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В результате проведенных исследований удалось показать высокую степень видовой 
и внутривидовой гомогенности индивидуальных популяций влагалищных лактобацилл. Кро-
ме того с помощью ПЦР-системы были обнаружены лизогенные изоляты лактобактерий. 
Детекция свободной фаговой частицы после митомициновой индукции лизогенных культур 
может говорить в пользу гипотезы о роли фаговой инфекции в развитии бактериального 
вагиноза.

Введение
С момента первого описания в 1892г. А. Дедерлейном лактобактерий как преобладаю-

щего микроба нормального влагалищного биоценоза [1], их значимость в поддержании коло-
низационной резистентности женской мочеполовой системы и до настоящего времени остает-
ся неоспоримой. Известно также, что первыми признаками вагинальных дисбиотических на-
рушений является снижение концентрации лактофлоры или потеря ею биологических свойств.
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Существуют различные факторы, способные отрицательно влиять на лактобацилл. 
Исследование возможных причин возникновения бактериального вагиноза, состояния, харак-
теризующегося значительным снижением численности лактофлоры или полной ее элиминаци-
ей, привело к появлению гипотезы о роли фагов в развитии симптомов данного дисбиоза [2]. 
Виды и штаммы вагинальных лактобацилл варьируют у различных индивидуумов [3]. Плот-
ность колонизации довольно высока, и составляет около 10� – 107 КОЕ на вагинальный мазок. 
Таким образом, можно предположить, что это сообщество может подвергаться массовому ли-
зису бактериофагами. Попадание лизогенного штамма в популяцию с высокой плотностью, 
представленную штаммами чувствительными к внесенному в среду фагу, может действитель-
но привести к сокращению популяции из-за фагового лизиса резидентной флоры. В этот мо-
мент свободная ниша может быть заселена строгими анаэробами (�revotell�/�orphyromon�s 
spp., �eptostreptococcus spp., Fuso��cteium spp., Mo�iluncus spp.) и гарднереллой. 

Результаты исследования Kilic et �l.[4], показали преобладание лизогенных штаммов 
лактобацилл в образцах, отобранных у группы пациенток, выделенные фаги оказались виру-
лентными для изолятов лактобацилл полученных от тех же или других женщин. Однако позже 
M�rtin et �l. [5] не обнаружили в своей коллекции лактобактерий лизогенных штаммов, спо- et �l. [5] не обнаружили в своей коллекции лактобактерий лизогенных штаммов, спо-et �l. [5] не обнаружили в своей коллекции лактобактерий лизогенных штаммов, спо- �l. [5] не обнаружили в своей коллекции лактобактерий лизогенных штаммов, спо-�l. [5] не обнаружили в своей коллекции лактобактерий лизогенных штаммов, спо-. [5] не обнаружили в своей коллекции лактобактерий лизогенных штаммов, спо-
собных высвобождать жизнеспособные фаговые частицы. 

Частота лизогенизации клеток хозяина умеренными фагами, как правило, не велика 
(10-7 – 10-2) [�, 7], таким образом, размножение этих вирусов в экологической нише, плотно 
заселённой чувствительным штаммом хозяина происходит главным образом по литическому 
пути, что приводит к гибели большинства клеток, которые потом могут быть замещены потом-
ками клеток лизогенного штамма, исходно высвободившего фаг, а также вновь образованными 
лизогенными бактериями, либо, при менее благоприятном стечении обстоятельств, другими 
видами бактерий. Такой сценарий был смоделирован математически и экспериментально [7] 
на модели популяций E. ���i. Принимая во внимание, что частота спонтанной индукции мно-
гих лизогенных штаммов вагинальных лактобацилл составляет менее чем 10-8 БОЕ на клетку 
[4] в лабораторных культурах, любой фактор, способствующий повышению частоты индук-
ции, может увеличивать вероятность «экологической катастрофы» в вагинальном микробном 
сообществе. Это может объяснить существующую эпидемиологическую связь между курени-
ем и риском бактериального вагиноза [2], так как компоненты табачного дыма могут вызывать 
индукцию профагов у лактобацилл [8]. Однако вышеописанный механизм нарушения сообще-
ства вагинальных лактобацилл может работать только при условии, что индивидуальные по-
пуляции этих бактерий достаточно гомогенны и составлены одним, максимум двумя домини-
рующими штаммами. В противном случае маловероятно одновременное попадание в систему 
фагов, способных лизировать все основные компоненты лактобактериального сообщества, а, 
следовательно, существенного снижения общей численности не произойдёт. Поэтому для ве-
рификации гипотезы фаговой этиологии (по меньшей мере, части случаев) бактериального 
вагиноза необходимо получить данные о степени гетерогенности индивидуальных популяций 
лактобацилл. 

Материалы и методы
Клинические образцы лактобактерий отбирались в поликлинике при Федеральном го-

сударственном учреждении «Научный центр акушерства, гинекологии и перинатологии имени 
академика В.И.Кулакова Федерального агентства по высокотехнологичной медицинской по-
мощи». Идентификацию лактобацилл проводили методом M�LDI-TOF масс-спектрометрии. 
Для записи, обработки и анализа масс-спектров использовали программное обеспечение фир-
мы Bruker D�ltonics (Германия): Flex�ontrol 3.0 и Biotyper 2.0. Дифференциацию лактобацилл 
осуществляли методом RE�-ПЦР. ДНК из клеток лактобацилл выделялась с помощью набора 
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ДНК-Экспресс (Литех, Россия) в соответствии с инструкцией. Rep-ПЦР проводилась, как опи-Rep-ПЦР проводилась, как опи--ПЦР проводилась, как опи-
сано в работе M�y et �l. [3]. Секвенирование гена 1�� лактобацилл проводилось с использова-M�y et �l. [3]. Секвенирование гена 1�� лактобацилл проводилось с использова- et �l. [3]. Секвенирование гена 1�� лактобацилл проводилось с использова-et �l. [3]. Секвенирование гена 1�� лактобацилл проводилось с использова- �l. [3]. Секвенирование гена 1�� лактобацилл проводилось с использова-�l. [3]. Секвенирование гена 1�� лактобацилл проводилось с использова-. [3]. Секвенирование гена 1�� лактобацилл проводилось с использова-� лактобацилл проводилось с использова- лактобацилл проводилось с использова-
нием набора для секвенирования BigDye® Termin�tor v3.1 �ycle �equencing Kit и секвенатора 
3730xl D�� �n�lyzer (�pplied Biosystems, U��) согласно инструкциям производителя. 

Поиск изолятов, содержащих профаг, проводился с помощью ПЦР - системы. Изо-
ляты положительные на наличие интегразы, подвергали митомициновой индукции [9]. Нали-
чие свободных фаговых частиц в индуцированной культуре детектировали с помощью ПЦР-
системы [10]. 

Результаты и обсуждение
Для того чтобы изучить видовой состав индивидуальных популяций лактобацилл 

влагалища человека, были получены клинические образцы от 44 пациенток с разной формой 
микроценоза влагалища. За время исследований удалось сформировать довольно богатую кол-
лекцию изолятов лактобацилл, включающую в себя 897 изолятов, представленных 11 видами.

Следует отметить, что среди 44 пациенток, от которых были получены и идентифи-
цированы лактобациллы, у 43 лактофлора была представлена одним или двумя (в �-ти случа-
ях) видами. И только у одной разнообразие лактобацилл доходило до 3-х видов. С помощью 
RE�-ПЦР удалось установить и относительную штаммовую гомогенность индивидуальных 
популяций лактобацилл. При таких условиях фаговая инфекция может действительно явиться 
причиной снижения численности лактофлоры. Однако, при предварительном анализе выборки 
изолятов, в количестве 45, из сформированной коллекции на способность выделять фаги, ин-
фекционные в отношении этих же наборов культур при индукции митомицином С, лизогенных 
штаммов не было обнаружено, что находится в противоречии с ранее опубликованными дан-
ными [4] . Вероятно, изоляты этой выборки не содержали профагов, поэтому, для полноценной 
проверки гипотезы о фаговой этиологии части случаев вагиноза нами была проведена допол-
нительная работа, а именно, поиск изолятов, содержащих профаг, с помощью ПЦР-системы. 
Нами были созданы пары праймеров, отжигающиеся на участки ДНК гена интегразы, белка, 
ответственного за встраивание ДНК фага в геном бактерии-хозяина. Для этого мы использо-
вали геномы, известных на данный момент, лактофагов kc5� и phi�dh. При анализе выборки 
изолятов L.g�����i, мы обнаружили наличие участка этого гена требуемой длины у некоторых 
из них (рис.1 дорожки 5, �, 7, 8), что было подтверждено секвенированием выделенных фраг-
ментов из геля.

Рис. 1 - Фрагменты гена интегразы фага phi�dh. Маркер - 1k� DNA ��dder 
(Ferme�t�s).

Для того чтобы детектировать наличие свободных фаговых частиц после индукции, 
нами были синтезированы праймеры, отжигающиеся вблизи концов генома профага. При экс-
цизии профага вирусная ДНК замыкается в кольцо и при упаковке в вирионы раскрывается по 
другому сайту, поэтому на матрице ДНК из свободных вирусных частиц, мы получим ПЦР-
продукт известной длины (Рис.2).
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Нами был обнаружен один изолят, из которого после 
митомициновой индукции выделяются свободные фаговые 
частицы. Однако пока остается неизвестным, способны ли 
данные частицы инфицировать какие-либо изоляты лакто-
бацилл. Данная ПЦР-система поможет нам отобрать лизо-
генные культуры, с целью выделения фагов и изучения их 
инфекционности по отношению к коллекции клинических 
изолятов лактобацилл.

Заключение
Очевидная гомогенность индивидуальных популя-

ций лактобацилл показывает, что популяция не подвергается 
постоянному воздействию штамм специфичных селектив-
ных факторов, зависящих от плотности популяции (таких, 
как фаговая инфекция). В то же время, существование попу-
ляции с относительно высокой плотностью делает возмож-
ным редкие явления массового фагового лизиса, что было 
предложено Bl�ckwell [2] в качестве одного из триггерных 
механизмов при развитии бактериального вагиноза. Такое 
событие может произойти в результате попадания лизоген-
ного штамма, высвобождающего фага, активного против ре-
зидентной популяции. Тем не менее, низкий (если он есть) 

уровень внутривидового разнообразия является просто фактором, способствующим вмеша-
тельству фагов в развитие вагиноза. Детальное исследование временной динамики штаммов 
лактобацилл во влагалище и феномена лизогении у этих культур также может дать ключ к про-
верке этой гипотезы. 
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Работа посвящена подбору и усовершенствованию технологических параметров вы-
деления бактериофагов анаэробных бактерий D����f�vib�i� d����f��i��n�.

Введение 
Исследование биотехнологических процессов с участием D. d����f��i��n� приобрета-

ет большое значение в связи с развитием и усовершенствованием методов регулирования их 
жизнедеятельности.

Материалы и методы исследований


