вважали плівкутворюючим [11]. 

Вивчення чутливості мікроорганізмів, що перебувають у біоплівковій формі, до 

антибіотиків проводили на добових мікробних біоплівках, які вирощені у пластикових 

чашках Петрі. Після 24 год інкубації культур чашки триразово відмивали від 

планктонних (неприкріплених) мікроорганізмів стерильним фосфатним буфером і 

вносили 5 см3 свіжоприготовлених антибіотиків. Після експозиції антибіотики зливали, 

чашки триразово промивали стерильним фосфатним буфером, вносили 5 см3 стерильного 

0,9% розчину натрію хлориду і стерильним тампоном ретельно відмивали зі стінок і дна 

чашки мікробну біоплівку. Із чашок відбирали 1,0 см3 суспензії, готували ряд 

десятикратних розведень, проводили посів 1,0 см3 кожного розведення у чашки Петрі, 

заливали МПА та інкубували за температури 370С упродовж 24–48 год для визначення 

кількості бактерій [2].  

Визначення кількості стафілококів у біоплівці після дії бактеріофагу проводили на 

24 годинних біоплівках, які вирощені у пластикових чашках Петрі. Після 24 год інкубації 

культур, чашки триразово відмивали від планктонних (неприкріплених) мікроорганізмів 

стерильним фосфатним буфером і вносили 5 см3 бактеріофагу Phage SAvB14. Під час 

експозиції протягом 32 години (через кожні 4 години) бактеріофаг зливали, чашки 

триразово промивали стерильним фосфатним буфером, вносили 5 см3 стерильного 0,5 % 

розчину натрію хлориду і стерильним тампоном ретельно відмивали зі стінок і дна чашки 

мікробну біоплівку. Із чашок відбирали 1,0 см3 суспензії, готували ряд десятикратних 

розведень, проводили посів 1.0 см3 кожного розведення у чашки Петрі, заливали МПА та 

інкубували за температури 370С упродовж 24 – 48 год для визначення кількості 

стафілококів [12]. 

Статистичну обробку результатів здійснювали методами варіаційної статистики з 

використанням програми Statistica 6.0 (StatSoft Inc., USA). Застосовували непараметричні 

методи досліджень (критерії Уїлкоксона, Манна–Уїтні). Визначали середнє арифметичне 

(x), стандартну похибку середньої величини (SЕ). Різницю між порівнюваними 

величинами вважали достовірною за Р<0,05. 

Результати. Результати досліджень впливу антибіотиків на бактерії S. aureus var. 

bovis, які сформовані у біоплівки, наведено на рис. 1. У дослід взято штами бактерій, 

планктонні форми яких чутливі до визначених у досліді антибіотиків у диско-

дифузійному методі Кірбі-Бауера. 

Як видно з даних рис. 1, антибіотики проявляли різну бактерицидну дію до 

мікроорганізмів у мікробній біоплівці, проте мікробні клітини виявлялися 

життєздатними на рівні вище «порогу інфікованості». Найбільш захищені біоплівкою 

виявилися клітини S. aureus, а з досліджених антимікробних засобів найкраще впливає на 

клітини в біоплівці енрофлоксацин. Після його дії стафілококи з матриксу біоплівки не 

виділялися. Антибіотики пеніцилінового ряду проявляли найслабшу здатність впливати 

на бактерії у біоплівках, після впливу бензилпеніциліну і амоксициліну кількість живих 

клітин S. aureus var. bovis виділялися у кількості lg 5,0-6,0 КУО/см2 площі біоплівки. 

Досить ефективними на бактерії у біоплівках виявилися антибіотики цефтріаксон і 

доксициклін. Після дії цефтріаксону кількість бактерій, що вижила становила lg 1,9 ± 1,1 

КУО/см2 площі біоплівки, а доксицикліну lg 2,5 ± 1,2  КУО/см2. 
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Рис. 1. Вплив антимікробних препаратів на кількість S. aureus var. bovis  

у складі біоплівки 

 

На рис. 2 наведено результати впливу бактеріофагу Phage SAvB14 на сформовану 

бактеріальну біоплівку Staphylococcus aureus variant bovis.  

 

 
 

Рис. 2. Вплив бактеріофагу Phage SAvB14 на кількість S. aureus var. bovis  

у складі біоплівки 
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Так, протягом 4-ох годин взаємодії бактеріофагу і клітин стафілококів у біоплівці 

зміни у кількості бактерій не відбувалося. Через 8 годин контакту вірусу і бактерій 

розпочався процес лізису мікробних клітин і їх кількість зменшилась на один порядок. 

На 12 годину впливу бактеріофагу процес відмирання стафілококів у біоплівці 

продовжувався, проте кількість стафілококів збільшилася у 1,3 рази. Протягом наступних 

години взаємодії бактеріофагів зі стафілококами у біоплівці продовжується літична дія 

бактеріофагів і через 32 години від початку контакту фагу з біоплівкою бактеріальні 

клітини не виділялися.  

Обговорення. Субклінічний мастит корів у 90 – 95% випадків перебігає у 

хронічній формі і основний збудник S. aureus формує зрілі біоплівки, які впливають на 

ефективність антибактеріальної терапії (Horiuk et al., 2019).  

Під час визначення впливу антибіотиків на біоплівкові форми бактерій 

встановлено, що клітини у біоплівка стійкіші до антибактеріальних препаратів. Із 

досліджених антибіотиків найкраще діяв енрофлоксацин ймовірно через низьку його 

молекулярну масу та здатність проникати через пори й канали біоплівки до мікробних 

клітин. Після дії енрофлоксацину на біоплівки бактерії стафілококів  повністю були 

інактивовані. Про те, що фторхінолони легко дифундують через біоплівку і ефективно 

знижують її ріст та бактерицидно діють на мікробні клітини повідомляють і інші вчені, 

які проводили досліди in vitro [3, 13]. Також, ефективними на бактерії у біоплівках 

виявилися антибіотики цефтріаксон і доксициклін. Після дії цефтріаксону кількість 

бактерій, що вижила становила lg 1,9 ± 1,1 КУО/см2 площі біоплівки, а доксицикліну lg 

2,5 ± 1,2  КУО/см2. У той же час, за умови дії антибіотиків пеніцилінів, аміноглікозидів і 

макролідів кількість мікробних клітин, що вижили становила близько lg 5,3 КУО/см2 

площі біоплівки. Про підвищену стійкість бактерій у біоплівці, виділених за субклінічної 

форми маститу, до антибіотиків повідомляють дослідження інших вчених [5, 14].  

Таким чином, проведені лабораторні мікробіологічні дослідження вказують на те, 

що антибіотики не завжди є ефективними при проведенні протимаститних заходів на 

молочних фермах.  

 У наших дослідженнях за впливу бактеріофагу Phage SAvB14 на біоплівки, 

утворені S. aureus var. bovis, відбулася їх деградація. При цьому життєздатні мікробні 

клітини з біоплівки не виділяли. У даному випадку можемо стверджувати, що фаги 

проникли та досягли клітин стафілококів по всій товщі біоплівки і бактерії виявилися 

сприйнятливими до даного фагу. Тобто, відбулася пасивна обробка біоплівки фагами, за 

якої лізис залежав від швидкості поглинання вірусу. Незважаючи на отримання нами 

доволі ефективної дії бактеріофагу щодо біоплівки сформованої S. aureus var. bovis в 

умовах in vitro, ряд  авторів [1, 15] повідомляють, що in situ процес лізису біоплівки 

залежить від багатьох чинників, які пов’язані з фізіологічним станом господаря. Однак 

дослідники [16, 17] притримуються одностайної думки, що при практичному 

застосуванні бактеріофагів повинна використовуватися концентрація фагу не менше 108 

БУО/мл протягом певного часу для пасивного лізису біоплівки. Так як активна обробка 

фагами повинна дати достатню кількість нащадків для інфікування мікробних клітин і 

лізису біоплівки.  

Висновки і перспективи. Отримані результати лабораторних досліджень 

вказують на перспективність ефективного використання виділеного нами специфічного 

стафілококового бактеріофагу Phage SAvB14 для руйнування біоплівки, сформованої S. 

aureus var. bovis – при маститі корів. 
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COMPARISON OF THE EFFECT OF ANTIBIOTICS AND 

BACTERIOPHAGE PHAGE SAVB14 ON BIOFILMS FORMED BY 

STAPHYLOCOCCUS AUREUS VARIANT BOVIS 

 
Abstract 

During the development of mastitis in cows, the formation of a biofilm pathogen is an effective way to 

preserve it in the microenvironment of mammary gland. Biofilm infections are difficult to treat with 

antimicrobials, and bacterial resistance to antibiotics increases to 1000-fold level, compared with what is 

observed when grown in planktonic conditions. 

The aim of study – to determine and compare the effect of antimicrobial drugs and bacteriophage Phage 

SAvB14 in the destruction of biofilms formed by S. aureus var. bovis. 

Isolation and species identification of staphylococci were performed according to conventional methods 

using BD Baird-Parker Agar medium (HiMedia, India). Determination of ability of staphylococci to form 

biofilms and the number of viable bacteria was determined by the Stepanovic method. The study of sensitivity of 

microorganisms in biofilm form was performed on daily microbial biofilms grown in plastic Petri dishes. After 

24 hours of incubation of cultures, the dishes were washed three times from planktonic (unattached) 

microorganisms with sterile phosphate buffer and introduced the studied antibacterial agents. After exposure, 

the dishes were washed three times with sterile phosphate buffer, introduced 5 cm3 of sterile 0.9% sodium 

chloride solution and washed the biofilm, took 1.0 cm3 of suspension, prepared a series of ten-fold dilutions, 

inoculated 1.0 cm3 of each dilution in Petri dishes, poured MPA and incubated at temperature of 370C for 24–48 

hours to determine the number of bacteria. 

In determining the effect of antibiotics on bacterial biofilms, it was found that of the studied antibiotics, 

enrofloxacin worked best probably due to its low molecular weight and ability to penetrate the pores and 

channels of the biofilm to microbial cells. After the action of enrofloxacin on biofilms, staphylococcal bacteria 

were completely inactivated. Also, the antibiotics ceftriaxone and doxycycline were effective against bacteria in 

biofilms. After the action of ceftriaxone, the number of surviving bacteria was lg 1.9 ± 1.1 CFU/cm2 of biofilm 

area, and doxycycline lg 2.5 ± 1.2 CFU/cm2. At the same time, under the action of antibiotics penicillins, 

aminoglycosides and macrolides, the number of surviving microbial cells was about lg 5.3 CFU/cm2 of biofilm  

area. 

In studies on the effect of bacteriophage Phage SAvB14 on biofilms formed by S. aureus var. bovis, there 

was their degradation. At this, viable microbial cells from the biofilm were not isolated. In this case, we can say 

that the phages penetrated and reached the staphylococcal cells throughout the thickness of biofilm and bacteria 

were susceptible to this phage. That is, there was a passive treatment of biofilm with phages, in which lysis 
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depended on the rate of virus uptake. 

Therefore, the obtained results of laboratory studies indicate the prospects of effective use of our selected 

specific staphylococcal bacteriophage Phage SAvB14 for the destruction of biofilm formed by S. aureus var. 

bovis – in mastitis of cows. 

Keywords: mastitis; biofilms; antibiotics; bacteriophage Phage SAvB14; S. aureus var. bovis.  
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