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Изучены свойства бактериофага ЕСD4, активного против эпидемического шига-
токсин продуцирующего штамма E.со�i серотипа O104:H4, некоторых Е�ЕС-штаммов се-E.со�i серотипа O104:H4, некоторых Е�ЕС-штаммов се-.со�i серотипа O104:H4, некоторых Е�ЕС-штаммов се-�i серотипа O104:H4, некоторых Е�ЕС-штаммов се- серотипа O104:H4, некоторых Е�ЕС-штаммов се-H4, некоторых Е�ЕС-штаммов се-4, некоторых Е�ЕС-штаммов се-
ротипа О157:�7 и других клинически значимых эшерихий и шигелл. Установлено, что бак-
териофаг персистирует определенное время в организме интактных мышей линии B��b/� и 
в 6-8 раз снижает концентрацию E. со�i O104:H4 в кишечнике инфицированных мышей. Об-
суждаются пути повышения лечебной эффективности фагов при экспериментальной E.со�i 
O104:H4-инфекции.

Введение
Шига-токсин продуцирующие E�����i��i� ���i (�TE�) вызывают у человека потенци-�TE�) вызывают у человека потенци-) вызывают у человека потенци-

ально летальные заболевания с широким спектром клинических проявлений: от банальной 
легкой формы диареи до тяжелого геморрагического колита (ГК), осложненного гемолитико-
уремическим синдромом (ГУС) и тромботической тромбоцитопенической пурпурой [1 - 3].

Основными возбудителями �TE�-инфекций является группа энтерогеморрагических 
E.���i (ЕНЕС), принадлежащих к серотипу О157:Н7 (ведущий патоген) и к серогруппам 02�, 
055, 091, 0103, 0111, 0113, 0121, 0145, реже другим. 21 мая 2011 года в Германии появились со-
общения об эпидемической вспышке заболевания, вызванного шига-токсин продуцирующим 
штаммом E.со�i серотипа O104:�4 [4]. В течение последующих двух месяцев в странах Евро-�4 [4]. В течение последующих двух месяцев в странах Евро-4 [4]. В течение последующих двух месяцев в странах Евро-
пейского Союза (преимущественно в Германии), а также в США, Канаде и Швейцарии было 
зарегистрировано более 4000 случаев заболевания, связанного с этим возбудителем, причем 
в 773 случаях болезнь сопровождалась симптомами гемолитико-уремического синдрома. За 
время �TE�-эпидемии погибло 54 человека [5]. 

Причиной описанной �TE�-вспышки во всех странах явился новый уникальный 
штамм E.со�i O104:H4, сочетающий в себе факторы вирулентности энтероаггрегативных 
(E�ggE�) и энтерогеморрагических (ЕНЕС) эшерихий. Кроме того, эпидемический штамм 
E.со�i O104:H4 был устойчив к большой группе антибиотиков: ампициллину, амоксициллину/
клавуланату, пиперациллину/сульбактаму, пиперациллину/тазобактаму, цефураксиму, цефу-
раксим-аксетилу, цефокситину, цефотаксиму, цефразидиму, цефподоксиму, стрептомицину, на-
лидиксовой кислоте, татрациклину, триметоприму/сульфаметаксозолу. Штамм E.со�i O104:H4 
является носителем плазмидных генов �l� �TX-M-15 и �l� TEM-1. 

Высокий процент случаев ГУС, отмеченный при вспышке E.���i О104:�4-инфекции 
в Германии (22 %), а также высокая смертность среди больных с ГУС (свыше 4 %) свидетель-
ствуют о серьезных проблемах в лечении этой инфекции, связанных с низкой эффективностью 
антибиотикотерапии. Более того, применение антибиотиков может усугублять течение болез-
ни [�].

В данной ситуации остро встает вопрос о поисках альтернативных методов профи-
лактики и антимикробной терапии E.���i О104:�4-инфекции. Вполне оправдано, что одним из 
таких подходов может стать использование специфических бактериофагов [5, 7].

Цель работы – поиск и характеристика литических бактериофагов, активных против 
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эпидемического штамма E.���i О104:�4, изучение их профилактической и лечебной эффектив-
ности на экспериментальной мышиной модели E.���i О104:�4-инфекции.

Материалы и методы исследования
Для выделения бактериофагов и характеристики их литической активности исполь-

зовали индикаторные штаммы эшерихий различных серогрупп, а также штаммы E�����i��i� 
���i К12 С�00, E. ���i М17, ��ig���� ��nn�i, ��ig���� fl�xn��i и ��ig���� d���n���i��. Штамм 
E�����i��i� ���i О104:�12 ��513 (далее E.���i О104:�12), не продуцирующий шига-токсинов, 
получен из института им. Л.И. Тарасевича (г. Москва). Штамм E.���i О104:�4 №112027 �tx 
(далее E.���i О104:�4) выделен от больного ГК при пищевой вспышке в 2011 г. в Германии и 
любезно предоставлен д-ром Альфредо Каприоли (Европейская референс-лаборатория E.���i, 
Институт санитарии, г. Рим, Италия). Штамм продуцирует шига-токсин типа 2 и устойчив к 
бета-лактамным антибиотикам, стрептомицину, налидиксовой кислоте, тетрациклину, триме-
топриму/сульфаметоксазолу.

Бактериальные культуры выращивали при 37°С в течение 18-24 ч на плотной и жид-
кой питательных средах ГРМ (ФБУН ГНЦ ПМБ).

Вирулентные фаги, активные против E.���i О104:�4, выделяли из образцов подстилки 
и фекалий бройлерной птицы на птицефабриках Московской и Калужской областей. Бакте-
риофаги идентифицировали с помощью спот-теста и последующего титрования на чувстви-
тельных штаммах E.���i К12 С�00, E. ���i О104:�12 и E.���i О104:�4. «Чистые» линии фагов 
получали из изолированной негативной колонии после трех последовательных пересевов на 
газоне чувствительного штамма. Специфичность и спектр антибактериального действия фагов 
определяли методом спот-тестирования и стандартным двухслойным методом с использовани-
ем индикаторных штаммов.

Фаговую ДНК выделяли из обработанного протеиназой К фаголизата на колонках 
фирмы QI�GE� (QI�-�mp D�� Midi Kit).

Фармакокинетику – продолжительность персистирования бактериофага ЕСD4 изуча-D4 изуча-4 изуча-
ли на мышах линии B�l�/c массой 17-20 г. В эксперимент было взято 4 группы животных (по 
� особей каждая). Мышам первых двух групп натощак внутрижелудочно вводили фаг по 0,5 
мл с концентрацией 1×107 и 1×109 БОЕ/мл, соответственно, мыши третьей группы получа-
ли бактериофаг с питьевой водой. Через 1,5; 3, �, 9, 12, 24, 3� и 48 ч после введения фага от 
каждой мыши отбирали фекалии (по 0,1 г), помещали их в пробирку с 1 мл �M буфера и 20 
мкл хлороформа. Компоненты интенсивно встряхивали 20 мин, взвесь центрифугировали при 
1�000 g в течение 10 мин и из полученного центрифугата готовили десятикратные разведения. 
Количество фаговых частиц в образцах определяли нанесением 10 мкл каждого разведения на 
газоны E.���i К12 С�00 с последующим подсчетом негативных колоний фага ЕСD4.

Четвертую группу мышей через 1, 3, 9 и 12 часов (по три мыши на каждый срок) по-
сле внутригастрального введения фага ЕСD4 (~ 2×109 БОЕ) умерщвляли с помощью СО2, и в 
крови, селезенке и печени каждой особи определяли наличие фаговых частиц.

Профилактическую и лечебную эффективность фага ЕСD4 оценивали на эксперимен-D4 оценивали на эксперимен-4 оценивали на эксперимен-
тальной мышиной модели (мыши линии B�l�/c) E.���i О104:�4-инфекции, которая обеспечи-
вала стабильную колонизацию кишечника животных в концентрации не менее чем 1×108 КОЕ 
патогена на 1 г содержимого. В эксперименте использовали 24 мыши, которые были разделены 
на 3 группы: опытную и две контрольные. Животные всех трех групп, начиная с первого дня и 
на протяжении всего эксперимента, получали с питьевой водой стрептомицин (5 г/л) для пода-
вления других, кроме E.���i О104:�4, представителей рода E�����i��i�. Начиная со второго дня 
и в течение всего срока эксперимента (7 дней) мыши опытной группы получали бактериофаг 
ЕСD4 с питьевой водой (~ 2×108 БОЕ/мл). Мыши первой контрольной группы бактериофаг не 
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получали (контроль колонизации кишечника штаммом E.���i О104:�4). На третий день экспе-
римента животные опытной и первой контрольной групп интрагастрально заражали штаммом 
E.���i О104:�4 в дозе 1×109 КОЕ/особь. Третья контрольная группа мышей оставалась не за-
раженной, но получала бактериофаг по той же схеме, что и опытная группа. На 1, 2, 3, � и 7 
сутки после заражения у мышей всех экспериментальных групп, опытной и двух контрольных, 
отбирали образцы фекалий и определяли в них концентрацию бактериофага ЕСD4 и клеток 
E.���i О104:�4. В последнем случае высев фекалий и подсчет колоний патогена проводили на 
питательном агаре и среде Эндо со стрептомицином (50 мкг/мл). Принадлежность выросших 
культур бактерий к серотипу E.���i О104:�4 подтверждали в реакции латекс-агглютинации и 
методом ПЦР в соответствии с Методическими указаниями [8].

Результаты и их обсуждение
В результате проведенного поиска из образцов фекалий и подстилки бройлерной пти-

цы удалось выделить семь «чистых» линий бактериофагов, обладающих литической активно-
стью против шига-токсин продуцирующего эпидемического штамма E.���i О104:�4 и штамма 
E.���i О104:�12. Свойства одного из фагов – фага ЕСD4, как наиболее перспективного, были 
изучены более подробно.

Батериофаг ЕСD4 способен подавлять рост бактерий штамма E.���i О104:�4 до вось-
мого десятикратного разведения при титровании по Аппельману. Кроме того, фаг обладает 
литической активностью по отношению к некоторым шига-токсин продуцирующим штам-
мам E.���i О157:�7, клинически значимым эшерихиям других серогрупп, а также бактери-
ям �.��nn�i и �.fl�xn��i – возбудителям дизентерии человека. Вместе с тем, фаг не подавляет 
рост бактерий непатогенного для человека штамма E.���i М17, используемого для приготовле-
ния пробиотического препарата «Колибактерин», но может быть размножен на непатогенном 
штамме E.���i К12 С�00, что значительно упрощает крупномасштабную наработку данного 
бактериофага.

На чувствительном бактериальном штамме бактериофаг ЕСD4 формирует мутные не-D4 формирует мутные не-4 формирует мутные не-
гативные колонии диаметром около 1 мм; вторичный рост клеток-хозяина в зоне лизиса от-
сутствует. Геном фага представлен двухнитевой ДНК размером около �0 тыс. пар оснований. 
ДНК не гидролизуется ферментами ��lG1, �stI, EcoRI, B�m�1, �indIII, �p�I, KpnI, Eco1471, 
Eco521, Eco1301, Mv�I. Эндонуклеаза �miI расщепляет ДНК фага ЕСD4 на три фрагмента, 
два из которых имеют размер 700 и 3000 пар оснований, BcuI расщепляет ДНК на шесть фраг-BcuI расщепляет ДНК на шесть фраг- расщепляет ДНК на шесть фраг-
ментов, EcoRV - на 15, XmiI - на 18, VspI - на 20 фрагментов. В фаговом геноме не выявлено 
генов синтеза шига-подобных токсинов и других факторов вирулентности, характерных для 
бактерии-хозяина.

Как показали наши исследования, фаг ЕСD4 способен определенное время циркули-D4 способен определенное время циркули-4 способен определенное время циркули-
ровать в организме мышей, свободном от клеток-хозяина. Продолжительность персистирова-
ния этого фага в кишечнике интактных животных после внутригастрального введения вируса 
в дозе ~ 1×107 БОЕ/особь составляла не менее 24 часов. При введении мышам фага в большей 
дозе (1×109 БОЕ) вирусные частицы у отдельных особей выделяли через 3� час. Через 48 часов 
фаг из фекалий изолировать не удавалось.

При доставке фага ЕСD4 мышам с питьевой водой (2×108 БОЕ/мл) вирус обнаружива-
ли в фекалиях через 24 ч. после его введения, в более поздние сроки фаг не выявляли.

При внутригастральном введении мышам фага ЕСD4в дозе ~ 1×109 БОЕ/особь вирус-
ные частицы проникали из желудочно-кишечного тракта в кровь и паренхиматозные органы 
животных и определенное время персистировали в них. В крови и селезенке фаговые частицы 
у отдельных особей обнаруживали через 12 час, в печени – лишь через час после его введения.

Таким образом, фаг ЕСD4 обладает важным свойством лечебного фага – способно-D4 обладает важным свойством лечебного фага – способно-4 обладает важным свойством лечебного фага – способно-
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стью персистировать определенное время в организме животного, длительность которого за-
висит от дозы фага и способа его доставки в организм.

Результаты эксперимента по изучению профилактической эффективности бактерио-
фага ЕСD4 показали, что предварительное, еще до заражения, выпаивание фага животным 
в течение суток не предотвращало колонизацию кишечника мышей линии B�l�/c штаммом 
E.���i О104:�4 (мышей заражали интрагастрально на 3-ий день после начала эксперимента в 
дозе ~ 1×109 КОЕ/особь). Тем не менее, концентрация возбудителя в кишечном содержимом 
мышей опытной группы, получавших с водой фаг ЕСD4, была в разы ниже, чем у животных 
контрольной группы, которая бактериофаг не получала: на 1, 2, 3, � и 7 сутки после заражения 
количество E.���i О104:�4 в расчете на 1 г фекалий было ниже у опытных по сравнению с кон-
трольными животными соответственно в 5,9; �,5; �,7; 8,4 и 7,8 раз. В те же сроки бактериофаг 
ЕСD4 обнаруживали в фекалиях опытной (леченой) группы мышей в значительных концен-D4 обнаруживали в фекалиях опытной (леченой) группы мышей в значительных концен-4 обнаруживали в фекалиях опытной (леченой) группы мышей в значительных концен-
трациях: от ~ 1×107 до 1×108 БОЕ/г, т.е. фаг активно репродуцировался в кишечнике заражен-
ных животных. Напротив, у мышей контрольной группы, которая получала фаг с питьевой 
водой в течение 7 дней, но не заражалась E.���i О104:�4, концентрация фага была значительно 
ниже, чем в опытной группе.

Низкая профилактическая лечебная эффективность фага ЕСD4, полученная нами на 
экспериментальной мышиной модели E.���i О104:�4-инфекции, на фоне активного размноже-
ния его в кишечнике зараженного животного, скорее всего, объясняется образованием клетка-
ми штамма E.���i О104:�4 биопленки, которая, как известно, может существенно влиять на 
взаимоотношения фага с клеткой-хозяином.

Решение задачи повышения лечебной эффективности фаговых препаратов против 
E.���i О104:�4-инфекции, по-видимому, лежит в области поиска специфических фагов, спо-
собных разрушать биопленки в кишечнике макроорганизма, либо применение коктейля фагов 
с такими свойствами.

Изучение фага ЕСD4, способного лизировать шига-токсин продуцирующие эшери-D4, способного лизировать шига-токсин продуцирующие эшери-4, способного лизировать шига-токсин продуцирующие эшери-
хии, другие патогенные E.���i и шигеллы будет продолжено. Особое внимание будет уделено 
вопросам использования его для деконтаминации продуктов питания и объектов внешней сре-
ды от опасного для человека патогена E.���i О104:�4, поскольку именно этот путь представ-
ляется на сегодня, когда еще не ясен природный резервуар и источник возбудителя, наиболее 
реальным и безопасным.
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Изучали экологию фагов фитопатогенных бактерий четырнадцати штаммов родов 
X�n���m�n��, E�wini� и P���d�m�n�� . �аги, в отдельном биоценозе, удавалось обнаружить 
ко всем тестовым штаммам, при проведении ряда последовательных отборов проб. В то же 


