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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ 

 

КАІСШ CAUTI – 
Катетер-асоційовані інфекції сечовидільної 

системи (catheter-associated urinary tract infection) 

МАР MDR – 
Мульти-антибіотикорезистентність 

(multiple drug resistance) 

ССТ3 T3SS – Система секреції типу 3 (type 3 secretion system) 

КС QS – 
Відчуття кворуму, кворум сенсінг (quorum 

sensing) 

ІСШ UTI’s – 
Інфекції сечовивідних шляхів (urinary tract 

infections) 

КАІСШ CAUTI’s – 
Катетер-асоційовані інфекції сечовивідних 

шляхів (catheter-associated urinary tract infections) 

АБР AMR – 
Антибіотикорезистентність (antimicrobial 

resistance) 

МАБР MDR – Мультирезистентність (multidrug resistance) 

ЕАБР XDR – 
Екстенсивна резистентність (extensively drug-

resistant) 

ПАБР PDR – Панрезистентність (pan drug resistance) 

ТСА TSA – Трипто-соєвий агар (Tryptic soy agar) 
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ВСТУП 

 

На сьогоднішній день існує велике різноманіття потенційно небезпечних 

мікроорганізмів, що викликають інфекції в організмі людини. Зокрема, одним 

з найбільш загрозливих патогенів бактеріальної природи є Pseudomonas 

aeruginosa – грам-негативні мікроорганізми роду Pseudomonas, які 

викликають підвищений інтерес наукового співтовариства через свою широку 

поширеність у природі та потенційну небезпеку для здоров'я людини [1]. Так, 

даний мікроорганізм включений до списку «бактерій, що потребують пошуку 

нових антибіотиків», ВООЗ. При цьому Pseudomonas aeruginosa займає одне з 

перших місць у даному списку, маючи критичний пріоритет [2]. Pseudomonas 

aeruginosa має високу патогенність та здатна викликати інфекційний процес у 

різних системах органів людини. Так, синьогнійна паличка викликає інфекції 

шкірних покривів та слизових оболонок (синдром зеленого нігтя [3, 4], 

інфекція перетинок пальців ніг [5, 6], синдром діабетичної стопи [7]), інфекцію 

верхніх та нижніх дихальних шляхів [8, 9, 10] та шлунково-кишкового тракту 

[11, 12, 13], часто виявляють ураження сечовивідних шляхів, зокрема так звані 

катетер-асоційовані інфекції сечовидільної системи (КАІСШ) [14, 15, 16].  

Pseudomonas aeruginosa, так само як і ряд інших мікроорганізмів здатна 

викликати первинну та вторинну бактеріємії, що за відсутності лікування або 

унеможливлення останнього може призводити до таких станів як: сепсис [17], 

септичний шок [18], бактеріальний ендокардит [19], остеомієліт [20, 21] та 

поява вторинних вогнищ інфекції. Необхідно відмітити, що інфекції, 

спричинені синьогнійною паличкою викликають занепокоєння спеціалістів 

медичної та наукової сфер не лише через широку розповсюдженість, а і через 

почастішання появи штамів, резистентних до дії антибіотиків [2]. Так, 

мультирезистентні (МАБР) штами Pseudomonas aeruginosa не виявляють 

чутливості до β-лактамних антибіотиків, включаючи карбапенеми, що є 

антибіотиками останньої інстанції для лікування бактеріальних інфекцій [22, 

23]. Варто зазначити, що синьогнійна паличка здатна до формування біоплівки, 
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що також ускладнює використання антибіотиків для лікування інфекцій, 

спричинених даним патогеном [24]. 

Розповсюдженість, здатність викликати широкий спектр інфекцій, 

антибіотикорезистентність та можливість утворення біоплівки роблять 

Pseudomonas aeruginosa небезпечним нозокоміальними патогеном [25, 26, 27]. 

Боротьба з АБР штамами Pseudomonas aeruginosa набуває особливої 

актуальності в умовах війни з росією. Велика кількість поранених, як серед 

військових, так і серед цивільного населення України призводить до 

переповнення медичних закладів, так воєнна агресія росії призводить, в тому 

числі до розповсюдження бактеріальних патогенів, включаючи Pseudomonas 

aeruginosa. 

У зв’язку із вищезазначеними небезпеками даного мікроорганізму 

наукова спільнота знаходиться в пошуку нових підходів для боротьби із 

інфекціями, викликаними Pseudomonas aeruginosa. Одним із найбільш 

багатообіцяючих підходів є використання бактеріофагів – вірусів, які 

високоспецифічно уражують бактеріальні клітини [28]. Фаги вважаються 

відносно безпечними для організму людини, в порівнянні з антибіотиками [29, 

30], а також впливають виключно на цільовий бактеріальний патоген, не 

уражуючи мікрофлору [31]. Фаготерапія може стати ефективним 

інструментом у боротьбі з інфекціями, особливо там, де антибіотики 

виявляються неефективними, зокрема фаги, на відміну від антибіотиків здатні 

руйнувати біоплівку [32]. Наукові дослідження свідчать про потужний 

потенціал фагів у лікуванні інфекцій, включаючи ті, що спричинені 

Pseudomonas aeruginosa. Інтеграція фаготерапії в клінічну практику може 

відкрити нові перспективи у лікуванні бактеріальних інфекцій та покращити 

результати лікування пацієнтів [32, 33, 34, 35, 36]. 

Саме тому метою нашої роботи було виділити, охарактеризувати та 

дослідити терапевтичний потенціал бактеріофагів, що уражують бактерії виду 

Pseudomonas aeruginosa. 



7 
 

РОЗДІЛ 1 

 

Загальна характеристика Pseudomonas aeruginosa та бактеріофагів, що 

інфікують вищезазначену бактерію 

 

1.1. Загальна характеристика Pseudomonas aeruginosa 

 

Pseudomonas aeruginosa належить до роду Pseudomonas, родини 

Pseudomonadaceae, порядку Pseudomonadales [37]. Цей умовно-патогенний 

мікроорганізм не формує спор та має негативне фарбування за методом Грама 

[38]. Це факультативний аероб, який росте за допомогою аеробного дихання 

та анаеробного дихання з нітратом, як кінцевим акцептором електронів. Даний 

мікроорганізм може використовувати понад 100 органічних молекул як 

джерело вуглецю та/або енергії [38, 40]. 

 

1.1.1. Морфологічні та культуральні властивості Pseudomonas aeruginosa 

 

Pseudomonas aeruginosa – рухливий, поліморфний паличкоподібний 

мікроорганізм із заокругленими краями, розмір складає близько 1,0-5,0 мкм в 

довжину та 0,5-1,0 мкм в ширину [38]. У мазках клітини Pseudomonas 

aeruginosa зазвичай розташовується поодиноко, у парах або у коротких 

ланцюжках. За розташуванням джгутиків – монотрих, іноді має два або 

декілька полярно розташовані джгутики та пілі [39].  

Pseudomonas aeruginosa  належить до групи психрофілів, добре росте при 

37 °C, але може підтримувати життєдіяльність широкому діапазоні 

температури (від 4–42°C), що може вважатися диференційно-діагностичною 

ознакою [38, 40]. 

Бактерії Pseudomonas aeruginosa ефективно ростуть та розмножуються як 

на простих поживних середовищах: м’ясо-пептонний бульйон (МПБ), м’ясо-

пептонний агар (МПА), пептонна вода, триптон-соєвий бульйон (ТСБ), 
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триптон-соєвий агар (ТСА); так і на диференційно-діагностичних 

середовищах: середовища Ендо, Плоскірєва, Кінг А, Кінг В (зазвичай 

комбінують з тестом із хлорофілом), кров’яний агар, цетримід-агар та 

середовище МакКонкі [40]. 

При посіві у рідке поживне середовище, однією із найбільш типових 

культуральних ознак даних бактерій є утворення слизу та пігменту, через що 

бульйонні культури набувають характерної в’язкості. Часто на рідких 

поживних середовищах спостерігають сріблясто-сіру плівку, при старінні 

бульйонної культури вона випадає на дно у вигляді слизового осаду, який 

важко розбивається [40]. 

На простих щільних поживних середовищах (МПА, ТСА) через 24 години 

після посіву Pseudomonas aeruginosa формує досить крупні, слизуваті колонії, 

з рівними краями. Колонії напівпрозорі, перламутрові, із синьо-зеленим або 

жовтуватим відтінком, через деякий час агаризоване поживне середовище 

набуває такого самого забарвлення. Специфічним є і запах культур 

Pseudomonas aeruginosa, що нагадує запах жасміну або фіалок, за рахунок 

продукції 2-аміноацетофенону [40, 41]. 

При посіві на середовище Ендо утворюються дрібні рожеві пласкі або 

складчасті колонії, що на відміну від колоній E. coli не мають характерного 

металевого блиску. На середовищі Плоскірєва колонії Pseudomonas aeruginosa 

набувають інтенсивного жовтого забарвлення, яке через 48 годин змінюється 

на коричневе, при цьому колонії в’язкі, важко знімаються бактеріологічною 

петлею [40].  

Цетримід-агар посилює продукцію пігментів, що синтезує Pseudomonas 

aeruginosa, що надають селективному середовищу синьо-зеленого або жовто-

зеленого кольору. Середовища Кінг А та Кінг В також сприяють синтезу 

піоціаніну та піовердину відповідно. На середовищі МакКонкі колонії 

Pseudomonas aeruginosa круглі та пласкі, безбарвні, флуоресціюють під УФ-

випромінюванням. На кров’яному агарі колонії слизуваті, з характерним 

металевим блиском, спостерігається β-гемоліз [40]. 
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Також необхідно зазначити, що при посіві на щільні поживні середовища 

деяких штамів Pseudomonas aeruginosa можна спостерігати феномен 

райдужного лізису – у відбитому світлі колонії виглядають різнобарвними, як 

плівки окисів на поверхні кольорових металів. Даний феномен формується під 

впливом спонтанного бактеріофага та може розглядатись як таксономічна 

ознака, у зв’язку з тим, що він утворюється лише у Pseudomonas aeruginosa [40, 

42]. 

1.1.2.  Біохімічні особливості Pseudomonas aeruginosa 

 

Pseudomonas aeruginosa ідентифікується як за вищезазначеними 

культуральними властивостями, так і за біохімічними ознаками. Так, як було 

вказано вище, більшість штамів Pseudomonas aeruginosa продукують 

пігменти, зокрема піоціанін, який має синій колір у нетральному та лужному 

середовищах та змінюється на червоний у кислому. Так, для виявлення 

піоціаніну використовують тест з хлороформом: в нічну бульйонну культуру 

(рН 8) додають хлороформ та струшують, поява синього забарвлення свідчить 

про наявність піоціаніну [40, 44]. 

Серед інших пігментів, що утворюють штами Pseudomonas aeruginosa  – 

піорубін (червоний), піомеланін (брунатно-червоний), піовердин або 

флуоресцин (жовто-зелений). Важливо зазначити, що діагностичним 

критерієм є саме продукція піоціаніну, у зв’язку з тим, що інші види роду 

Pseudomonas, такі як Pseudomonas fluorescens та Pseudomonas putida 

продукують деякі з вищезазначених пігментів. Зустрічаються також 

апігментні штами Pseudomonas aeruginosa [40, 44]. 

Дана бактерія має універсальну пластичну активність, метаболізуючи 

речовини від простих цукрів до деяких бактерицидних препаратів. 

Pseudomonas aeruginosa має порівняно слабку цукролітичну активність. Так, 

синьогнійна паличка розкладає: глюкозу, фруктозу, гліцерол, малонат, 

мальтозу, рибозу та саліцин. При цьому, дана бактерія має вищу 

протеолітичну дію: відновлює нітрати до нітритів, виділяють оксидазу, ліпазу, 
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цитрат та каталазу, розщеплює желатин, розріджує сироватку крові, гідролізує 

казеїн, утилізує ацетат [40]. Дає позитивний результат при постановці 

цетримідного тесту. Pseudomonas aeruginosa не продукує індол, газ, ДНКазу, 

уреазу, коагулазу та сірководень; дає негативну реакцію Фогеса-Проскауера 

[43, 44]. 

 

1.1.3. Фактори вірулентності та токсини Pseudomonas aeruginosa 

 

Вірулентність бактерій, в тому числі Pseudomonas aeruginosa, передбачає 

їх здатність інфікувати макроорганізм та викликати відповідні симптоми через 

фактори вірулентності, які сприяють процесам адгезії, колонізації, 

пригнічення або уникнення імунного нагляду, виснаження пулу поживних 

речовин [45]. Фактори вірулентності можуть бути класифіковані за їх 

функцією, локалізацією у клітині або іншими показниками. Так, фактори 

вірулентності Pseudomonas aeruginosa можуть поділятись на такі категорії як: 

поверхневі структури мікроорганізму, продукти секреції та фактори, що 

забезпечують взаємодію між бактеріальними клітинами [45]. 

До групи поверхневих структур належать пілі та джгутики. Pseudomonas 

aeruginosa має пілі IV типу, що складаються з білка піліну та поділяються на 

3 підтипи – IVa, IVb та IVb-Tad [46]. Пілі пов’язані з рухливістю бактерій та їх 

адгезією до поверхонь, формування біоплівки та стійкістю до антибіотиків [47, 

48]. Джгутики Pseudomonas aeruginosa сформовані з білку флагеліну, 

забезпечують рухливість та хемотаксис бактерії. Крім того, як і пілі, сприяють 

утворенню біоплівки та адгезії [49, 50]. 

Системи секреції Pseudomonas aeruginosa також відносяться до 

поверхневих структур, що є факторами вірулентності. Синьогнійна паличка 

має 5 систем секреції (T1-6SS) [51]: T1SS – одна з найпростіших систем 

секреції Грам-негативних бактерій, яка відіграє активну роль під час фази 

запалення, включена в процеси секреції протеаз та утилізації заліза [52]; T2SS 

виділяє різноманітні літичні ензими, включаючи екзотоксини, еластазу А та В, 
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протеазу, фосфоліпазу та ліпазу, а також низькомолекулярні лужні фосфатази 

[52]; T3SS пов’язують з тяжкістю клінічних проявів та патогенністю, є одним 

із ключових факторів вірулентності, за рахунок введення ефекторів у клітину 

хазяїна [52]; T5SS впливає на процеси адгезії та формування біоплівки [52]; 

T6SS пов’язана з транслокацією ефекторів, транспортом токсинів до сусідніх 

клітин та утворенням біоплівки [52]. 

 Серед продуктів секреції Pseudomonas aeruginosa, що є факторами 

вірулентності можна виділити сидерофори, протеази, екзополісахариди та 

токсини.  

Процес поглинання заліза є ключовим елементом патогенезу 

Pseudomonas aeruginosa, і дана бактерія здійснює цей процес за рахунок 

виробництва сидерофорів – хелаторів іонів Fe2+, які поглинають та 

транспортують іони з позаклітинного середовища, використовуючи 

специфічні білкові рецептори на зовнішній мембрані [53, 54]. Серед 

сидерофорів (металофорів) можна виділити: піовердин [53, 54], піохелін [54, 

55], псевдопалін [54, 56]. Останній специфічний до великої кількості іонів 

металів, окрім заліза [54, 56]. 

Серед протеаз Pseudomonas aeruginosa факторами вірулентності 

вважають лужну протеазу, що протидіє імунному захисту макроорганізму, 

руйнуючи систему комплементу [57, 58]; вищезазначені еластази А та В 

руйнують еластин, що є компонентом тканини легень та кровоносних судин 

[59, 60, 61]; протеазу IV [62], що деградує фібриноген, лактоферин, еластин та 

трансферин [63]. 

Екзополісахариди Pseudomonas aeruginosa впливають на формування 

біоплівки, зокрема наразі відомо про три такі полімери: альгінат [64, 65], Psl 

та Pel [65]. Було продемонстровано, що мутантні форми Pseudomonas 

aeruginosa дефіцитні у продукуванні одного або декількох із вищезазначених 

полісахаридів мають дефекти утвореної біоплівки або повністю втрачають 

здатність до її утворення [64].  
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Pseudomonas aeruginosa виділяють широкий спектр токсинів, що 

продукуються різними системами секреції. Так, ExoS, ExoU, ExoY та ExoT – 

чотири ефектори, що виділяються T3SS [66]. Ці ефектори порушують 

цілісність цитоскелету, індукують апоптоз та/або некротичні зміни клітин 

хазяїна, перешкоджають міжклітинній адгезії [66, 67]. Цікаво також і те, що 

штами Pseudomonas aeruginosa, які експресують ExoU частіше набувають 

резистентності до антибіотиків [68]. 

Також, Pseudomonas aeruginosa виділяє: екзолізин – токсин, що має 

перфоруючу активність, утворюючи пори на мембранах клітини хазяїна, 

продукується штамами, у яких відсутні гени T3SS [69, 70] та часто пов’язаний 

із агресивною формою геморагічної пневмонії [70]; екстоксин А виділяється 

T2SS, пригнічує синтез білка, індукує апоптоз [71, 72]; ліпаза А також 

секретується T2SS, дестабілізує мембрани клітин хазяїна, викликаючи 

некротичні зміни [73]; фосфоліпаза С має дві форми – негемолітична та 

гемолітична, остання грає роль в індукції апоптозу, збільшує експресію 

інтерлейкіну-8, індукує проникність судин, сприяє виживанню бактерії у 

багатому на нейтрофіли середовищі [74, 75, 76]; ліпоксигеназа перешкоджає 

ліпідному сигналінгу [77], пригнічує експресію основних хемокінів [78, 79]. 

Необхідно також зазначити, що одним із вторинних метаболітів Pseudomonas 

aeruginosa є синильна кислота [80], що синтезується шляхом окисного 

декарбоксилювання гліцину гідрогенціанідсинтазою, і пов’язана з загальною 

інтоксикацією організму та сприяє запальним процесам при хронічних 

інфекціях дихальної системи, викликаних даною бактерією [81]. 

Як зазначено вище, однією із категорій факторів вірулентності є 

взаємодія між бактеріальними клітинами – відчуття кворуму (кворум сенсінг, 

QS) та формування біоплівки.  QS – це система міжклітинних взаємодій між 

бактеріями, що контролюються малими сигнальними молекулами 

(аутіндуктори), які координують експресію багатьох генів (які кодують інші 

фактори вірулентності), рухливість бактеріальних клітин та формування 

біоплівки [82, 83]. Біоплівка – складний за будовою агрегат бактеріальних 
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клітин, одна з ключових стратегій виживання бактерій, що дає можливість 

протистояти змінам умов навколишнього середовища, таких як коливання 

температури та нестача поживних речовин [24, 84]. Крім цього бактерії, що 

сформували біоплівку мають вищу резистентність до дії антимікробних 

препаратів та уникають імунної відповіді господаря [64, 84]. 

 

1.2. Інфекції викликані Pseudomonas aeruginosa, їх вплив на організм 

людини та антибіотикорезистентність 

 

1.2.1. Інфекції викликані Pseudomonas aeruginosa 

 

У зв’язку з тим, що Pseudomonas aeruginosa – умовно-патогенний 

збудник, інфекційний процес, в більшості випадків, пов’язаний з 

імуносупресією інфікованої особи. Саме тому Pseudomonas aeruginosa 

найчастіше асоціюють із нозокоміальними (внутрішньолікарняними) 

інфекціями [1, 25, 26, 27, 85]. Штучна вентиляція легень [86], катетеризація 

[16, 87], дренування [88] та діаліз [89] суттєво підвищують ризик інфекції, 

тому природньо, що даний мікроорганізм часто виявляють у пацієнтів 

відділень інтенсивної терапії та реанімації.  

Іншими факторами ризику бактеріальної інфекції, викликаної 

Pseudomonas aeruginosa є: вроджені патології, травми (зокрема відкриті рани 

та опіки), хірургічні втручання, хіміо-, радіо- та променева терапії, а також 

первинні та вторинні імунодефіцити [90, 91]. Pseudomonas aeruginosa 

викликає гнійно-запальні процеси у більшості органів та тканин, 

спричинюючи як локальні, так і генералізовані інфекції [85]. 

Шкірні прояви інфекції Pseudomonas aeruginosa коливаються від 

поверхневих до глибоких і можуть виникати як у імунокомпетентних, так і у 

імуноскомпроментованих осіб, однак у випадку інфікування останніх 

показники захворюваності та смертності є вищими [92, 93]. Серед найменш 

агресивних форм можна виділити: синдром зеленого нігтя або хлороніхія [3, 
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4, 92], інфекцію міжпальцевих проміжків [5, 6, 92, 93] та фолікуліти [92, 93, 94, 

95]. Вищеперераховані хвороби зазвичай легко піддаються лікуванню.  

Проте найчастіше Pseudomonas aeruginosa уражує шкірні покриви за 

наявності великих за площею або глибоких ран, зокрема опіків та діабетичних 

виразок стопи [96, 97]. Так, у різних лікарняних закладах у пацієнтів із 

синдромом діабетичної стопи Pseudomonas aeruginosa виділяли у 10% (з яких 

4.4% мали діабетичний остеомієліт) [98], 14.3% [99], 29.8% [100], 43.0% [101] 

випадків, тоді як у пацієнтів з опіками синьогнійну паличку виявляли у 14.23% 

[102], 18.46% [103] 49.9% [104], 57% [105] випадків.  

Інфекції дихальної системи, спричинені Pseudomonas aeruginosa частіше 

виникають у імуноскомпроментованих осіб або у пацієнтів із супутніми 

захворюваннями респіраторного тракту, такими як астма, хронічний 

обструктивний бронхіт, бронхоектатична хвороба та муковісцидоз [8, 9, 10, 

106, 107, 108]. Колонізація синьогнійною паличкою дихальних шляхів у 

вищезазначених індивідів призводить до рекурентної бактеріальної пневмонії, 

що в свою чергу веде до почастішання госпіталізацій таких пацієнтів [106]. 

Окремо необхідно зазначити ШВЛ-асоційовану інфекцію Pseudomonas 

aeruginosa, що є найпоширенішою у відділеннях інтенсивної терапії, 

супроводжується високими показниками захворюваності та смертності, навіть 

з урахуванням проведення антибіотикотерапії [109, 110].  

Pseudomonas aeruginosa часто викликає інфекції сечовивідних шляхів 

(ІСШ). Існують різні фактори, які впливають на прояв ІСШ, зокрема стать, 

статева активність та метаболічні захворювання, проте найпоширенішим 

фактором, що сприяє розвитку ІСШ є катетеризація сечовивідних шляхів [111, 

112]. При цьому, КАІСШ зазвичай не відповідають на лікування з 

використанням протимікробних препаратів, у зв’язку з набуттям штамами 

Pseudomonas aeruginosa антибіотикорезистентності, а також через 

формування біоплівок на поверхні катетерів [14, 15, 16, 87, 111, 112].  

ІСШ викликані синьогнійною паличкою, в тому числі катетер-

асоційовані, можуть призводити до нефролітіазу, циститу, нефриту, гострого 
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піело- та гломерулонефриту [113], а також мають вплив на статеву систему, в 

окремих випадках викликаючи простатит [114, 115, 116], епідидиморхіт [117, 

118, 119], вагіноз [120], абсцеси фаллопієвих труб та яєчників [121, 122], 

гнійний ендометрит (піометра) [123]. Цікавим також є потенційний зв’язок 

між ІСШ, викликаною Pseudomonas aeruginosa та геморагічним васкулітом 

(васкуліт Шенлейна-Геноха). Вважається, що дане захворювання має імунний 

генез, тим не менш, декілька досліджень показали, що у пацієнтів з 

геморагічним васкулітом не спостерігали позитивного результату лікування 

до терапії супутньої ІСШ, спричиненої синьогнійною паличкою [124, 125]. 

Ураження ШКТ Pseudomonas aeruginosa зазвичай проявляється типовими 

симптомами бактеріальної інфекції ШКТ, наприклад діарея або ентероколіт, і 

проявляється частіше у пацієнтів із супутніми захворюваннями та дітей [11, 

12, 126]. Хоча синьогнійна паличка нечасто викликає інфекції ШКТ у здорових 

осіб, однією із найбільш небезпечних форм такої інфекції є «шанхайська 

лихоманка» – спорадична позалікарняна хвороба імунокомпетентних 

немовлят до 1 року, що проявляється як сепсис, пов’язаний із інфікуванням 

ШКТ Pseudomonas aeruginosa, смерть, в основному, наступає у зв’язку з 

некрозом кишківника [127, 128]. Наразі описаний лише один випадок 

«шанхайської лихоманки» у дорослого пацієнта з нейтропенією [129].   

 

1.2.2. Антибіотикорезистентність Pseudomonas aeruginosa  

 

Інфекції (як позалікарняні, так і нозокоміальні), викликані Pseudomonas 

aeruginosa, представляють істотну терапевтичну проблему, оскільки 

критичним етапом для отримання позитивного клінічного результату є вибір 

відповідних антибіотиків. Pseudomonas aeruginosa здатна розвивати 

резистентність до багатьох класів протимікробних засобів, при цьому 

стійкість до останніх може формуватися вже в процесі лікування [2, 22, 23, 

130]. 
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Інфекції, що спричинені резистентними штамами Pseudomonas 

aeruginosa пов’язують із високими показниками захворюваності та 

смертності, підвищенням потреби у хірургічних втручаннях, збільшенням 

часу тривалості лікування та, відповідно, перебування пацієнта у стаціонарі. 

Навіть більш проблематичними є випадки набуття резистентності даною 

бактерією вже в процесі антибіотикотерапії [23, 130]. Pseudomonas aeruginosa 

формує антибіотикорезистентність (АБР) за рахунок отримання відповідних 

генів від мобільних генетичних елементів, таких як плазміди або завдяки 

мутаціям, що змінюють експресію та/або функцію певних генів [130, 131].  

Відповідно до визначення ВООЗ, патоген вважається резистентним, 

якщо його біологічні характеристики змінюються таким чином, що ліки, які 

зазвичай використовуються в медичній практиці для лікування інфекції, 

спричиненої даним патогеном, втрачають свою ефективність [132]. Бактерії 

різних родів, можуть мати різні ключові антимікробні препарати, що 

використовуються для терапії інфекцій та, відповідно, різні профілі 

резистентності [133, 134], тому згідно з об’єднаною ініціативою 

Європейського центру з профілактики та контролю захворюваності (ЕЦКЗ, 

ECDC) та Центрів контролю та профілактики захворюваності у США (ЦКЗ, 

CDC) було сформовано ряд визначень, що стосуються основних антибіотиків 

та АБР різних видів мікроорганізмів [133].  

Експертами вищезазначених установ було виділено такі групи АБР: 

мультирезистентність (МАБР або MDR), екстенсивна резистентність (ЕАБР 

або XDR) та панрезистентність (ПАБР або PDR) [133, 134]. Для Pseudomonas 

aeruginosa було визначено ряд антибіотиків, що є ключовими для визначення 

АБР конкретного ізоляту: гентаміцин, тобраміцин, амікацин, нетилміцин 

(аміноглікозиди), іміпенем, меропенем, доріпенем (антипсевдомонадальні 

карбапенеми), цефтазидим, цефепім (антипсевдомонадальні цефалоспорини), 

ципрофлоксацин, левофлоксацин (антипсевдомонадальні флуорокінолони), 

тікарцилін та клавуланова кислота, піперацилін та тазобактам 

(антипсевдомонадальні пеніциліни в комбінації з інгібіторами β-лактамази), 
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азтреонам (монобактами), фосфоміцин (фосфонати), колістин, поліміксин В 

(поліміксини) [133].  

Для категоризації Pseudomonas aeruginosa, як МАБР – ізолят має бути 

нечутливим до одного з трьох або більше груп вищезазначених антибіотиків, 

як ЕАБР – ізолят чутливий хоча б до однієї групи вищеперерахованих 

антибіотиків та резистентний до інших, як ПАБР – ізолят не виявляє 

чутливості до жодного із зазначених антибіотиків [133, 134].  

За даними ЕЦКЗ у 2021 році серед усіх зареєстрованих випадків 

інфекційних захворювань, ті що спричинені  Pseudomonas aeruginosa складали 

6.1%, до того ж кількість випадків інфікування даною бактерією зросла на 

8.1% в порівнянні з 2020 роком [135]. У 2022 році у країнах ЄС (за 

виключенням Великобританії) найвищі показники комбінованої 

резистентності (МАБР) були зафіксовані на територіях: Чехії (17.7%), 

Словаччини (27.2%), Кіпру (31.7%), Латвії (37.5%), Болгарії (45.5%), Греції 

(45.5%) та Румунії (47.7%) [136].  

За даними ретроспективного дослідження, у регіоні MENA (Middle East 

and North Africa) спостерігали регіональні та міжрегіональні варіації 

поширеності МАБР Pseudomonas aeruginosa з найвищою поширеністю в 

Єгипті (75,6%), Лівані (64,5%), Йорданії (52,5%), Ізраїлі (30%) та помірною 

поширеністю на територіях Аравії (7,3%) і Катару (8,1%) [137]. 

В Україні, за даними 2011-2015 року, із загальної кількості 279 620 

клінічних ізолятів Pseudomonas aeruginosa, виділених у хірургічних 

стаціонарах медичних установ, АБР до різних протимікробних препаратів 

були: 35.6% (аміноглікозиди), 39.5% (β-лактами), 41.4% (фторхінолони), 

44.5% (глікопептиди), 45.4% (лінкозаміди), 52.2% (тетрацикліни), 55.7% 

(макроліди), 58.4% (рифампіцини) [138]. Проте у вищезазначеному 

дослідженні, на жаль, не визначався відсоток МАБР та ПАБР ізолятів. В 

іншому дослідженні від 2019 року, зразки відбирали у відділенні гнійно-

септичної хірургії і було визначено що 45.2% ізолятів Pseudomonas aeruginosa 
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були ПАБР, при цьому загальна вибірка синьогнійної палички складала 42 

ізоляти [139]. 

У зв'язку з початком повномасштабного вторгнення росії на територію 

України 24 лютого 2022 року, населення України зіткнулось з раптовим 

загостренням надзвичайної ситуації в гуманітарному, медичному та 

екологічному планах. Це призвело до найшвидшого примусового 

переміщення населення в Європі з часів Другої світової війни [140]. 

Руйнування об’єктів критичної інфраструктури, включаючи лікарні, системи 

водопостачання та діагностичні лабораторії, переповнення медичних установ, 

нестача медичного обладнання та препаратів, непридатні умови гігієни, масові 

поховання вбитих, знищення греблі Каховської ГЕС та інші воєнні злочини 

скоєні росією ставлять під загрозу життя та здоров’я українців в тому числі 

через загрозу розповсюдження патогенів бактеріальної природи [141].  

Наразі було проведено декілька досліджень, пов’язаних із детекцією 

АБР ізолятів синьогнійної палички в українських військових та біженців з 

України. Так, в Іспанії два штами NDM-Pseudomonas aeruginosa були виділені 

у двох біженців з України. Перший штам виділений у пацієнта з попередньо 

проведеною стренотомією, другий – у пацієнта з піднижньощелепним 

абсцесом [142]. Два  штами АБР NDM-Pseudomonas aeruginosa також було 

виявлені у Німеччині в двох українських військових, з переломами, 

пов’язаними з вибухами [143]. У Нідерландах, із 62 зразків, виділених від 

українських біженців, 12 виявилися карбапенем-резистентними ізолятами 

Pseudomonas aeruginosa [144]. У Німеччині у трьох обстежуваних українських 

військових було виявлено різні штами МАБР Pseudomonas aeruginosa, при 

цьому в одного з них було виділено 3 ізоляти синьогнійної палички з різних 

уражених ділянок тіла (ШКТ, рани внаслідок вибуху, уретральний катетер) 

[145]. В цьому самому дослідженні МАБР Pseudomonas aeruginosa було 

виявлено також у біженки з України, що проходить процедуру діалізу [145]. 

Також в українського військового, у воєнному госпіталі США в Німеччині 

було виявлено 6 ізолятів АБР бактерій, три з яких виявились різними штамами 
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Pseudomonas aeruginosa, що мали високі показники мінімальної інгібуючої 

концентрації (МІК) до 20 з 23 протестованих антибіотиків і, таким чином, дані 

ізоляти вважаються ЕАБР [146]. 

 

1.3. Бактеріофаги, що уражують Pseudomonas aeruginosa, фаготерапія, 

її переваги та недоліки 

 

Фаготерапія – використання бактеріофагів у медичній сфері для 

боротьби з інфекціями бактеріального генезу. Історія бактеріофагів почалась 

більш ніж 100 років тому з роботами Ернеста Генкіна, Миколи Гамалія, 

Вільяма Творта та Фелікса Д’Ереля. Останній висунув ідею використання 

фагів у медицині та ветеринарії на початку 20 сторіччя, тим не менш, 

запропонований ним метод не знайшов широкого використання, в першу 

чергу через відкриття пеніциліну Александром Флемінгом у 1928 році. Наразі 

фаготерапія, раніше затьмарена використанням антибіотиків, знову викликає 

інтерес наукової та медичної спільнот [147]. 

 

1.3.1. Характеристика бактеріофагів та їх життєві цикли  

 

Фаги (віруси бактерій) мають загальну характеристику вірусів: 

уражують клітину-хазяїна та використовують її механізми для власної 

реплікації, мають високу специфічність та відносно невеликі за розміром 

геноми. Бактеріофаги можуть бути різні за розміром та морфологією: 

овоподібні, лимоноподібні, паличкоподібні, плеоморфні, ниткоподібні, 

ізометричні, хвостаті (із скоротливим чи нескоротливим хвостом) [148, 149].  

Найбільш вивченим вважається бактеріофаг Т4, що уражує Escherichia 

coli. Так, даний вірус належить до нетаксономічної групи Міовірусів (раніше 

родина Myoviridae), що включає хвостаті бактеріофаги, і його складна 

структура може бути розділена та три основних компоненти: головка, хвіст та 

хвостові фібрили. Головка містить длДНК, а на кінці хвоста, оточеного 
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скоротливою оболонкою, знаходиться базальна пластинка, до її периферії 

прикріплені хвостові волокна, що розпізнають клітину-господаря та залучені 

в процес адгезії [150]. 

До фаз життєвого циклу фагів входять: вищезазначений процес адгезії 

(фіксація на поверхні бактеріальної клітини), введення ДНК/РНК, експресія та 

реплікація введеного фагового геному з використанням метаболічних систем 

клітини-хазяїна, збірка бактеріофагів із білкових фрагментів, вихід дочірніх 

віріонів [151, 152, 153]. Відомо про два типи життєвих циклів бактеріофагів – 

літичний та лізогенний. Літичний цикл включає в себе всі вищеперераховані 

процеси, в той час як лізогенний цикл, властивий помірним фагам має суттєві 

відмінності [151, 152, 153]. 

Лізогенний цикл не призводить до негайного лізису клітини. Помірні 

фаги після фаз адгезії та введення нуклеїнової кислоти, інтегрують свій 

генетичний матеріал у геном клітини-господаря, таким чином забезпечуючи 

постійну реплікацію у вигляді ендогенного бактеріофага (профага) без 

елімінації бактеріальної клітини [151, 152, 153]. Вірус залишається у стані 

спокою доки умови навколишнього середовища не погіршаться (виснаження 

поживних речовин, дія хімічних сполук, вплив УФ-випромінення). Після 

цього ініціюється вихід профага та, відповідно, розпочинається літичний цикл, 

що завершиться лізисом клітини-хазяїна [151, 152, 153]. 

 

1.3.2. Загальні аспекти фаготерапії, її переваги та недоліки 

 

Бактеріофаги, як терапевтичні агенти, можуть стати однією з ланок у 

боротьбі з інфекціями, викликаними АБР мікроорганізмами. Звісно, 

неможливо уникнути порівняння фаго- та антибіотикотерапії, оскільки обидва 

методи лікування спрямовані на елімінацію патогенних бактерій та мають ряд 

переваг та недоліків [151, 152, 153]. Фаги, як і інші віруси, хоч і знаходяться 

на межі «живе-неживе», відіграють важливу роль у підтриманні динаміки 

екосистем, популяцій, власне організму, лізуючи бактеріальні клітини, в той 
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час як антибіотики – хімічні речовини, що здатні лише вибірково порушувати 

певні фізіологічні процеси бактерій, наприклад, синтез білка або клітинної 

стінки [151, 152, 153]. 

Антибіотики зазвичай мають широкий спектр дії [154] (за виключенням 

окремих препаратів вузькоспрямованої дії таких як ванкоміцин та 

фідаксоміцин [155]) і можуть бути використані для емпіричного лікування, 

проте уражують як патогенну, так і резидентну мікрофлору, в той час як 

бактеріофаги активні проти певних штамів мікроорганізмів, не впливають на 

нормальну мікрофлору макроорганізму, хоча і вимагають індивідуалізованого 

підбору [154].  

Фармакологічні властивості антибіотиків добре вивчені і, незважаючи 

на позитивні аспекти антибіотикотерапії, остання, через порівняно високий 

рівень токсичності, часто супроводжується рядом побічних ефектів, від 

локальних проявів алергічної реакції до пошкодження нирок. Фаги, зазвичай 

рідко викликають алергічні реакції і тому є відносно безпечними. Також 

необхідно зазначити, що фаги здатні уражувати бактерії незважаючи на 

формування біоплівки, в той час як антибіотики в даному аспекті не 

вважаються дієвими [147, 151, 152, 153, 154].  

Звісно є ряд умов для успішної фаготерапії, зокрема власне процес 

вибору бактеріофага. Обраний фаг має бути виключно літичним, у зв’язку з 

тим, що лізогенні фаги, через інтеграцію у геном господаря не лізують клітину 

до появи несприятливих умов, а також можуть містити гени АБР чи токсинів. 

Серед інших умов можна зазначити: високий рівень очистки фагового 

препарату, стабільність фагів до певних рівнів температури та рН (оптимальні 

показники залежать від терапевтичної мети), використання фагових коктейлей 

(суміші фагів, що діють на один вид мікроорганізмів, або ж на різні види) для 

уникнення появи фагорезистентних бактерій та/або розширення спектру дії 

[147, 151, 152, 153, 154]. 

В процесі фаготерапії бактеріофаги, в залежності від локалізації 

інфекційного процесу, можуть бути введені в організм різними шляхами, з 



22 
 

використанням різноманітних лікарських форм [156]. Серед більш 

консервативних шляхів введення фагів: топічне [157, 158, 159], 

внутрішньом’язове [160, 161], інтравенозне [160, 161, 162], пероральне [163, 

164], трансназальне [156], інстиляційне [156], трансректальне [165]. В 

рідкісних випадках фаги можуть вводитись інтраперитонеально [166, 167], під 

час бронхоальвеолярного лаважу [156], інтраопераційно (під час оперативного 

втручання) [168], з використанням уретрального катетеру, торакального 

дренажу та нефростоми [156, 169]. 

В багатьох з вищезазначених шляхів введення фаги використовуються 

у рідкій лікарській формі, проте можливе застосування у вигляді кремів, мазей, 

очних або назальних крапель, супозиторіїв, порошків [156]. 

 

1.3.3. Бактеріофаги, що ефективні проти Pseudomonas aeruginosa 

 

Бактеріофаги, активні проти Pseudomonas aeruginosa були описані ще 

на початку 20 сторіччя. Станом на 2015 рік у відкритих базах даних було 

наявно близько 66 секвенованих геномів літичних бактеріофагів, що уражують 

дану бактерію, 27 з яких належали до родини Myoviridae, 25 – Рodoviridae, 13 

– Siphoviridae та 1 некласифікований бактеріофаг [170]. Проте на даний 

момент класифікація бактеріофагів була змінена Міжнародним комітетом з 

таксономії вірусів (ICTV) і кількість фагів Pseudomonas aeruginosa, що 

класифіковані даною організацією складає 1026 [171]. 

Хоча, на сьогоднішній день, застосування фагів для боротьби з 

інфекціями – не новітній підхід, останніми роками дослідження в даній галузі 

почастішали. Звісно у зв’язку з тим, що Pseudomonas aeruginosa – небезпечний 

нозокоміальний патоген, що часто набуває АБР, дослідження, спрямовані на 

оцінку ефективності фагів, що уражують Pseudomonas aeruginosa проводяться 

все частіше і включають клінічні дослідження, експерименти in vitro та in vivo. 

Так, у дослідженні 2019 року, при вивченні впливу комбінації чотирьох 

бактеріофагів на інфіковані Pseudomonas aeruginosa PAO1 ембріони Danio 
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rerio було зафіксовано зниження летальності та загального рівня 

бактеріального навантаження серед модельних об’єктів, що лікували з 

використанням фагів, в порівнянні з контролем [172]. 

Інше дослідження in vitro, in silico та in vivo, вивчало дію бактеріофагів 

BФ-R656 і BФ-R1836 на ЕАБР-штами Pseudomonas aeruginosa. Обидва 

досліджувані фаги виявили інгібіторну активність та ефективно лізували 

резистентні клінічні штами синьогнійної палички, крім того результати 

показали, що BФ-R656 і BФ-R1836 ліквідували штами Pseudomonas aeruginosa 

в моделях личинок Galleria mellonella та мишей з гострою пневмонією. 

Дослідники також визначили, що дані бактеріофаги ефективно інгібують 

утворення біоплівки [173]. 

У дослідженні проведеному Alemayehu D. та колегами було 

продемонстровано, що бактеріофаги ФMR299-2 і ФNH-4 лізують клінічні 

немукоїдні та мукоїдні (продукуючі біоплівку) штами, якими уражували лінію 

клітин CFBE41o. Крім того, дані фаги у формі коктейлю ефективно знищують 

Pseudomonas aeruginosa в легенях мишей через 6 годин після початку введення 

фагів [174].  

В іншому дослідженні, під час якого використовували мишей, як 

модельні організми, було виявлено, що бактеріофаг PELP20 ефективно знищує 

біоплівку утворену Pseudomonas aeruginosa та лізує різні штами даного 

мікроорганізму [175].   

Також у дослідженні, проведеному у 2018 році було досліджено вплив 

фагового коктейлю, що складався з шести різних бактеріофагів - E215, E217, 

PAK_P1, PAK_P4, DEV та PYO2. Було виявлено, що даний коктейль 

бактеріофагів ефективно знищують біоплівку, утворену Pseudomonas 

aeruginosa на моделі гострої респіраторної інфекції у мишей, а також 

знижують бактеріальне навантаження уражених личинок Galleria mellonella. 

Крім цього, фаги лізують Pseudomonas aeruginosa як у формі біоплівки, так і 

формі планктону. Було визначено, що утворений фаговий коктейль проявляв 

ефективність проти МАБР синьогнійної палички [176]. 
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Випадки використання антипсевдомонадних бактеріофагів у клінічній 

практиці також було описано. Так, у 2019 році,  пацієнтці 77 років з інфекцією, 

спричиненою АБР Pseudomonas aeruginosa, що виникла після видалення 

аденокарциноми легені, протягом 7 діб внутрішньовенно вводили коктейль 

бактеріофагів в комбінації з антибіотиками. Протягом усієї тривалості 

лікування не було виявлено побічних ефектів, колонізація Pseudomonas 

aeruginosa була успішно ерадикована, при цьому автори вважають, що 

позитивний результат лікування без використання бактеріофагів був би 

малоймовірним [177]. 

Також, Aslam S. у 2020 році описав серію клінічних випадків 

використання бактеріофагів, а саме для терапії інфекцій трансплантатів. 

Зокрема, було описано три випадки інфекцій, викликаних МАБР Pseudomonas 

aeruginosa, після трансплантації легені. В двох з вищезазначених випадків 

пацієнтів лікували внутрішньовенним введенням антибіотиків та коктейлю з 4 

фагів. Третій випадок описує успішне лікування двох епізодів пневмонії у 

реципієнта після трансплантації, в обох випадках лікування проводили з 

використанням одного бактеріофагу та антибіотикотерапії. Цікаво також те, 

що після успішної терапії другого епізоду пневмонії, пацієнт проходив 

профілактичне лікування антипсевдомонадним фагом протягом 2 місяців 

(інтравенозне та інгаляційне введення) без будь-яких побічних ефектів [178]. 

Також у статті за авторством Gupta Р. та колег описано результати 

лікування 20 пацієнтів з хронічними ранами із використанням фагових 

коктейлів, 9 із вищезазначених пацієнтів виявились інфіковані Pseudomonas 

aeruginosa. Лікування тривало протягом 13 діб, рани п’яти із дев’яти 

інфікованих пацієнтів виявились стерильними на 9 добу, Pseudomonas 

aeruginosa у ранах інших пацієнтів була ерадикована на 13 день фаготерапії 

[179]. 
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РОЗДІЛ 2 

 

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

2.1. Культивування мікроорганізмів та бактеріофаги 

 

Тест-культура Pseudomonas aeruginosa 1664 була надана спеціалістами 

ДУ Інституту травматології та ортопедії НАМН України. Даний ізолят на ряду 

з іншими клінічними ізолятами, культивувався протягом 12 годин при 37℃ на 

агаризованому (вміст мікробіологічного агару 1,4%) або у рідкому ТСБ 

(Liofilchem). Тест-бактерії були надані бактеріологічними лабораторіями ДУ 

Інституту травматології та ортопедії НАМН України та ДУ Інституту урології 

ім. акад. О.Ф. Возіанова НАМН України. 

Бактеріофаги, що уражують представників виду Pseudomonas 

aeruginosa були надані лабораторією компанії ТОВ "НПБК-УКРАЇНА" та 

використовувались для визначення чутливості тест-культур бактерій. 

 

2.2. Виділення бактеріофагів із довкілля 

 

Стічні води для подальшого виділення бактеріофагів буди надані 

спеціалістами хірургічного відділення ДУ Інституту травматології та 

ортопедії НАМН України. Для виділення бактеріофагів до ізоляту 

Pseudomonas aeruginosa 1664 стічні води в об’ємі 50 мл центрифугували при 

4000 об/хв протягом 40 хвилин. Після центрифугування стічні води 

фільтрували за допомогою бактеріального фільтра (0,25 µм).  

Виділення бактеріофагів проводили методом подвійних агарових 

шарів. Так, до поживного середовища ТСА (5 мл), що містить 0,7% агару, 

додавали 100 µл бактеріальної тест-культури Pseudomonas aeruginosa 1664 та 

500 µл профільтрованих стічних вод. Отриману суміш наносили на заздалегідь 
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підготовлені чашки Петрі із поживним середовищем ТСА, що містить 1,4% 

агару та інкубували протягом 12 годин при 37℃.  

Наявні на бактеріальному газоні ізольовані негативні колонії відбирали 

за допомогою стерильної препарувальної голки та вносили у мікропробірку 

типу Еппендоф із 1 мл стерильного фізіологічного розчину. 

 

2.3. Визначення інфекційного титру бактеріофагів 

 

Інфекційні титри бактеріофагів оцінювали на різних стадіях 

експерименту з використанням двох класичних методик: титрування за Граціа 

та спот-тест. Для обох вищезазначених методів проводили серійні розведення 

бактеріофагів. Так, для титрування за Граціа у мікропробірки типу Еппендорф 

вносили 900 µл фізіологічного розчину. В першу пробірку вносили 100 µл 

обраного фагу, піпетували та переносили 100 µл суміші у другу мікропробірку 

і так далі, при цьому з останньої також мікропробірки відбирали 100 µл.  

Для титрування за Граціа на чашки Петрі із агаризованим поживним 

середовищем ТСА (1,4% агару) у якості нижнього шару, вносили суміш 

відповідного розведення фагу в об’ємі 500 µл, розплавленого поживного 

середовища ТСА (5 мл), що містить 0,7% агару та 100 µл бактеріальної тест-

культури. Чашки, після повного застигання агару, інкубували при 37℃ 

протягом 12 годин. Для оцінки результату, обирали розведення при якому 

спостерігались ізольовані негативні колонії та визначалась їх кількість на 1 мл 

фаговмісного матеріалу. 

Для спот-тесту серійні розведення тест-фагу проводили з 

використанням 96-лункового стерильного планшету за схемою зазначеною 

вище, проте співвідношення фізіологічного розчину до внесеного фагу 

складало 180/20.  На чашки Петрі з нижнім (щільнішим) агаром наносили 

менш щільний агар в якості верхнього шару із додаванням 100 µл нічної 

бактеріальної культури. Після застигання агару, чашку Петрі ділили на 

сектори в кожен з яких наносили 1 краплю (5 µл) відповідного розведення та 
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інкубували протягом 12 годин при 37 ℃. Титр визначали як останнє 

розведення при якому спостерігали утворення зон лізису. 

 

2.4. Накопичення та очищення бактеріофагів 

 

Для збільшення титру виділених бактеріофагів проводили накопичення 

за допомогою двох методів: накопичення у рідкому поживному середовищі та 

накопичення методом зливного лізису. 

Так, для першого методу у рідке поживне середовище (ТСБ) вносили 

нічну культуру тест-бактерії в об’ємі 100 µл та інкубували протягом 40 хвилин 

при 37℃. Згодом вносили 500 µл обраного бактеріофагу. Суміш 

продовжували інкубувати при 37℃ протягом 12 годин. Після цього 

центрифугували при 4000 об/хв протягом 40 хвилин. Відбирали супернатант 

та фільтрували з використанням бактеріального фільтра (0,25 µм). Отриманий 

фаголізат зберігали в холодильній камері при температурі 4℃. 

Для накопичення методом зливного лізису попередньо проводили 

титрування за Граціа, обирали результат при якому спостерігались ізольовані 

негативні колонії. В обрану чашку Петрі вносили 10 мл стерильного 

фізіологічного розчину та інкубували протягом 2 годин при кімнатній 

температурі (близько 20℃) для дифундування фагів із агару в буферний 

розчин. Після рідину ретельно піпетували, відбирали у стерильні пробірки 

типу Фалькон (об’єм 50 мл) та центрифугували протягом 40 хвилин, 4000 

об/хв. Супернатант так само фільтували за допомогою бактеріального фільтра 

(0,25 µм) та після зберігали при 4℃. 

 

2.5. Виділення окремих ізолятів бактеріофагів 

 

Виділення окремих ізолятів бактеріофагів після накопичення 

проводили шляхом серійних пасажів. Так, за допомогою методу подвійних 

агарових шарів (титрування за Граціа) отримували ізольовані негативні 
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колонії. Зони лізису з різною морфологією відбирали у мікропробірки типу 

Еппендорф, що містили 1 мл фізіологічного розчину за допомогою стерильної 

препарувальної голки та інкубували протягом 12 годин при 4℃. Наступним 

етапом проводили титрування за Граціа, знову обирали результат із 

ізольованими зонами лізису та повторювали вищезазначену процедуру 

відбору зразка. Серійні пасажів проводили 5 разів та обирали негативні 

колонії, морфологія яких відповідала зоні лізису відібраній під час першого 

пасажу. Отримані ізоляти бактеріофагів накопичували, очищали та зберігали 

вищезазначеними методами. 

 

2.6. Визначення спектру чутливості 

 

Визначення спектру чутливості бактерій до виділених ізолятів фагів 

проводили за допомогою спот-тесту. При цьому титрування фаголізатів не 

проводили. Тест проводився за вищеописаною методикою спот-тесту, за 

виключенням серійних розведень (Рис. 2.1).  

 

 

 

 

Для визначення спектру чутливості підготували пул нічних культур 

бактерій виду Pseudomonas aeruginosa, які вносили у розплавлене поживне 

середовище ТСА, що містило 0,7% мікробіологічного агару та наносили на 

1  2  

 

Рис. 2.1 Приклади результатів спот-тесту для визначення 

спектру активності бактеріофагів, де 1 – чутлива до фагів 

культура, 2 – фагорезистентна 
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підготовлений нижній шар агару. Чашку Петрі було розділено на сектори, на 

які наносили 1 краплю (5 µл) відповідного ізоляту фага. Результат оцінювали 

за наявністю зон лізису. 

 

2.7. Концентрування бактеріофагів шляхом високошвидкісного 

центрифугування 

 

Концентрування бактеріофагів проводили за допомогою 

високошвидкісного центрифугування протягом 6 годин при 50000 об/хв 

(80000 × g). Після концентрування було проведено електронну мікроскопію 

для визначення морфології двох досліджуваних ізолятів бактеріофагів. 

 

2.8. Трансмісійна електронна мікроскопія 

 

Зразки для електронної мікроскопії підготували таким чином: на мідну 

сітку з формваровою підложкою наносили концентрований бактеріофаг в 

об’ємі 10 µл, витримували 2 хвилини та прибирали залишок за допомогою 

фільтрувального паперу. Після цього наносили 10 µл 2% розчину 

фосфорновольфрамової кислоти для контрастування, також витримували 2 

хвилини та видаляли надлишок фільтрувальним папером. 

 

2.9. Концентрування бактеріофагів з використанням фільтру-

прототипу 

 

Для концентрування бактеріофагів, в якості альтернативи 

високошвидкісному центрифугуванню також був використаний фільтр-

прототип. Під час дослідження зразок одного з виділених фагів був 

протестований з використанням фільтру-прототипу за протоколом.  

Першим етапом був приготований 50% поліетиленгліколь (ПЕГ), що 

розводили у 60 мл бідистильованої води. Підготовлений розчин ПЕГ додавали 
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до обраного фаголізату до кінцевої концентрації 10%. До отриманої суміші 

вносили 300 мМ NaCl та осаджували протягом 4 годин, при 4℃ на магнітній 

мішалці. 

Після осадження провели центрифугування суміші в режимі 5000 об/хв 

протягом 40 хвилин. Відбирали супернатант для подальшого спот-тесту на 

визначення титру фагу, що не був осаджений. Осад ресуспендували у 5 мл 

буферного розчину (фізіологічний розчин) та відібрали аліквоту для 

подальшого спот-тесту (Рис. 2.2).  

 

Рис 2.2 Схема проведення експерименту з використанням фільтру-

прототипу 

 

Мембрану фільтру-прототипу промивали 20 мл бідистильованої води, 

а потім 20 мл фізіологічного розчину. Ресуспендований осад пропустили через 

фільтр-прототип за допомогою стерильного шприца luer lock та отримали 

фільтрат, який також в подальшому перевірявся на інфекційний титр (Рис. 2.2). 
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Елюцію проводили 3 рази шляхом «змивання» фагів із мембрани 

фізіологічним розчином (5 мл для кожного етапу елюції) та проводили спот-

тест кожного елюату. 

 

2.10. Визначення антибіотико- та фагорезистентності тест-бактерій 

 

Для визначення АБР тестових бактеріальних культур проводили 

визначення чутливості бактерій до антибіотиків з використанням диско-

дифузійного методу. Так, нічну культуру бактерій висівали на агаризоване 

(1,4%) поживне середовище Мюллера-Хінтона та наносили паперові диски 

просочені антибіотиками. Оптична щільність нанесеної бактерії визначалась 

за допомогою стандарта МакФарланда та мала показник 0,5. Статус бактерії 

(чутлива, умовно-чутлива, резистентна) визначали відповідно до діаметру 

зони пригнічення росту для кожного антибіотика (Рис. 2.3). 

 

 

Рис 2.3 Приклад постановки тесту на визначення чутливості до 

антибіотиків диско-дифузійним методом 

 

Для визначення фагорезистентності деяких бактерій, в тому числі 

бактерій вторинного росту було використано пул бактеріофагів, що уражують 

Pseudomonas aeruginosa та проведено спот-тест, як описано вище. 
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2.11. Визначення збереження активності бактеріофагів супозиторіях 

 

У зв’язку з тим, що основний компонент супозиторіїв – жирова основа, 

в першу чергу визначали об’єм рідини, що може вмістити один супозиторій. 

Було проведено серію експериментів, де до розплавленої жирової основи 

додавали різні об’єми дистильованої води та визначали чи супозиторій 

зберігає форму після застигання. 

Наступним етапом було проведення тестів із бактеріофагами. Для 

експерименту було обрано найбільш активні бактеріофаги, з найбільшим 

спектром дії. Експеримент проводили у стерильних умовах: твердий жир після 

зважування поміщали у стерильну скляну колбу та додатково стерилізували з 

використанням бактерицидних ламп (УФ) протягом години, форму для 

супозиторіїв, а також весь необхідний інструментарій обробляли 70% 

розчином етилового спирту та стерилізували з використанням УФ-ламп 

протягом години.  

Жир у скляній колбі розплавляли у мікрохвильовій печі при 100вт (Рис. 

2.4, Рис. 2.5). Бактеріофаг з відомим титром вносили у розплавлений жир та 

ретельно перемішували для емульгації (Рис. 2.7, Рис. 2.8), при цьому 

перевіряли різні об’єми фаголізату. 

 

  

Рис 2.4 Нерозплавлена наважка 

твердого жиру 

Рис 2.5 Розплавлена жирова основа 
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Рис 2.6 Жирова емульсія після 

додавання фагу 1/1 

Рис 2.7 Жирова емульсія після  

додавання фагу 5/2 

 

Емульсію вносили у стерильну форму для супозиторіїв (Рис. 2.8) та 

залишали застигати протягом 15 хвилин у холодильній камері при 4℃ (Рис. 

2.9). Після застигання (Рис. 2.10) кожен супозиторій зберігався в окремій 

одноразовій чашці Петрі при 4℃. 

 

  

Рис 2.8 Форма для супозиторіїв із 

внесеною емульсією  

Рис 2.9 Форма для супозиторіїв після 

застигання жиру 

 

 

Рис 2.10 Супозиторії, що містять фаголізат, 

 після застигання 
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Для визначення збереження життєдіяльності бактеріофагів через 

тиждень після формування супозиторіїв проводили наступний тест: 

підготували чашки Петрі із поживним середовищем ТСА (1,4% агару) у 

вигляді нижнього шару, на його поверхню наносили менш щільне поживне 

середовище ТСА (0,7% агару) із 100 мкл тест-бактерії (Рис. 2.11).  

Після застигання верхнього шару агару на його поверхню наносили 

фрагмент супозиторію, вагою близько 0,2 г та поміщали у термостат при 37℃ 

на 12 годин (Рис. 2.11). Позитивним результатом вважали наявність зон лізису. 

 

 

Рис 2.11 Схема проведення тесту для визначення життєдіяльності фагів у 

супозиторіях 
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Після підтвердження, що фаги зберігають активність у сформованих 

супозиторіях при різних об’ємах доданого фаголізату, було проведено спот-

тест для визначення інфекційного титру. 

Для проведення спот-тесту супозиторії поміщали у стерильні пробірки 

та плавили на водяній бані при температурі 40℃. При цьому фіксували час, 

що необхідний для розплавлення. Після розплавлення проводили серійні 

розведення та визначали інфекційний титр фагів у супозиторіях шляхом спот-

тесту. 

Окрім визначення інфекційного титру шляхом спот-тесту чотири 

варіанти супозиторіїв додатково перевіряли на стерильність. Супозиторії, 

розплавлені у стерильних чашках Петрі при 40℃ наносили одноразовою 

бактеріологічною петлею на підготовлені чашки із поживними середовищами 

для визначення стерильності.  

 

2.11. Статистичний аналіз даних 

 

Експерименти проводились у трьох біологічних повторах, результати 

яких згодом об’єднували в один пул даних для статистичної обробки. Власне 

статистичну обробку даних та побудову графіків проводили у програмах  

GraphPad Prism 8.0. та Microsoft Excel 2010. Проводили двофакторний 

дисперсійний аналіз (two-way ANOVA), із визначенням середніх значень, SM 

та SD, також проводили множинне порівняння (Dunnett's test). 
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РОЗДІЛ 3 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ 

 

3.1. Бактеріальна культура Pseudomonas aeruginosa 

 

Для виділення бактеріофагів із стічних вод було обрано культуру бактерії 

Pseudomonas aeruginosa 1664, що була надана спеціалістами ДУ Інституту 

травматології та ортопедії НАМН України. Ізолят даної культури 

культивувався на ТСА, як описано вище.  

Необхідно зазначити, що при серійних пересівах Pseudomonas aeruginosa 

1664 на агаровмісне поживне середовище для отримання ізольованих колоній 

було виявлено, що даний ізолят представляє собою суміш 2 різних типів 

колоній, тобто є поліморфним (Рис. 3.1). 

 

Рис. 3.1 Поліморфні колонії Pseudomonas aeruginosa 1664, де 1 позначає 

колонії малого розміру (до 1 мм), а 2 позначає колонії більшого розміру 

(близько 4 мм) 

 

1 

2 
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Так в подальшому, колонії даної бактерії більшого типу 

позначатимуться як Pseudomonas aeruginosa 1664В, колонії меншого типу – 

Pseudomonas aeruginosa 1664М, а нерозділена суміш колоній як Pseudomonas 

aeruginosa 1664Н.  

 

3.2. Бактеріофаги, виділені із довкілля 

 

Для виділення бактеріофагів із зразків навколишнього середовища, а 

саме стічних вод, використовували Pseudomonas aeruginosa 1664Н, у зв’язку з 

тим, що поліморфність даної культури не була виявлена на початковому етапі 

експерименту. Так, за допомогою методу подвійних агарових шарів було 

виявлено 5 зон лізису (Рис. 3.2).  

  

Рис. 3.2 Негативні колонії, виділені в результаті первинного скринінгу 

бактеріофагів, де червоні стрілки позначають негативні колонії, що не 

формували зон лізису при наступних пасажах, а зелені стрілки – негативні 

колонії, що формували зони лізису при наступних пасажах 

 

Отримані зони лізису відділяли препарувальною голкою та 

ресуспендували в 1 мл фізіологічного розчину, як описано вище. Наступним 

етапом перевіряли наявність бактеріофагів у отриманих суспензіях та їх 

1 
2 
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інфекційний титр за допомогою спот-тесту. Було визначено, що активні 

бактеріофаги наявні у зразках №1, №4 та №5, в той час як у зразках №2 та №3 

бактеріофагів не було виявлено. 

 

 

  

Рис 3.3 Результат спот-тесту фагу 

виділеного із стічних вод 

хірургічного відділення (зразок №1) 

Рис 3.4 Результат спот-тесту фагу 

виділеного із стічних вод 

хірургічного відділення (зразок №4) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Після проведення спот-тесту було визначено, що інфекційний титр 

зразку №1 складає 10-10 (Рис. 3.3), №4 – 10-7 (Рис. 3.4), а титр зразку №5 – 10-5 

(Рис. 3.5). В подальшому ізоляти фагів №1, №4 та №5 будуть іменуватись як 

Psa1, Psa4 та Psa5. 

 
Рис 3.5  Результат спот-тесту фагу виділеного із стічних 

вод хірургічного відділення (зразок №5) 
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3.3. Накопичення бактеріофагів методом збагачення 

 

Для отримання більшого об’єму фаголізату та проведення подальших 

досліджень три отримані типи бактеріофагів були накопичені у рідкому 

поживному середовищі з додаванням культури бактерії Pseudomonas 

aeruginosa 1664Н.  

Через 4 години після інкубації фагів у рідкому середовищі з бактерією 

фаголізат набув прозорого кольору і з кожного фаголізату було відібрано 

аліквоту в об’ємі 50 мл. 

 

Рис 3.6 Схема накопичення зразків бактеріофагів Psa1, Psa4 та Psa5 у 

рідкому поживному середовищі 



40 
 

В свою чергу зразки, що залишались в термостаті протягом 12 годин 

почали повторно ставати мутними. Отже, було отримано по 2 зразки для 

кожного зразка фагів – 3 прозорих та 3 мутних (Рис. 3.6). Це пов’язано з 

активним ростом бактерії Pseudomonas aeruginosa 1664Н та можливим 

розвитком резистентності.  

 

  

Рис 3.7 Результат спот-тесту фагу 

Psa1 після накопичення у рідкому 

поживному середовищі  (прозорий 

зразок) 

Рис 3.8 Результат спот-тесту фагу 

Psa4 після накопичення у рідкому 

поживному середовищі  (прозорий 

зразок) 

 
Рис 3.9 Результат спот-тесту фагу  

Psa5 після накопичення у рідкому  

поживному середовищі  (прозорий зразок) 

 

Так, вищезазначені прозорі зразки фагів після накопичення, 

центрифугування та фільтрування (0.22 мм) мали інфекційні титри 10-9 для 

Psa1 (Рис. 3.7), 10-8 – для Psa4 (Рис. 3.8) та 10-8 для Psa5 (Рис. 3.9). Титр мутних 
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зразків був меншим на 2-3 ступені. Через відмінність у титрах було вирішено 

проводити подальшу роботу із прозорими зразками. 

 

3.4. Спектри чутливості різних типів поліморфної Pseudomonas 

aeruginosa 1664 до різних зразків бактеріофагів 

 

Як зазначалось вище, в процесі проведення дослідження було 

визначено, що тест культура Pseudomonas aeruginosa 1664 представляє собою 

поліморфний ізолят з двома різними, за морфологічними ознаками, типами 

колоній. Так, колонії морфотипів Pseudomonas aeruginosa 1664М та 

Pseudomonas aeruginosa 1664В були перевірені на співпадіння спектрів 

чутливості до бактеріофагів, наданих лабораторією компанії ТОВ "НПБК-

УКРАЇНА", а також виділених бактеріофагів Psa1, Psa4, Psa5 за допомогою 

спот-тесту. 

Було  визначено, що морфотип Pseudomonas aeruginosa 1664М чутлива 

лише до одного з шести протестованих бактеріофагів наданих лабораторією 

компанії ТОВ "НПБК-УКРАЇНА", а саме PaDSM (Таблиця 3.1).  

При цьому виділені бактеріофаги Psa1 та Psa5 не виявляли активності 

проти даної культури, але Pseudomonas aeruginosa 1664М була чутливою до 

Psa4 . В той час як Pseudomonas aeruginosa 1664В виявилась чутливою до дії 

виділених бактеріофагів Psa1, Psa4 та Psa5, а також до трьох з шести наданих 

тест-фагів (Таблиця 3.1). Таким чином було визначено, що чутливість двох 

морфотипів досліджуваної бактерії має суттєві відмінності.  
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Таблиця 3.1 

Порівняння чутливості морфотипів Pseudomonas aeruginosa 1664М 

та Pseudomonas aeruginosa 1664В до тест-бактеріофагів, що уражують 

представників виду Pseudomonas aeruginosa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5.  Ефективність концентрування бактеріофагів за допомогою 

фільтра-прототипа 

 

Процес накопичення та концентрування бактеріофагів може бути 

довготривалим та вимагати великої кількості матеріалів. При цьому на даний 

момент не існує загальноприйнятого стандартизованого протоколу для 

накопичення або збагачення фагів. Результатом цього є наявність у кожної 

дослідницької групи методів накопичення, яким вони віддають перевагу в 

процесі роботи. 

Більшість з цих методів включають вивільнення вірусних часток із 

зразка навколишнього середовища у буферний розчин, включно з подальшим 

центрифугуванням та фільтрацією для видалення бактеріального дебрису та 

Бактеріофаг Ps.a 1664М Ps.a 1664В 

Psa1 - + 

Psa4 + + 

Psa5 - + 

PaDSM + + 

PaM - + 

PaPoly - + 

Pa458 - - 

PaA - - 

Pa14 - - 
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сторонніх часток. Наступним кроком є концентрація бактеріофагів шляхом 

зменшення об’єму буферу, і це необхідний процес для подальшого проведення 

електронної мікроскопії та/або секвенування геному. 

Саме на етапі концентрування фагів спостерігаються найбільші 

відмінності в контексті методики. Можуть бути використані системи 

фільтрації тангенціального потоку (TFF), осадження вірусних часток з 

використанням ПЕГ, центрифугування в градієнті щільності, 

ультрацентрифугування, метод флокуляції заліза, ультрафільтрації або ж 

різноманітні комбінації вищеперерахованих методик [180]. 

Наразі існує багато дискусій відносно переваг та недоліків 

вищезазначених методів, включно з тим, що вибір методу концентрування 

бактеріофагів прямо впливає на життєдіяльність та активність концентрованих 

вірусних часток. 

Центрифугування в градієнті щільності може призвести до втрати 

фагових часток, при цьому іноді фаги інактивуються під впливом хлориду 

цезію [181]. Ультрафільтрація, хоч і є швидким процесом, в деяких випадках 

призводить до зниження активності Т4-подібних бактеріофагів [182], а 

преципітація на основі ПЕГ, як показано, також знижує інфекційність деяких 

вірусів [183].  

Ультрафільтрація базується на використанні пор молекулярного 

масштабу для концентрації вірусів, шляхом фільтрації великого об’єму зразка 

через мембрану, одночасно з позбавленням дрібніших речовин, що 

забруднюють зразок. Власне пристрої для ультрафільтрації бувають двох 

типів. При роботі із ультрафільтром стандартного типу зразок фільтрується 

через мембрану у камеру елюції, таким чином нагадуючи роботу типового 

бактеріального фільтра. Інший тип ультрафільтру – зворотній, при роботі з 

ним зразок знаходиться у нижній камері та витісняється через фільтр нагору в 

камеру елюції. Зворотня ультрафільтрація вимагає використання центрифуги 

[180, 182]. 
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Для проведення дослідження нам було надано фільтр-прототип, 

включно з протоколом використання. Особливість фільтра-прототипа полягає 

у тому, що при проходженні зразка через мембрану за стандартним типом, 

вірусні частинки затримуються на мембрані та концентруються. Після цього 

фаги елюються із мембрани у менший об’єм буферного розчину шляхом 

використання потоку буфера у зворотному напрямку (Рис. 3.10). 

 

 

 

Рис 3.10 Схема роботи фільтра-прототипа 

 

Таким чином, теоретично даний фільтр дозволяє отримати високу 

концентрацію вірусних часток у малому об’ємі без використання центрифуги, 

та з низькою витратою матеріалів. 

Отже, для тестування ефективності роботи фільтра у контексті 

концентрування бактеріофагів було обрано фаг Psa4, у зв’язку з тим, що даний 

вірус зданий уражувати обидва морфотипи тестової бактеріальної культури 

Pseudomonas aeruginosa 1664М та Pseudomonas aeruginosa 1664В. В процесі 

роботи інфекційний титр бактеріофагу Psa4 тестували на початку проведення 

експерименту (вихідний титр), після центрифугування було протестовано титр 

фагу як у супернатанті, так і у ресуспендованому осаді. Інфекційний титр 

перевіряли також після фільтрування (фільтрат) для визначення ефективності 
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мембрани у «затримуванні» вірусних часточок. Елюцію проводили тричі та 

тестували кожен елюат.  

 

Вихідний титр фагу Psa4, при тестуванні на Pseudomonas aeruginosa 

1664M складав 10-6, після центрифугування було проведено перевірку 

інфекційного титру як супернатанту, так і ресуспендованого осаду. Очікувано, 

титр супернатанту був нижчим від осаду і складав 10-5, в той час як титр осаду 

– 10-7 (Рис. 3.11). Після використання фільтру-прототипу для концентрації 

титр фільтрату складав 106, для трьох послідовних елюатів даний показник 

складав 10-4, 10-5 та 10-4 відповідно (Рис. 3.11).  

Так само, визначення вихідного титру фагу Psa4, при тестуванні на 

Pseudomonas aeruginosa 1664В показало, що титр складає 10-6 (Рис. 3.12). За 

допомогою спот-тесту визначили, що титр надосаду та осаду після 

 

Рис 3.11 Інфекційний титр бактеріофага Psa4 для Pseudomonas aeruginosa 

1664M на різних стадіях експерименту з фільтром-прототипом.  Результати 

трьох біологічних повторів, * - p≤0.05, ** - p≤0.0, ns – різниця статистично 

недостовірна, двофакторний дисперсійний аналіз, множинне порівняння 

(Dunnett's test). 
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центрифугування був однаковим і складав 10-8 (Рис. 3.12). Після використання 

фільтру, було визначено, що інфекційний титр досліджуваного фага у 

фільтраті – 10-5, у елюаті 1 – 10-6, у елюаті 2 – 10-5 та у елюаті 3 – 10-6 (Рис. 3.12). 

 

 

Рис 3.12 Інфекційний титр бактеріофага Psa4 для Pseudomonas aeruginosa 

1664B на різних стадіях експерименту з фільтром-прототипом.  Результати 

трьох біологічних повторів, ns – різниця статистично недостовірна, 

двофакторний дисперсійний аналіз, множинне порівняння (Dunnett's test). 

 

При тестуванні на Pseudomonas aeruginosa 1664M, було визначено, що 

інфекційний титр бактеріофагу Psa4 у фільтраті вищий ніж у кожному з 

трьох елюатів. Більш того, елюати, що мають містити концентрат 

досліджуваного бактеріофагу показали інфекційні титри нижчі за вихідні 

при перевірці на обох варіантах тест-бактерії. 

Таким чином було визначено, що використання фільтру прототипу 

для концентрування бактеріофагів не є ефективним для накопичення 

виділеного бактеріофагу Psa4, тим не менш необхідні подальше вивчення 
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ефективності, із застосуванням додаткових тест-вірусів фільтру для 

накопичення інших бактеріофагів. 

 

3.6. Ізоляти досліджуваних бактеріофагів, їх інфекційні титри та 

спектри активності 

 

Відносно зразків бактеріофагів Psa1, Psa4 та Psa5 було проведено 

повторну оцінку інфекційного титру, після визначення ефективності 

фільтру-прототипу для концентрування, та встановлено, що титр Psa4 

знижується більш активно, в порівнянні з Psa1 та Psa5. Тому було вирішено 

проводити виділення ізоляти бактеріофагів із використанням зразків Psa1 та 

Psa5, в той час як Psa4 було вилучено з дослідження. 

Було проведено титрування за Граціа для повторного визначення титру 

(зразки Psa1 та Psa5). А також за результатами, було виділено ізоляти  

бактеріофагів. Так, із зразка Psa 1 було виділено два ізоляти 1/1 та 1/2, 

шляхом серійних пасажів. Для зразку Psa 5 також було виділено два ізоляти 

– 5/1 та 5/2. Для отримання точного результату відносно інфекційного титру 

ізолятів було проведено титрування даних зразків за Граціа. Для подальшої 

роботи, отримані ізоляти було накопичено методом зливного лізису, як 

описано вище. Так, після накопичення титри ізолятів складали: 1/1 – 10-9 

(Рис. 3.13), 1/2 – 10-7 (Рис. 3.14), 5/1 – 10-9 (Рис. 3.15), 5/2 – 10-9 (Рис. 3.16). 

 

  

Рис 3.13 Інфекційний титр фагу 1/1 

після накопичення методом 

зливного лізису 

Рис 3.14 Інфекційний титр фагу 1/2 

після накопичення методом 

зливного лізису 
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Рис 3.15 Інфекційний титр фагу 5/1 

після накопичення методом 

зливного лізису 

Рис 3.16 Інфекційний титр фагу 5/2 

після накопичення методом 

зливного лізису 

 

Спектри активності для кожного ізоляту фага визначали за допомогою 

спот-тесту, перевіряючи активність бактеріофагів на 75 тестових культурах 

мікроорганізмів, що належать до виду Pseudomonas aeruginosa. Кожна тест-

культура – клінічний ізолят, отриманий від пацієнтів медичних установ (ДУ 

Інституту травматології та ортопедії НАМН України та ДУ Інституту 

урології ім. акад. О.Ф. Возіанова НАМН України) та ідентифікований до 

виду бактеріологічними лабораторіями вищезазначених медичних закладів. 

Було визначено, що ізолят фагу 1/1 був ефективний проти 24 клінічних 

ізолятів бактерії, ізолят фагу 1/2 проти 17 ізолятів бактерії, ізолят фагу 5/1 

проти 16 ізолятів бактерії, а ізолят фагу 5/2 виявляли літичну активність 

відносно 22 ізолятів бактерії. Також необхідно зазначити, що 10 тест-

культур виявились чутливими до кожного виділеного фага, в той час як 49 – 

були резистентними до дії будь-якого з них.  

Отже, ізоляти фагів 1/2 та 5/1 виявились менш ефективними, в той час 

як бактеріофаги ізоляти фагів 1/1 та 5/2 проявляли найбільшу літичну 

активність, саме тому подальші етапи роботи проводились із бактеріофагами 

1/1 та 5/2. 
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3.7. Морфологічні характеристики ізолятів бактеріофагів 1/1 та 

5/2 

 

Для визначення морфології ізолятів фагів 1/1 та 5/2 було проведено 

трансмісійну електронну мікроскопію. Обидва досліджувані фаги мають 

ікосаедричну головку діаметром 65 ± 2 нм для фагу 1/1 (Рис. 3.17) та 70 ± 3 

нм для бактеріофагу 5/2 (Рис. 3.18).  

 

  

Рис 3.17 Мікрофотографія 

бактеріофагу 1/1, отримана за 

допомогою трансмісійної 

електронної мікроскопії 

Рис 3.18 Мікрофотографія 

бактеріофагу 5/2, отримана за 

допомогою трансмісійної 

електронної мікроскопії 

 

Обидва досліджувані фаги мають скоротливі хвостові відростки. 

Довжина та діаметр хвостового відростка фагу 1/1 складає 90 ± 5 нм та 20 ± 

2 нм відповідно (Рис. 3.17). В той час як розміри хвостового відростка фагу 

5/2 складають 100 ± 5 нм у довжину та близько 15 ± 2 нм в діаметрі (Рис. 

3.18). Так,  визначено, що морфологічні характеристики досліджуваних 

ізолятів бактеріофагів відповідають морфотипу А [184]. 

 

3.8. Фаго- та антибіотикорезистентність фагів 1/1 та 5/2 

 

Під час визначення титру фагів після накопичення шляхом зливного 

лізису було виявлено наявність вторинного росту бактерії на зонах лізису, 
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при цьому характер вторинного росту відрізнявся у різних зразках (Рис. 3.19, 

Рис. 3.20). Зразки бактерій, що обумовили вторинний ріст (1/1 РЕЗ та 5/2 

РЕЗ) були відібрані для /подальших досліджень подальших досліджень. 

 

 

Рис 3.19 Характер вторинного росту на первинних зонах лізису при 

визначенні інфекційного титру фагу 1/1 методом спот-тесту 

 

Рис 3.20 Характер вторинного росту на первинних зонах лізису при 

визначенні інфекційного титру фагу 5/2 методом спот-тесту 

 

Бактерії вторинного росту були протестовані на ряді бактеріофагів 

наданих лабораторією компанії ТОВ "НПБК-УКРАЇНА", що раніше були 

використані для визначення чутливості морфотипів тест-бактерії Pseudomonas 

aeruginosa 1664, а саме PaDSM, PaM, PaPoly, Pa458, PaA, Pa14. Крім того, були 

повторно протестовані фаги 1/1, 1/2, 5/1 та 5/2 для визначення 

фагорезистентності культур вторинного росту.  
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Після проведення спот-тесту було визначено, що виділені культури 

вторинного росту (1/1 РЕЗ та 5/2 РЕЗ) виявились резистентними як до усіх 

чотирьох виділених зразків бактеріофагів (Рис. 3.21, Рис. 3.22), так і до тест-

бактеріофагів наданих лабораторією компанії ТОВ "НПБК-УКРАЇНА" (Рис. 

3.21, Рис. 3.22). 

  

Рис 3.21 Результат спот-тесту фагів 

на культурі 1/1 РЕЗ 

Рис 3.22 Результат спот-тесту фагів 

на культурі 5/2 РЕЗ 

 

Отримані результати можуть свідчити про формування 

фагорезистентності культури Pseudomonas aeruginosa 1664В. Тим не менш 

необхідно зазначити, що один із морфотипів тестового ізоляту, а саме 

Pseudomonas aeruginosa 1664М не був чутливим до бактеріофагів Psa1 та Psa5 

під час дослідження резистентності морфотипів до наявних бактеріофагів, при 

цьому саме ці зразки були використані для виділення ізолятів бактеріофагів. 

Тож, можливо саме Pseudomonas aeruginosa 1664М є морфотипом, що 

викликав вторинний ріст. 

Наступним етапом було проведено диско-дифузійний тест для 

визначення наявності антибіотикорезистентності усіх варіантів тест-бактерії, 

а саме Pseudomonas aeruginosa 1664Н, Pseudomonas aeruginosa 1664В, 

Pseudomonas aeruginosa 1664М, культура вторинного росту 1/1, культура 

вторинного росту 5/1. Так, було виявлено, що Pseudomonas aeruginosa 1664М 
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резистентна до усіх протестованих антибіотків, тоді як Pseudomonas 

aeruginosa 1664В чутлива до амікацину, спектр чутливості вихідної культури 

Pseudomonas aeruginosa 1664Н відповідав Pseudomonas aeruginosa 1664В. 

Відносно бактерій вторинного росту – культура 1/1 умовно-чутлива (або 

помірно-чутлива) до амікацину та нечутлива до інших антибіотиків, а 

культура 5/1 – чутлива до амікацину та єдина з бактерій, що умовно-чутлива 

до дії доксицикліну гідрохлориду (Таблиця 3.2). 

Таблиця 3.2 

Чутливість варіантів тест-бактерії до антибіотиків, визначена за 

допомогою диско-дифузійного методу, мм 

 

Розрахунки чутливості мікроорганізмів до антибіотиків, шляхом 

постановки антибіотикограми проводились відповідно до Наказу №167 від 

05.04.2007 Міністерства Охорони Здоров’я України Про затвердження 

методичних вказівок «Визначення чутливості мікроорганізмів до 

Бактерія 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Pseudomonas 

aeruginosa 

1664Н 

0 0 0 11 0 16 0 0 0 0 

Pseudomonas 

aeruginosa 

1664В 

0 0 0 12 0 15 0 0 0 0 

Pseudomonas 

aeruginosa 

1664М 

0 0 0 10 0 0 0 0 0 0 

1/1 РЕЗ 0 0 0 11 0 13 0 0 0 8-9 

5/1 РЕЗ 0 0 0 12 13 16 0 0 0 0 

 

1 – Ципрофлоксацин, 2 – Гентаміцин, 3 – Норфлоксацин, 4 – Хлорамфенікол, 

5 – Доксицикліну гідрохлорид, 6 – Амікацин, 7 – Цефазолін, 8 – Цефелім, 9 – 

Цефтріаксон, 10 – Цефтріаксим 
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антибактеріальних препаратів», а саме – Таблиця 4. Критерії інтерпретації 

результатів визначення чутливості P.Aeruginosa, Pseudomonas spp., 

Acinetobacter spp. та інших НФБ1: граничні значення діаметрів зон 

пригнічення росту (мм) і МІК (мг/л) АБП. 

 

3.9. Активність бактеріофагів 1/1 та 5/2 у формі супозиторіїв 

 

Супозиторії – це лікарська форма препаратів у вигляді твердих або 

м'яких конусоподібних або циліндричних форм, які призначені для введення у 

ректум, вагіну або інші порожнини тіла з терапевтичною метою. Дана 

лікарська форма характерна тим, що зберігає твердий стан при кімнатній 

температурі, а при введенні в порожнину тіла розчиняється або плавиться 

[185]. Супозиторії можуть складатися з гідрофобних або гідрофільних речовин, 

що також впливає на час їх плавлення. Зокрема, серед найбільш часто 

використовуваних гідрофобних основ можна зазначити твердий жир типів А 

та Б та масло какао, а серед гідрофільних – желатин та гліцерин [185]. 

За метою використання супозиторії поділяються на ректальні, 

вагінальні, уретральні, при цьому останні можуть бути використані для 

введення у патологічні порожнини тіла, такі як рани, в тому числі хірургічні. 

Супозиторії забезпечують не лише місцеву дію, а й генералізовану, за рахунок 

надходження лікарської речовини у велике коло кровообігу, абсорбуючись 

печінкою лише частково, на відміну від перорального прийому препарату. 

Крім того, швидкість всмоктування діючої речовини у формі супозиторіїв, в 

деяких випадках, може перевищувати швидкість надходження препарату 

шляхом внутрішньом’язових ін’єкцій [185]. 

Використання бактеріофагів у формі супозиторіїв – перспективний, хоч 

і не досліджений напрямок. Так, у дослідженні Teagan L. Brown, 

продемонстрував збереження активності бактеріофагів у формі супозиторіїв 

протягом 90 діб [186]. В іншому дослідженні, Teagan L. Brown, визначив, що 

деякі із досліджуваних ним бактеріофагів, підтримують високий інфекційний 
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титр [187]. Також Apurva Virmani Johri описала випадок лікування пацієнта з 

МАБР бактеріальним ураженням передміхурової залози та успішне лікування 

з використанням бактеріофагів у формі супозиторіїв [188].  

Для визначення збереження активності фагів у формі супозиторіїв, для 

початку провели серію дослідів, в яких до розплавленого твердого жиру 

вносили різні об’єми ddH2O, для визначення збереження цілісності форми 

супозиторіїв після застигання. Так, в процесі дослідження вносили такі об’єми 

води на 2,5 г твердого жиру (вага одного супозиторія): 40 мкл, 80 мкл, 160 мкл 

та 320 мкл. Було визначено, що супозиторії зберігають форму при додаванні 

40, 80 (Рис. 3.23) та 160 мкл (Рис. 3.24) води на 2,5 г жиру, в той час як при 

додаванні 320 мкл супозиторії стають пористими, більш крихкими та не 

утримують рідину.  

  
Рис 3.23 Сформовані супозиторії, 

що містять ddH2O у співвідношенні 

80 мкл/2,5г 80 мкл/2,5г 

Рис 3.24 Сформовані супозиторії, 

що містять ddH2O у співвідношенні 

160 мкл/2,5г 160 мкл/2,5г 

 

Отже для подальших експериментів було обрано співвідношення 80 

мкл ріднини/ 2,5 г жиру та 160 мкл ріднини/ 2,5 г жиру. Для проведення 

дослідження із визначення активності бактеріофагів у формі супозиторіїв було 

обрано фаги 1/1 та 5/2 у зв’язку з їх вищою літичною активністю. 

Вищезазначені бактеріофаги вносили в об’ємах 80 та 160 мкл на 2,5 г жирової 

основи у розплавлений жир, температура якого складала не вище 40℃ та 

емульгували, ретельно перемішуючи.  
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Отриману емульсію вносили у форми для підготування супозиторіїв та 

охолоджували протягом 15 хвили у холодильній камері при 4℃. Таким чином 

було підготовано чотири зразка супозиторіїв: 1/1 – 80 мкл, 1/1 – 160 мкл, 5/2 – 

80 мкл та 5/2 -160 мкл. Спершу визначали збереження життєдіяльності 

бактеріофагів у твердому жирі, для цього фрагмент супозиторію наносили на 

двошаровий агар, верхній шар якого містив 100 мкл Pseudomonas aeruginosa 

1664В та оцінювали збереження життєдіяльності досліджуваних бактеріофагів 

за наявністю зон лізису.  Було визначено, що бактеріофаги 1/1 та 5/2 

зберігають свою активність у супозиторіях, утворюючи зони лізису на газоні 

тест-бактерії Pseudomonas aeruginosa 1664В як через 7 діб (Рис 3.25) після 

формування супозиторіїв, так і через 60 діб після формування супозиторіїв 

(Рис 3.26) та зберігання при 4℃. 

 

 

 

Рис 3.25 Зони лізису на Pseudomonas aeruginosa 1664В після проведення 

тесту на визначення збереження життєдіяльності супозиторіїв на 7 добу 
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після формування. А – 80 мкл фаголізату 1/1, В – 80 мкл фаголізату 5/2, С – 

160 мкл фаголізату 1/1, D – 160 мкл фаголізату 5/2, де 1 – застиглий жир, 2 

– газон бактеріальної культури, жовті штрихи – зона лізису 

 

  

  

Рис 3.26 Зони лізису на Pseudomonas aeruginosa 1664В після проведення 

тесту на визначення збереження життєдіяльності супозиторіїв на 60 добу 

після формування. А – 80 мкл фаголізату 1/1, В – 80 мкл фаголізату 5/2, С – 

160 мкл фаголізату 1/1, D – 160 мкл фаголізату 5/2, де 1 – застиглий жир, 2 – 

газон бактеріальної культури, жовті штрихи – зона лізису 

 

Після підтвердження, що фаги 1/1 та 5/2 зберігають активність у 

сформованих супозиторіях при різних об’ємах доданого фаголізату, було 

проведено спот-тест для визначення інфекційного титру. Для проведення 

спот-тесту супозиторії розтоплювали на водяній бані при температурі 40℃. 

При цьому фіксували час, що необхідний для розплавлення. Так, середній час 

для усіх супозиторіїв складав 12 хвилин.  

A B 

C D 
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Після розплавлення проводили серійні розведення та визначали 

інфекційний титр фагів у супозиторіях шляхом титрування за Граціа.  Було 

визначено, що через 7 діб після формування у супозиторіях, до яких додавали 

80 мкл фаголізату на 2,5г твердого жиру титр обох фагів складає 109 (Рис. 3.27).  

Через 14 діб титр фагу 1/1 (80 мкл/2,5г) складав 109, тоді як титр фагу 

5/2 (80 мкл/2,5г) також складав 109 (Рис. 3.27). Через 30 діб зберігання 

супозиторіїв було визначено, що інфекційний титр фагів 1/1 (80 мкл/2,5г) та 

5/2 (80 мкл/2,5г) був однаковим та складав 108 (Рис. 3.27). Через 60 діб 

зберігання титр бактеріофагу 5/2 (80 мкл/2,5г) не змінився та складав 108 (Рис. 

3.27), в той час як для бактеріофагу 1/1 (80 мкл/2,5г) спостерігали різке 

зниження інфекційного титру до 103 (Рис. 3.27).  

Відносно супозиторіїв до яких додавали 160 мкл фаголізату на 2,5 г 

твердого жиру було визначено, що через 7 діб після формування титр обох 

фагів складав 109 (Рис. 3.28).  

Через 14 діб титр фагу 1/1 складав 109, тоді як титр фагу 5/2 складав 

˃109 (Рис. 3.28). При перевірці титру через 30 діб, визначили, що останній 

складає 109 для бактеріофагу 1/1 (160 мкл/2,5г), при цьому титр фагу 5/2 

складав 109 (Рис. 3.28).   

При визначенні титру фагів через 60 діб зберігання, було виявлено, що 

бактеріофаг 5/2 (160 мкл/2,5г) мав стабільно високий титр 109 (Рис. 3.28), як і 

при попередніх тестах, на визначення титру. Відносно бактеріофагу 1/1 (160 

мкл/2,5г), так само як і при додаванні 80 мкл фаголізату на 2,5г жиру, виявили 

зниження титру до показника 104 (Рис. 3.28). 
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Рис 3.27 Порівняння зміни показників інфекційного титру бактеріофагів 

1/1 (80 мкл/2,5г) та 5/2 (80 мкл/2,5г) у формі супозиторіїв, протягом 7, 14, 

30 та 60 діб. Результати трьох біологічних повторів, де однакові літери 

позначають відсутність статистичної відмінності даних, а різні - p≤0.05, 

двофакторний дисперсійний аналіз, множинне порівняння (Dunnett's test). 
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Рис. 3.28  Порівняння зміни показників інфекційного титру 

бактеріофагів 1/1 (160 мкл/2,5г) та 5/2 (160 мкл/2,5г) у формі 

супозиторіїв, протягом 7, 14, 30 та 60 діб. Результати трьох біологічних 

повторів, де однакові літери позначають відсутність статистичної 
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Окрім визначення інфекційного титру шляхом спот-тесту чотири 

варіанти супозиторії додатково перевіряли на стерильність. Супозиторії, 

розплавлені при 40℃ наносили одноразовою бактеріологічною петлею на 

підготовлені чашки із поживними середовищами для визначення стерильності. 

Було визначено, що усі протестовані супозиторії не містять сторонніх бактерій 

чи грибів. 

Крім того, проводили порівняння інфекційного титру стоку 

бактеріофагів 1/1 та 5/2 та титру у супозиторіях. Було визначено, що титр 

стокових фаголізатів залишався незмінним впродовж 60 діб і складали 108 для 

обох досліджуваних бактеріофагів (1/1 та 5/2). 

Отже, було визначено, що  бактеріофаг 5/2 зберігає активність 

протягом 60 діб у формі супозиторіїв, як при вмісті фаголізату 80 мкл/2,5г, так 

і 160 мкл/2,5г та складав 108 та 109 відповідно, в той час як для бактеріофагу 

1/1 в обох вищезазначених об’ємах спостерігали стабільність інфекційного 

титру на 30 день зберігання, проте на 60 день титр виявився значно меншим 

(103 для 80 мкл/2,5г та 104 для 160 мкл/2,5г). Дані результати свідчать про 

можливість використання бактеріофагу 5/2 для лікування бактеріальних 

інфекцій, викликаних Pseudomonas aeruginosa 1664В. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

відмінності даних, а різні - p≤0.05, двофакторний дисперсійний аналіз,  

множинне порівняння (Dunnett's test). 



60 
 

ВИСНОВКИ 

 

1. Виділені ізоляти бактеріофагів (Psa 1/1, Psa 1/2, Psa 5/1 та Psa 5/2) 

активні проти клінічних ізолятів виду Pseudomonas aeruginosa, 

демонструють відмінні спектри літичної активності та потенційно 

можуть бути використані у клінічній практиці. 

2. За морфологічним характеристиками фаги 1/1 та 5/2 відповідають 

морфотипу А1. Фаги обох ізолятів мають ікосаедричну головку 

діаметром 65 ± 2 нм для фагу Psa 1/1 та 70 ± 3 нм для бактеріофагу Psa 

5/2. Довжина та діаметр хвостового відростка фагу Psa 1/1 складає 95 ± 

5 нм та 20 ± 2 нм, відповідно. В той час як розміри хвостового відростка 

фагу Psa 5/2 складають 100 ± 5 нм у довжину та близько 15 ± 2 нм в 

діаметрі. 

3. Бактеріофаг Psa 1/1 виявляє літичну активність проти 32% клінічних 

ізолятів, в той час як фаг Psa 5/2 лізує 29,3 % бактеріальних ізолятів. 

4. Бактеріофаг Psa 1/1 виявляє стабільність інфекційного титру у формі 

супозиторіїв, станом на 30 добу після формування останніх, проте 

станом на 60 добу зберігання спостерігається зниження показників 

інфекційного тиру на 5log. 

5. Бактеріофаг Psa 5/2 зберігає високі показники інфекційного титру 

станом на 60 добу зберігання у формі супозиторіїв та може мати 

потенціал до використання в медичній практиці в даній лікарськійй 

формі для боротьби з інфекціями викликаними Pseudomonas aeruginosa. 
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