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В работе представлены результаты идентификации нового стафилолитического фермента из куль-
туральной жидкости Staphylococcus hyicus В-8870. Первичная последовательность фермента имела
максимальное сходство с CHAP-доменом N-ацетилмурамил-L-аланинамидазы из Staphylococcus
sciuri DD 4747. Фермент активен в отношении широкого спектра микроорганизмов рода Staphylococ-
cus, в том числе MRSA штаммов. Молекулярная масса фермента 13993 Да, коэффициент поглоще-

ния при 280 нм −  3.94, значение изоэлектрической точки − pI 10.35. Удельная активность фер-

мента по отношению к клеточной суспензии S. aureus FDA 209P − 1518 ед./мг, оптимум рН − 7.7 и
температуры − 40°C.
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Стафилококкозы являются наиболее распро-
страненными социально значимыми заболевани-
ями, охватывающими все возрастные слои насе-
ления. Высокая распространенность, устойчи-
вость во внешней среде, а также к антибиотикам
[1], способность поражать практически все орга-
ны и ткани, хронизация инфекции с образовани-
ем биопленок, делают стафилококковые заболе-
вания трудноизлечимыми даже при использова-
нии современных антимикробных препаратов
широкого спектра действия. Включение в схемы
лечения новых лекарственных средств с принци-
пиально иными механизмами действия, в частно-
сти, обладающих стафилолитической активностью,
может существенно повысить эффективность ан-
тимикробной терапии. Исследование стафилоли-
тических ферментов является одним из этапов на
пути создания высокоэффективных медицин-
ских препаратов, которые могут быть с успехом
включены как в имеющиеся схемы лечения стафи-
лококкозов, так и использоваться индивидуально,
например, в случаях таких серьезных, практиче-
ски неизлечимых заболеваний, как стафилокок-
ковый эндокардит, стафилококковое поражение
суставов, разнообразные поражения внутренних
органов с образованием биопленок.

В последние годы большое внимание уделяет-
ся бактериальным и фаговым лизинам, которые в
основном имеют модульную организацию. Од-
ной из структурных единиц лизинов является
CHAP-домен (цистеин-гистидин зависимая ами-
догидролаза/эндопептидаза), длина которого со-
ставляет около 120 аминокислотных остатков [2],
проявляющий самостоятельную ферментативную
активность в отношении бактериального пептидо-
гликана [3, 4]. Домен CHAP способен участвовать в
двух различных каталитических реакциях расщеп-
ления пептидогликана [5, 6]. Проявляя пептидаз-
ную активность, он расщепляет связь между D-
аланином и первым глицином пентаглицинового
мостика. Действуя как амидаза, разрывает связь
между остатком N-ацетилмурамовой кислоты и
L-аланином на N-конце стволового пептида.
Присутствие CHAP-домена, по-видимому, опре-
деляет тип активности лизинов, в состав которых
он входит, проявляют ли они только пептидазную
активность (например, LysK), только амидазную
активность (например, Skl) или обе вместе (на-
пример, LytN) [7–9]. В фаговых белках домен
CHAP, в основном, расположен в N-концевой
области, тогда как в бактериальных белках он
присутствует на С-конце [10]. Созданные химер-
ные лизины, в состав которых входит домен
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CHAP, обладают повышенной по сравнению с
исходными формами активностью [11]. Таким об-
разом, поиск и изучение разнообразных форм бак-
териальных лизинов дает возможность получения
перспективных антибактериальных средств широ-
кого спектра воздействия на инфекционные аген-
ты. Данная работа посвящена исследованию ново-
го стафилолитического фермента, выделенного из
культуральной жидкости микроорганизма Staph-
ylococcus hyicus, спектру его антимикробных
свойств, физико-химическим и биохимическим
характеристикам.

МЕТОДИКА

Культивирование и штаммы микроорганизмов.
Культивирование микроорганизма Staphylococcus
hyicus В-8870, а также тестовых культур проводи-
ли на плотной питательной среде LB при 37°C.

Глубинное культивирование проводили в ка-
чалочных колбах, содержащих по 200 см3 LB-бу-
льона, при температуре 37°C со скоростью пере-
мешивания 200 об./мин.

Тестирование лизиса культуры S. aureus
FDA209P на чашках (Spot-тест) проводили по ме-
тоду, предложенному в работе [12]. Чашку Петри
заливали 20 мл агара, состоящего из питательной
среды № 1 (“HiMedia Laboratories Pvt. Ltd”, Ин-
дия) с добавлением бактериологического агара до
1%. После застывания нижнего слоя агара в колбу
с расплавленным и охлажденным до 50°C полу-
жидким агаром Мюллер-Хинтона (“HiMedia Lab-
oratories Pvt. Ltd”) вносили суспензию тест-штам-
ма Staphylococcus aureus FDA209P до конечной
концентрации 0.5 ед. по Мак-Фарланду, переме-
шивали и наслаивали по 5 мл на чашки с уже раз-
литым слоем агара. Чашки оставляли до застыва-
ния агара и слегка подсушивали. На подготовлен-
ные чашки наносили по 10 мкл двукратных
разведений исследуемого раствора фермента.
Чашки инкубировали при температуре 37°C. Учет
результатов проводили через 16–18 ч.

Тест-штаммы S. aureus АТСС 25923, S. aureus
FDA209P (АТСС 6538), S. aureus B 8479, (MRSA),
S. aureus ATCC BAA 1717 (MRSA), S. aureus ATСС
BAA 1707, (MRSA) получены из музея “ГКПМ-
Оболенск” (Россия). Остальные штаммы – S. xy-
losis 4/71, S. xylosis 2/12, S. warnerii 1/136, S. sciuri
5/4, S. sciuri 5/21, S. sciuri 5/108, S. piscifermentans
4/2, S. pasteuri 5/103, S. hyicus 2, S. haemolyticus
5/41, S. haemolyticus 1/1, S. gallinarum 7, S. galli-
narum 4/87, S. gallinarum 2/33, S. gallinarum 2/134,
S. gallinarum 1/125, S. equorum мтц45, S. equorum
5/36, S. equorum 5/22, S. equorum 1/133, S. condi-
mendii 4/44, S. cohnii 3/5, S. chromogenes 2/57, S. au-
reus мт2, S. aureus 5/77, S. aureus 5/23, S. aureus
3/135, S. aureus 2/137, S. arletae 4/39, S. arletae 3/13
выделены из клинического материала от птиц и

свиней в лаборатории “ГКПМ-Оболенск” (Рос-
сия).

Тестирование чувствительности к противо-
микробным препаратам проводилось диск-диф-
фузионным методом на чашках с агаром Мюллера–
Хинтона (“HiMedia Laboratories Pvt. Ltd”, Индия) в
соответствии с рекомендациями руководства Ин-
ститута клинических и лабораторных стандартов
(CLSI 2012, Франция). Штаммы тестировали на
чувствительность к пятнадцати антибиотикам раз-
ных классов: ванкомицин (Va – 10 мкг/диск), хло-
рамфеникол (С – 30 мкг/диск), Клиндамицин
(Cd – 10 мкг на диск), канамицин (К – 30 мкг на
диск), линезолид (Lz – 10 мкг на диск), амикацин
(Ak – 30 мкг на диск), виргинамицин (Vi – 15 мкг
на диск), тобрамицин (Tb – 10 мкг на диск), тет-
рациклин (T – 30 мкг на диск), стрептомицин (S –
10 мкг на диск) – все “HiMedia Laboratories Pvt.”
(Индия), тейкопланин (Тe – 30 мкг на диск),
эритромицин (Е – 5 мкг на диск), левофлоксацин
(Le – 5 мкг на диск), метициллин (М – 10 мкг на
диск), бензилпенициллин (P – 10 мкг на диск) –
Bioanalyse (Диакон, Россия). Анализы проводи-
лись в двух повторах.

Видовую принадлежность исследуемого мик-
роорганизма определяли с помощью масс-спек-
трометрического анализа MALDI TOF (“Bruker
Daltonics” Германия). Подготовку проб проводи-
ли согласно предложенной методике [13]. Экс-
тракцию белков осуществляли согласно протоколу
компании “Bruker Daltonics” (Германия). Также
использовали метод прямого нанесения культуры
на мишень. Результаты исследований были авто-
матически обобщены с использованием програм-
мы FlexAnalysis (версия 3.3) (“Bruker Daltonics”
Германия).

Биохимические свойства оценивали с помо-
щью набора “Staphy-test” (“Lachema”, Чехия).

Выделение и очистка фермента. Стафилолити-
ческую активность определяли, используя в каче-
стве субстрата живые клетки S. aureus FDA209P.
За 1 единицу (ед.) активности принимали сниже-
ние оптической плотности клеточной суспензии
вдвое, в течение 10 мин в объеме 6 мл при началь-
ной оптической плотности D620 ≈ 0.250 и темпера-
туре 37°C с учетом значения спонтанного лизиса
контрольной суспензии микробных клеток. Ис-
ходная активность раствора фермента была не бо-
лее 4.5 ед./мл. Конечная концентрация фермента
во всех экспериментах составляла ~85–100 нг/мл
(0.13–0.15 ед./мл).

Определение антистафилококковой активно-
сти стафилолитической амидазы из S. hyicus В-
8870 проводили по той же методике, используя в
качестве субстрата суспензии клеток референс-
ных штаммов и клинических изолятов различных
видов стафилококков.
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Хроматографическую очистку стафилолити-
ческой амидазы из S. hyicus-887 проводили на
хроматографе ÄKTA start (“Cytiva”, США) с про-
граммным обеспечением UNICORN start 1.0, на
колонке с носителем CM-Sepharose Fast Flow
(“Cytiva”), объемом 100 см3, уравновешенным бу-
ферным раствором (5 мМ трис-HCl, рН 7.8).
Освобождение от балластных веществ проводили
тем же буферным раствором, содержащим 250 мМ
NaCl. Элюцию фермента проводили, увеличивая
концентрацию NaCl до 500 мМ. Концентрацию
белка оценивали спектрофотометрически по по-
глощению раствора при D280. Раствор фермента
хранили при –70°C.

Степень чистоты фермента оценивали элек-
трофорезом по Лэмли с соавт. [14] в 15%-ном
ПААГ, с использованием маркерных белков
PI26628 (“Thermo Fisher Scientific”, Германия).

Аминокислотная последовательность. Амино-
кислотную последовательность фермента опре-
деляли методом масс-спектрометрии. Анализи-
руемый белок подвергали независимому гидро-
лизу тремя протеазами (трипсин, химотрипсин и
протеиназа К). Полученные пептиды разделяли с
помощью нанопотоковой хроматографии на хро-
матографе Easy nLC1000 (“Thermo Fisher Scientif-
ic”, США), разделение пептидов проводили на
капиллярной колонке С18 с зернением 3.5 мкм, с
порами 100 Å. Длина колонки составляла 150 мм,
диаметр колонки 0.075 мкм. Разделение проводили
в градиенте ацетонитрила 5–80% в течение 90 мин,
скорость потока растворителя при хроматогра-
фии составила 250 нл/мин. В качестве детектора
использовали масс-спектрометр высокого разре-
шения OrbiTrap Elite (“Thermo Fisher Scientific”,
Германия). Пептиды, элюируемые с колонки
ионизировали методом наноэлектрораспыления.
Напряжение на входном капилляре составляло
1.9 кВ, температура входного капилляра – 200°C.
Ионы пептидов анализировали с помощью тан-
демной масс-спектрометрии, фрагментацию
ионов инициировали соударением с инертным
газом (азотом), в высокоэнергетической ячейке
соударений. Панорамные спектры записывали в
диапазоне 300–160 m/z с разрешением 60000,
спектры фрагментации записывали в диапазоне
100–2000 m/z с разрешением 15000.

Анализ полученных результатов проводили с
помощью коммерческой программы Peaks Studio
7.5. При идентификации белка использовали сле-
дующие параметры: ошибка в измерении массы
не более 10.0 ppm, ошибка в определении масс
фрагментов не более 0.3 Да. В качестве возмож-
ных модификаций аминокислот использовали
окисление метионинов и модификацию муравьи-
ной кислотой.

Расчет коэффициента поглощения раствора
белка 1 мг/мл при 280 нм, проводили по формуле:

(5700nТуr + 1300nТrр)/М, где М – молекулярная
масса, n – количество аминокислотных остатков.

Физико-химические свойства. Зависимость
ферментативной активности от рН исследовали в
ацетатном (рН 6.4–6.8), фосфатном (рН 7.0–8.3)
и трис-HCl (рН 8.5–9.0) 5 мМ буферных раство-
рах, переводя в них суспензию стафилококко-
вых клеток центрифугированием (4200 g, 15 мин)
и 3-кратной промывкой. Замену буферных рас-
творов в растворе фермента проводили на колон-
ках с сефадексом PD MiniTrap G 25 (“Cytiva”,
США), уравновешенных соответствующими бу-
ферными растворами. Температурную зависи-
мость ферментативной активности исследовали в
5 мМ трис-HCl буферном растворе. В этом же
растворе проводили исследования по влиянию
концентрации NaCl на активность фермента. Все
эксперименты проводились с использованием, в
качестве контроля, суспензии стафилококковых
клеток в соответствующих условиях без присут-
ствия раствора фермента.

Кинетические свойства. Кинетические харак-
теристики определяли на приборе Multiskan Sky
(“Thermo Fisher Scientific”) в 96-луночном плос-
кодонном планшете, при температуре 37°C, из-
меряя D620 суспензии клеток, не превышающую
0.9. Конечная концентрация фермента составля-
ла 420 нг/мл. За скорость ферментативной реак-
ции принимали снижение оптической плотно-
сти суспензии клеток S. aureus FDA 209P за 1 мин
(ΔD620 мин–1), с учетом значения спонтанного ли-
зиса культуры. Кажущиеся константы Km(каж) и
Vmax(каж) определяли по первичным эксперимен-
тальным данным в программе “Prism 9.3.”.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ.
При оценке клинических изолятов сельскохо-

зяйственной птицы был выделен микроорганизм
с выраженной антистафилококковой активно-
стью, обнаруженной, в ходе совместного роста
при высеве патологического материала из под-
глазничного синуса бройлера на плотную пита-
тельную среду. Биохимические показатели, опре-
деленные методом “STAPHY-test”, выявили при-
надлежность изолята к виду Staphylococcus hyicus.
Биохимические показатели отличались от стан-
дартных лишь по показателям расщепления лакто-
зы, галактозы и утилизации нитрата. Последний
показатель, свойствененный 70–80% штаммов, от-
сутствовал у данного микроорганизма (табл. 1).

Биохимические показатели штамма Staphylococ-
cus hyicus В-8870. Методом масс-спектрометриче-
ского анализа MALDI TOF, определена принад-
лежность изолята к виду Staphylococcus hyicus.

В ходе совместного культивирования изолята
S. hyicus с тестовым штаммом S. aureus FDA 209P
на плотной питательной среде LB, было отмечено
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подавление роста колоний последнего. В процес-
се культивирования штамма-продуцента S. hyicus
В-8870 на жидкой питательной среде LB до дости-
жения значения поглощения D620 9.2 была получена
культуральная жидкость, обладающая антистафи-
лококковой активностью. После отделения био-
массы центрифугированием из супернатанта ме-

тодом ионообменной хроматографии, был выде-
лен (рис. 1, табл. 2) электрофоретически чистый
белок. По результатам электрофореза в ПААГ
(рис. 2) белок имел молекулярную массу ~14 кДа.

Небольшая (для ферментов) молекулярная мас-
са предполагала пониженную иммуногенность в
ходе возможного парентерального применения, а
степень чистоты выделенного белка была доста-
точной для успешного определения его первич-
ной последовательности. 

Специфическую активность фермента оцени-
вали в Spot-тесте на агаризованной среде с куль-
турой тест-штамма S. aureus FDA 209P. Как видно
из результатов Spot-теста, зона просветления на-
блюдалась вплоть до 12 разведения раствора фер-
мента, что составляло 103 пг в пробе.

Штамм-продуцент стафилолитической ами-
дазы S. hyicus был депонирован в государственной
коллекции патогенных микроорганизмов и кле-
точных культур “ГКПМ – Оболенск” под номе-
ром В-8870.

Ферментативную активность выделенного белка
проверяли на клинических изолятах, а также тесто-
вых, в том числе метициллинрезистентных и поли-
резистентных штаммах стафилококков (рис. 4). По-
мимо стафилококков, были исследованы и другие
грамположительные микроорганизмы родов Strep-
tococcus, Micrococcus, Listeria, Bacillus в качестве суб-
стратов для ферментативной активности белка

Таблица 1. Биохимические показатели штамма Staphylococcus hyicus В-8870

• * Продолжение.

Биохимический показатель, “STAPHYtest”

VPT URE ARG ORN BGA GLR ESL NIT PHS

Стандарт

− d + – – (+) – + +

Штамм В-8870

– – + – – – – – +

GAL SUC TRE MAN XYL MLT MNS LAC OXI

Стандарт*

+ + + – – – + + –

Штамм В-8870*

– + + – – – + – –

Рис. 1. Хроматограмма очистки стафилолитической
амидазы из S. hyicus В-8870 катионообменной хрома-
тографией: 1 – промывка колонки от балластных ве-
ществ буферным раствором, содержащим 250 мМ
NaCl; 2 – элюция белка буферным раствором, содер-
жащим 500 мМ NaCl.
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Таблица 2. Очистка стафилолитической амидазы из культуральной жидкости S. hyicus В-8870

Стадия очистки Объем, мл Белок, мг/мл Активность, 
ед./мл

Суммарная 
активность, ед. Выход, %

Культуральная жидкость 930 – 11 10230 100
Элюат 45 0.5 205 9225 90
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(не включены в рис. 4). В этих случаях не наблю-
далось бактериолитической активности фермента.

Бактериолитическая активность фермента из
S. hyicus В-8870 проявлялась в отношении всех
исследованных клинических изолятов и рефе-
ренсных штаммов стафилококков, что свидетель-
ствовало о широком спектре литических свойств
исследуемого фермента в отношении микроорга-
низмов Staphylococcus spp.

В результате идентификации белка хроматомас-
спектрометрическим анализом, были найдены 34
уникальных пептида соответствующие стафилоли-
тической амидазе. Таким образом показано, что
выделенный белок, действительно, является ста-
филолитической амидазой. Первичная структура
стафилолитической амидазы, определенная хро-
матомасспектрометрическим анализом приведе-
на ниже:

GluGluIleAspLysTyrProArgProValLysSerAlaGln
ProAsnTyrHisTrpLysAsnAsnCysThrTrpCysValHisAs
nLysArgAsnGlnThrLysArgTyrLeuProSerHisPheThr
HisAlaLysAsnTrpLeuSerGluAlaLysLysAlaGlyPheLy
sThrGlyLysArgProLeuAlaGlyAlaValLeuGlnThrProL
ysGlyGlyAspGlyLeuGlyHisValAlaPheValGluPheVal
AsnAlaAsnGlySerIleLysIleSerGluTyrAsnTyrAsnValA

rgLeuGlyTyrGlyThrArgThrLeuThrLysAlaGlnAlaAl-
aThrTyrAsnTyrIleTyr

При оценке аминокислотной последователь-
ности в базе данных NCBI показано 98%-ное
сходство участка CHAP-домена фермента стафи-
лолитической амидазы из S. sciuri DD 4747 [15] с
аминокислотной последовательностью фермента
из S. hyicus В-8870. Белок из S. hyicus В-8870 со-
стоит из 123 аминокислотных остатков, 12 из ко-
торых (выделены в табл. 3) не соответствовали
участку первичной последовательности белка из
S. sciuri DD 4747, что составляло 9.8% (табл. 3).

По первичной структуре была определена мо-
лекулярная масса фермента, которая составила
13993 Да. Вычислен коэффициент поглощения

белка при D280 –  3.94, а также значение изо-

электрической точки pI 10.35. На основании этих
данных определена удельная активность фермен-
та – 1518 ед./мг. Определена зависимость фер-
ментативной активности стафилолитической
амидазы от температуры. Ее максимальное значе-
ние находилось около 40°C. Начиная с 45°C ак-
тивность резко падала и к 60°C практически пол-
ностью утрачивалась (рис. 5).

Представленные результаты определения рН-
оптимума активности фермента и ее зависимости
от концентрации NaCl в растворе (рис. 6), совпа-
дали с результатами, приведенными в работе [16],
в которой представлены близкие показатели для
клонированного фрагмента бактериофагового
эндолизина CHAPLysGH15. Обладая заметной анти-

микробной активностью, в отношении референс-
штамма метициллинрезистентного S. aureus 2701,
фрагмент CHAPLysGH15 так же показал отрицатель-

ную корреляцию ферментативной активности с
концентрацией NaCl, а температурный оптимум

мг

мл
ε

Рис. 2. Электрофорез образца очищенной катионооб-
менной хроматографией стафилолитической амида-
зы из S. hyicus В-8870 в 15%-ном ПААГ с ДДС-Na: 1 –
маркерные белки PI26628; 2 – очищенная стафило-
литическая амидаза из S. hyicus В-8870.
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Рис. 3. Spot-тест антистафилококковой активности
фермента из S. hyicus. Начальное количество белка в
пробе 420 нг. Цифрами указаны двухкратные разведе-
ния образца раствора фермента.
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Рис. 4. Средняя скорость лизиса стафилококковых клеток стафилолитической амидазой из S. hyicus В-8870.
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находился в пределах 40°C, что подтвердило сход-

ство исследуемого белка с CHAP-доменом.

Ингибирующее действие ионов NaCl было

подтверждено исследованием кинетических ха-

рактеристик фермента. При отсутствии в буфер-

ном растворе ионов соли (NaCl) значения Km(каж)

и Vmax(каж) были соответственно равны 0.5 D620 и

0.011 ΔD620 мин–1. С повышением концентрации

NaCl значение Km(каж) в реакции гидролиза амида-

зой суспензии стафилококковых клеток возрас-
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тало (табл. 4), а при концентрации соли 0.4 М не

определялось, ввиду практически полной останов-

ки ферментативной реакции, что свидетельствует

об ухудшении связывания фермента с субстратом и

ингибировании NaCl активности фермента, кото-

рое носит обратимый характер, поскольку пере-

вод фермента и субстрата в буферный раствор без

NaCl полностью восстанавливал литические
свойства амидазы.

Таким образом, согласно полученным резуль-
татам, штамм S. hyicus В-8870 обладал способно-
стью при культивировании в среде LB секретиро-
вать в культуральную жидкость антистафилокок-
ковый лизин со стафилолитической амидазной
активностью, который по своей первичной после-
довательности и физико-химическим характери-
стикам представлял CHAP-домен, обладающий ли-
тической активностью в отношении 14 исследован-
ных видов микроорганизмов рода Staphylococcus, в
том числе метициллинрезистентных и полирези-
стентных штаммов. Молекулярная масса иссле-
дованного фермента 13993 Да, коэффициент по-

глощения при 280 нм −  3.94, значение изо-

электрической точки − pI 10.35. Удельная
активность фермента по отношению к клеточной
суспензии S. aureus FDA 209P − 1518 ед./мг, опти-
мум рН − 7.7 и температуры − 40°C. Исследован-

мг

мл
ε

Таблица 3. Сравнение аминокислотных последовательностей N-ацетилмуромил L-аланинамидазы из S. sciuri и
амидазы из S. hyicus

Штаммы Аминокислотная последовательность

S. sciuri DD 4747 MGSNIQGENI LNIKKIATYT VLSTLVLTGF TNIDTGVKNF TQHEAKAAAI DKYPRPIKTA

S. hyicus В-8870 EEI DKYPRPVKSA

QPNYHWKNNC TWYVHNKRNQ TKRYLPSSFT HAKNWLSEAK KAGFKTGKTP LAGAILQTSK

QPNYHWKNNC TWCVHNKRNQ TKRYLPSHFT HAKNWLSEAK KAGFKTGKRP LAGAVLQTPK

GGGGLGHVAF VEKVNANGSI KISEYNYNVS LGYGTRTLTK AQAATYNYIY

GGDGLGHVAF VERVNANGSI KISEYNYNVR LGYGTRTLTK AQAATYNYIY

Рис. 5. Зависимость активности стафилолитической
амидазы из S. hyicus-8870 от температуры (а) и рН бу-
ферного раствора (б).
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Рис. 6. Зависимость ферментативной активности ста-
филолитической амидазы от концентрации NaCl в
растворе.
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ный фермент может быть перспективным кандида-
том для создания рекомбинантного ферментного
антистафилококкового препарата как медицинско-
го, так и ветеринарного назначения. Кроме того,
фермент может быть использован в диагностиче-
ских и лабораторных целях.
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Isolation, Purification and some Properties of Staphylolytic Enzyme
from Staphylococcus hyicus

T. V. Fedorovа, *, M. G. Teymurazovа, A. K. Surinа, O. I. Tazinaа, and S. F. Biketovа

а “State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology” of the Federal Service for Supervision of Consumer Rights 
Protection and Human Welfare, Obolensk, Serpukhov District, Moscow Region, 142279 Russia

*e-mail: tfedorov@yandex.ru

The paper presents data on the identification of a new staphylolytic enzyme from the cultural liquid of Staph-
ylococcus hyicus B-8870. The primary sequence of the enzyme has the maximum similarity to the CHAP do-
main of N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase from Staphylococcus sciuri DD 4747. The enzyme is active
against a wide range of microorganisms of the Staphylococcus genus, including MRSA strains. The molecu-

lar weight of the enzyme is 13993 Da, the absorption coefficient at 280 nm is  3.94, the value of the

isoelectric point pI 10.35. The specific activity of the enzyme in relation to the cell suspension of S.aureus
FDA 209P is 1518 U/mg with an optimum pH of 7.7 and a temperature of 40°C.

Keywords: Staphylococcus hyicus, CHAP domain, Staphylolytic enzyme, MRSA

ε mg

ml

Таблица 4. Влияние ионов NaCl на кинетические пара-
метры лизиса клеток S. aureus FDA 209P при действии
амидазы из S. hyicus В-8870

[NaCl], M Km (каж), D620

Vm (каж), 

ΔD620 мин–1

0 0.5 0.011

0.05 2.2 0.038

0.15 5.8 0.035

0.2 7.8 0.086

0.4 – –
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