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Цель. Оценить действие комбинированного препарата бактериофагов на биопленкообразование 
(БПО) и сформированные биопленки S. aureus, выделенных от пациентов с ортопедической инфек­
цией.
Материалы и методы. Протестировано 50 клинических изолятов S. aureus, полученных от пациентов, 
находящихся на стационарном лечении. Видовую идентификацию выполняли методом MALDI­TOF 
масс­спектрометрии, определение чувствительности к антибиотикам – в соответствии с рекомен­
дациями EUCAST (v21). Фагочувствительность изолятов к препарату бактериофагов «Секстафаг» 
(«Микроген», Россия) определяли на мясопептонном агаре. Антибактериальное действие фагов в 
отношении S. aureus ATCC 29213 и S. aureus ATCC 43300 оценивали путем построения кинетиче­
ских кривых роста. Биопленки чувствительных к бактериофагам штаммов S. aureus формировали по 
методу O’Toole (2011). Степень БПО оценивали в соответствии с критериями Stepanovic. Влияние 
бактериофагов на формирование биопленки S. aureus изучали путем совместной инкубации фагов и 
бактерий с последующим расчетом процентного ингибирования относительно контроля без внесе­
ния препарата. Действие фагов на сформированные биопленки определи путем обработки 24­ча­
совых пленок S. aureus препаратом в течение суток и с контролем.
Результаты. Среди изученных 50 клинических штаммов S. aureus чувствительными к действию фа­
гов были 43 изолята (86%), включая 22 MSSA и 21 MRSA. Все тестируемые фагочувствительные 
культуры характеризовались биопленкообразующей способностью различной степени выраженно­
сти: 28% – слабой, 35% – умеренной, 37% – сильной. Ингибирование формирования биопленок 
определяли у всех протестированных штаммов MRSA, при этом у 73% изолятов индекс ингибиро­
вания БПО был более 80%, что превышало данный показатель для MSSA в 2,5 раза. В свою оче­
редь, деструкция сформированной биопленки под действием бактериофага составила 72% для всех 
S. aureus. У 57% штаммов MSSA снижение биомассы биопленки в сравнении с контролем составило 
более 80%, при этом данный показатель был в 2 раза выше, чем у MRSA.
Выводы. Полученные результаты позволяют говорить о высокой эффективности препарата бакте­
риофагов in vitro в отношении БПО как одного из главных факторов персистенции стафилококков.
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Objective. To study effects of bacteriophages on biofilm formation and formed biofilm by S. aureus isolated 
from patients with orthopedic infection.
Materials and methods. A total of 50 clinical strains of S. aureus were tested. Species identification was 
performed by MALDI­TOF MS, antibiotic susceptibility – in accordance with the EUCAST v21. Isolates 
susceptibility to bacteriophages «Sextafag» (Microgen, Russia) was determined by MPA medium. The 
antibacterial activity of phages against S. aureus ATCC 29213 and S. aureus ATCC 43300 was evaluated 
by growth kinetic curves. Biofilms of bacteriophage­sensitive S. aureus strains were formed according to 
the protocol described by O’Toole. Isolates were divided into categories in accordance with the Stepanovic 
criteria. The effects of bacteriophages on the formation of S. aureus biofilm were studied by co­incubation 
of phages and bacteria followed by calculation of the percentage inhibition relative to the control without 
the introduction of the phages. The effect of phages on 24­hour biofilms formed by staphylococci was also 
evaluated in comparison with the control.
Results. Out of 50 clinical S. aureus strains studied, 43 isolates (86%) were susceptible to phages, 
including 22 MSSA and 21 MRSA. All phage­susceptible cultures were characterized by biofilm­forming 
ability of varying degree: 28% – weak biofilm producer, 35% – moderate, 37% – strong. Inhibition of 
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biofilm formation was determined in all tested MRSA strains, while in 73% of isolates the index of biofilm 
formation inhibition was more than 80%, which exceeded this indicator for MSSA by 2.5 times. In turn, 
the destruction of the formed biofilm under the action of the bacteriophage was 72% for all S. aureus. In 
57% of MSSA strains, the decrease in biofilm biomass in comparison with the control was more than 80%, 
while this indicator was 2 times higher than for MRSA.
Conclusions. The results demonstrated a high in vitro efficacy of bacteriophages against biofilm formation 
in S. aureus. 

Введение

Инфекция протезированных суставов является важ­
ной проблемой современной медицины. По данным 
литературы, частота развития данного осложнения 
составляет от 2,5% после первичного эндопротезирова­
ния до 20% после ревизионных операций, при этом ле­
тальность от данного осложнения достигает 2,5% [1]. 
В случае выполнения ревизионной операции по поводу 
уже имеющейся инфекции, ее рецидивы развиваются в 
 25–67% [2]. Особенностями инфекционных осложне­
ний ортопедических вмешательств являются слабовыра­
женная воспалительная реакция организма пациента, а 
также способность патогенов к адгезии и формирова­
нию биопленок на поверхностях костей и имплантатов 
[3, 4]. Биопленки представляют собой микробные сооб­
щества, которые встроены в самостоятельно продуциру­
емую матрицу внеклеточных полимерных веществ, объ­
единяющую бактериальные клетки в единую систему и 
выполняющую структурно­образующую функцию  [3–5].

 Основными возбудителями ортопедической 
инфекции являются стафилококки [6]. Staphylococcus 
aureus считается наиболее важным клиническим видом и 
характеризуется выраженной способностью к формиро­
ванию биопленок [7]. Образование биопленки стафило­
кокками – это один из факторов персистенции, который 
помогает бактериям преодолевать неблагоприятные ус­
ловия окружающей среды, обеспечивая устойчивость к 
антибактериальным веществам и вызывая различные ин­
фекции c хроническим течением [8]. По данным Rohde Н. 
и соавт., способность формировать биопленки на био­
логических материалах – это основной фактор распро­
странения стафилококковой инфекции. В своем иссле­
довании авторы изучили 50 метициллинорезистентных 
(MRSA) и 50 метициллиночувствительных (MSSA) изоля­
тов из ожоговых ран, все из которых образовали био­
пленки [7]. Закрепленные в матриксе бактерии претер­
певают ряд метаболических изменений, приобретая 
отличия друг от друга и формируя несколько бактери­
альных фенотипов: клетки­персистеры, малые колонии 
и жизнеспособные, но некультивируемые бактерии [3]. 
Все это обеспечивает длительное существование пато­
генов в очаге инфекции, возможность распростране­
ния в другие локусы при диссеминации бактериальных 
биопленочных кластеров, а также защиту от действия 
антибиотиков, которые обладают низкой эффективно­
стью против клеток­персистеров [9]. Однако бактери­
офаги (БФ) обладают большей способностью нацели­
ваться на пленочные бактерии, вне зависимости от их 
метаболического состояния. БФ индуцируют ферменты, 
разрушающие внеклеточный матрикс, а также способны 

инфицировать клетки­персистеры, оставаясь в них без­
действующими и активируясь при переходе бактерий в 
метаболически активное состояние [10, 11]. При этом 
инфицированные бактерии способствуют быстрому и 
эффективному размножению фагов [12].

Хроническое течение инфекционного процесса и низ­
кая доступность для антибиотиков обуславливают необ­
ходимость поиска новых перспективных средств борьбы 
с перипротезной инфекцией, и значительный интерес 
представляет изучение антибактериального действия 
препарата БФ в отношении штаммов S. aureus, выделен­
ных от пациентов с ортопедической инфекцией, а также 
влияние фагов на процесс БПО и уже сформированную 
бактериальную пленку стафилококков.

Цель исследования – оценить действие комбиниро­
ванного препарата БФ на БПО и сформированную био­
пленку S. aureus, выделенных от пациентов с ортопеди­
ческой инфекцией.

Материалы и методы

Всего протестировано 50 клинических изолятов 
S. aureus. Выделение культур проводили в соответствии 
со стандартными ручными методиками, принятыми в 
лаборатории в 2021 г. Материалом для исследования 
служили тканевые биоптаты, раневое отделяемое, си­
новиальная жидкость и удаленные металлоконструк­
ции (части эндопротезов, винты, пластины, цементные 
спейсеры), полученные от пациентов, находящихся на 
стационарном лечении. Видовую идентификацию вы­
полняли методом MALDI­TOF масс­спектрометрии с ис­
пользованием системы FlexControl и программного обе­
спечения MBT Compass 4.1. (Bruker Daltonics, Германия), 
Score ≥ 2,0. Чувствительность к антибиотикам выделен­
ных культур определяли в соответствии с рекомендаци­
ями EUCAST (v.21) [13].

Анализ антибактериальной активности
Наличие чувствительности к препарату БФ «Секста­

фаг» («Микроген», Россия) определяли на мясопеп­
тонном агаре (МПА). Бактериальную взвесь (0,5 по 
МакФарланду) распределяли по поверхности МПА и че­
рез 10 мин. на поверхность агара дозатором наносили 
10 мкл препарата БФ в дубликатах. Чашки инкубиро­
вали при 37°С в течение 18 ч. (Рисунок 1).

Антибактериальную активность в отношении эталон­
ных штаммов S. aureus ATCC 29213 и S. aureus ATCC 
43300 оценивали путем построения кинетических кри­
вых роста. В 4 лунки 96­луночного планшета вносили 
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125 мкл питательной среды – бульона Мюллера – 
Хинтон (МХБ), 125 мкл препарата БФ и 20 мкл бактери­
альной взвеси (1 × 105 KOE/мл). В контрольные лунки 
вносили только МХБ и взвесь бактерий. Планшеты ин­
кубировали при 37°С в течение 18 ч. в спектрофотоме­
тре Spectrostar NANO (BMG, Германия). Исследование 
состояло из 20 циклов по 3600 сек., OD600. Анализ по­
лученных кривых проводили в программе Spectrostar 
NANO MARS.

Оценка влияния БФ на БПО клинических штаммов
Биопленки чувствительных к БФ штаммов S. aureus 

формировали по методу O’Toole (2011) [14]. В лунки 
плоскодонного планшета вносили 125 мкл питательной 
среды, 125 мкл препарата «Секстафаг» и 20 мкл бакте­
риальной взвеси (1 × 108 KOE/мл). В контрольные лунки 
вносили только питательную среду и взвесь бактерий. 
Планшеты инкубировали 24 ч. при 37°С, затем промы­
вали, высушивали и окрашивали 0,1% раствором ген­
цианвиолета с последующей спиртовой экстракцией. 
Биомассу сформированных пленок оценивали по оптиче­
ской плотности (ОП) полученных экстрактов красителя 
при 570 нм («Spectrostar Nano»). Степень БПО опре­
деляли в соответствии с критериями Stepanovic [15]. 
Процентное ингибирование БПО рассчитывали, исполь­
зуя методику Kumari Р. и соавт. [16].

Оценка влияния БФ на сформированные 24­часовые 
биопленки

Биопленки формировали описанным выше спосо­
бом, используя только питательную среду и бактерии. 
Планшеты инкубировали 24 ч. при 37°С, затем про­
мывали, высушивали и опытные лунки обрабатывали 
200 мкл препарата «Секстафаг» (контрольные – пита­

тельная среда). Через 24 ч. лунки промывали, высуши­
вали и окрашивали 0,1% раствором генцианвиолета с 
последующей спиртовой экстракцией. Биомассу пленок 
оценивали по ОП полученных экстрактов красителя при 
570 нм («Spectrostar Nano»).

Статистический анализ
Полученные данные анализировали с использова­

нием программы Statistica (версия 13). Оценку нор­
мальности распределения значений выполняли количе­
ственным методом Шапиро – Уилка (W­тест), а наличие 
статистической значимости различий – при помощи 
t­критерия Стьюдента. Статистически значимыми счи­
тали значения p < 0,05.

Результаты

Типовые штаммы S. aureus ATCC 29213 и S. aureus 
ATCC 43300 характеризовались чувствительностью к 
БФ (Рисунок 2). 

ОП МХБ с взвесью бактерий в присутствии БФ 
была статистически значимо меньше в сравнении с 
контрольными показателями без добавления фаговой 
смеси (р < 0,001), и изученные типовые штаммы харак­
теризовались чувствительностью к тестируемому пре­
парату.

Среди изученных клинических штаммов S. aureus чув­
ствительными к действию фагов были 43 из 50 изолятов 
(86%), включая 22 MSSA и 21 MRSA.

Оценка влияния БФ на БПО клинических штаммов 
S. aureus

В исследование были включены 43 фагочувствитель­
ных изолята S. aureus. Все тестируемые культуры ха­
рактеризовались биопленкообразующей способностью 
различной степени выраженности: слабой – 12 (28%), 
умеренной – 15 (35%), сильной –16 (37%) (Рисунок 3). 
Для изученных штаммов стафилококков определяли ин­
гибирование БПО на 76% и 79% у изолятов с умеренной 
и сильной БПО способностью. 

Для 93% штаммов S. aureus регистрировали замедле­
ние БПО в присутствии препарата БФ. Ингибирование 
формирования биопленок показано у всех протестиро­
ванных штаммов MRSA (n = 22), при этом у 73% изо­
лятов индекс ингибирования БПО составил более 80%, 
что превышало данный показатель для MSSA (n = 21) 
в 2,5 раза (Рисунок 4).

Обратная закономерность выявлена при оценке вли­
яния препарата БФ на сформированные 24­часовые 
стафилококковые биопленки. Показатель деструкции 
составил 72% для всех тестируемых штаммов S. aureus. 
Суточные биопленки MSSA характеризовались большей 
чувствительностью к БФ, и у 91% изолятов регистриро­
вали снижение биомассы пленок (Рисунок 5).

Более чем в половине случаев БФ снижали биомассу 
пленок, сформированных изолятами. У 57% штаммов 
MSSA снижение толщины биопленки в сравнении с кон­
тролем составило более 80%, при этом данный показа­
тель был в 2 раза выше, чем у MRSA.

Рисунок 1. Определение чувствительности штаммов MSSA (А) 
и MRSA (Б) к препарату БФ

  Наличие зоны подавления роста культуры на МПА 
в месте нанесения капли у чувствительных к фагу 
штаммов.
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Рисунок 3. Доля биомассы биопленок S. aureus, сформированных 
в присутствии БФ, в сравнении с контролем 
в зависимости от их биопленкообразующей 
способности

Рисунок 2. Динамика роста бактериальной биомассы S. aureus 
ATCC 29213 и S. aureus ATCC 43300 в течение 
18 ч. в присутствии БФ и в питательной среде без 
препарата

Рисунок 4. Доля штаммов S. aureus с ингибированием 
БПО в течение суток совместной инкубации 
с препаратом БФ 

Рисунок 5. Доля штаммов, для которых регистрировали снижение 
биомассы суточных биопленок после обработки 
препаратом БФ в течение 24 ч.

Обсуждение

Роль бактериальных биопленок является фундамен­
тальной при развитии хронических инфекций, особенно 
в присутствии имплантатов. В своей работе Sanchez C. и 
соавт. изучали влияние стафилококковых биопленок на 
функцию остеобластов и их патогенетическую роль при 
остеомиелите. Авторы установили, что компоненты био­
пленок S. aureus могут способствовать потере костной 
массы при хроническом остеомиелите за счет снижения 
жизнеспособности остеобластов и остеогенного потен­
циала, тем самым ограничивая рост новой кости, и сти­
мулирования резорбции кости за счет увеличения экс­
прессии RANKL остеобластами [17]. 

Недавние исследования показали роль фагов в пре­
дотвращении образования бактериальных биопленок, а 
также их разрушении [5, 9–11]. Взаимодействие  фагов 

с бактериальной клеткой на различных этапах БПО 
включает предотвращение бактериальной адгезии и ко­
лонизации, замедление роста и созревания биопленки, 
а также антибактериальное действие в отношении па­
тогенов, приводящее к увеличению числа фагов внутри 
биопленки. Амплификация БФ обеспечивает распро­
странение вирионов по водным каналам матрикса к дру­
гим непораженным фагами участкам биопленки.

González S. и соавт. подтвердили, что БФ способны 
проникать в биопленки, образованные штаммами с раз­
ной степенью восприимчивости к вирусам и способно­
стью к БПО [18]. Согласно полученным нами данным, 
все изученные фагочувствительные штаммы стафилокок­
ков обладали способностью образовывать биопленки 
различной степени выраженности, что оказывало вли­
яние на эффективность препарата БФ. Установленное 
незначительное снижение толщины биопленок (на 5%) 
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у культур со слабой степенью БПО, по­видимому, свя­
зано с минимальной разницей ОП спиртовых экстрактов 
красителя в опыте и контроле, обусловленной низкими 
значениями ОП, в отличие от штаммов с умеренной и 
высокой степенью БПО (на 76% и 79% соответственно). 
González S. и соавт. предположили, что факторами, 
определяющими скорость диффузии фагов в биоплен­
ках, являются количество прикрепленной биомассы, 
восприимчивость конкретного штамма, исходный титр 
фага, захват фага внеклеточным матриксом и его воз­
можная инактивация [18].

Показано, что БФ способны экспрессировать депо­
лимеризующие ферменты, разрушающие компоненты 
матрикса биопленки. Chan В. и соавт. установили, что 
энзимы фагового происхождения, разрушающие ком­
поненты матрикса биопленок, как правило, не обла­
дают токсичностью в отношении тканей животных [19]. 
Кроме того, данная группа ферментов обеспечивает ад­
сорбцию БФ к бактериальной поверхности и способ­
ствует проникновению антибиотиков внутрь сформиро­
ванной биопленки.

Полученные нами данные показали, что 40 из 43 фа­
гочувствительных изолятов характеризовались сниже­
нием БПО in vitro, а среднее значение индекса ингиби­
рования БПО составило 69,3%. По­видимому, данное 
действие реализуется за счет прямого взаимодействия 
бактериальных клеток и БФ при совместной инкубации. 
Воронкова О.С. и соавт. продемонстрировали, что пре­
парат стафилококкового БФ снижал темпы прироста ми­
кробной биопленки, при этом максимальный эффект ре­
ализовался при его воздействии на 48­часовую пленку 
[20]. В наших экспериментах показатель деструкции ста­
филококковых 24­часовых биопленок составил более 
70%. В то же время установлены различия в действии 
препарата БФ на биопленки штаммов S. aureus в зависи­
мости от их чувствительности к антибиотикам. Так, эф­
фект БФ был более выражен в отношении БПО MRSA, 

и все тестируемые штаммы формировали биопленки с 
меньшей биомассой относительно контроля. В свою оче­
редь, MSSA демонстрировали более значимое снижение 
биомассы сформированных пленок под действием БФ. 
Полученные результаты позволяют говорить о высокой 
эффективности препарата БФ in vitro в отношении од­
ного из главных факторов персистенции стафилококков.

Несмотря на полученные данные, существует ряд 
ограничений фаготерапии: строгая специфичность, ин­
дукция продукции фагонейтрализующих антител, значи­
тельно меньшее количество клинических исследований, 
отсутствие конкретной нормативной базы, а также пра­
вовые вопросы [11].

Заключение

По­видимому, несмотря на имеющиеся ограничения, 
фаготерапия может рассматриваться как перспектив­
ный метод в составе комплексного лечения ортопеди­
ческих инфекций, вызванных биопленкообразующими 
патогенами с различным профилем устойчивости к ан­
тибиотикам. Преимуществами фаготерапии являются 
специфичность, самоограничение (как только бактерия 
разрушена, фаг перестает функционировать), эффект, 
ограниченный местом инфицирования, высокая безо­
пасность, эволюция (при возникновении резистентности 
БФ способен мутировать вместе с бактериями), лучшая 
переносимость пациентом, доступность для пациентов 
с аллергией на антибиотики, антибиопленочная актив­
ность. Однако до настоящего времени не существует 
валидированного подхода к клиническому использова­
нию терапии БФ, что требует проведения сравнитель­
ных исследований. Следует отметить, что для успешной 
фаготерапии необходимо определение чувствительно­
сти штамма возбудителя к определенному фагу, что обе­
спечит элиминацию патогена и предупреждение форми­
рования биопленок.
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