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Проведены исследования вирулентного N4-подобного колифага G7C, выделенного из 
образца фекалий лошади на культуре E.coli 4s, которая была получена из этого же образца. 
На основании полученных результатов исследований по изучению метастабильных, пере-
виваемых на плотных средах ассоциаций облигатно-вирулентного фага и его хозяина вы-
сказывается предположение, что подобные ассоциации могут играть важную роль в дли-
тельной персистенции фагов, сходных с G7C, в экосистеме кишечника лошади.

введение
Бактериофаги являются непремен-

ными компонентами большинства свобод-
ноживущих и симбиотических микробных 
сообществ [1], в том числе кишечных ми-
кробиомов человека и животных [2,3].По 
имеющимся данным, фаговое сообщество 
кишечника представляет собой достаточно 
динамичную систему [4,5]. Однако структу-
ра фаговых сообществ в составе кишечной 
микрофлоры существенно различается у 
разных видов [2,3].

Особенностью кишечной экосистемы 
лошади является преобладание вирулент-
ных бактериофагов, что относится также и 

к популяциям фагов E. coli, которые обна-
руживаются у некоторых животных в доста-
точно большом титре до 107Б.О.Е.на грамм 
фекалий. По нашим данным [6,7], популя-
ции колифагов у индивидуальных животных 
характеризуются выраженной динамикой, 
сопровождающейся колебаниями титров до 
4 порядков (при использовании любой кон-
кретной тест-культуры для мониторинга). 
При этом общий титр E.coli составляет около 
106 К.О.Е./ г. Внутривидовое разнообразие 
колиформных бактерий чрезвычайно высо-
ко: в кишечнике одной лошади может со-
держаться до нескольких сотен различных 
штаммов E.coli и близких к ней видов [7,8]. 
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Интересно, что спектр хозяев большинства 
кишечных колифагов, выделенных от лоша-
дей, достаточно узок [4]. В частности, бакте-
риофаг G7C, генетически родственный коли-
фагу N4, способен инфицировать лишь один 
полевой изолят E.coli 4s и его дериваты. В 
настоящее время нам не удалось обнару-
жить других хозяев для этого фага. В то же 
время некоторые вирулентные бактерио-
фаги могут длительное время сохраняться в 
кишечнике лошади, так, например, показа-
на персистенция бактериофага Lc3 у лошади 
в течение трех лет, а фаги, родственные G7C, 
обнаруживаются у лошадей, содержащихся 
на одной и той же конюшне в течение 6 лет 
(Голомидова с соавт., личное сообщение). 
Таким образом, популяции индивидуаль-
ных колифагов в экосистеме кишечника ло-
шади часто оказываются в ситуации, когда 
общая плотность доступных хозяев падает 
ниже критической [9,10], что должно было 
бы приводить к элиминации этих фагов. Тем 
не менее, популяции этих вирусов сохраня-
ются в экосистеме кишечника длительное 
время. Одним из возможных объяснений 
данного феномена может быть образова-
ние ими так называемых псевдолизогенных 
ассоциаций (ПА) с хозяевами, которые могут 
существовать в виде локальных (микро)ко-
лоний. В таких ПА должны создаваться сле-
дующие условия:

1. Возможность роста чувствительных 
к фагу клеток, несмотря на значительную 
концентрацию свободных фаговых частиц в 
матриксе ассоциации. 

2. Поддержание достаточно высокой 
плотности популяции E. coli, необходимой 
для поддержания фага в литическом цикле.

3. ПА должна быть стабильна в тече-
ние достаточно длительного времени и об-
ладать способностью к пролиферации (то 
есть рассеву, с сохранением бактериального 
и вирусного компонентов).

В этой работе мы исследовали воз-
можность формирования ПА и их свойства 
на модели системы бактериофаг G7C – Е. сoil 
4s, которая была выделена из образца фека-
лий лошади и детально охарактеризована, 
включая определение полной последова-
тельности генома фага [11].

материалы и методы исследований.
Штаммы бактерий и бактериофагов и 

их культивирование.
В работе использовали штамм E. coli 

4s и N4 - подобный бактериофаг G7C, кото-
рые были выделены нами в 2006 г из одно-
го и того же образца фекалий лошади. Кро-
ме того, использовали Т5 - подобный фаг 
MPC600 (также выделенный нами от лоша-
дей), который обладал способностью инфи-
цировать дериваты E. coli 4s, резистентные к 
фагу G7C, но не исходный штамм. Для куль-
тивирования фага MPC600 использовали 
штамм E.coli C600. Бактерии выращивали на 
питательной среде LB следующего состава: 
триптон (Pronadisa) – 10 г, дрожжевой экс-
тракт (Pronadisa), - 5 г, NaCl – 5 г, вода до 1 
л. Агаризованная среда, LBsoft содержала 
0,6% агар - агара, твердый LB – 1%.

Анализ состава ПА.
В некоторых случаях (см. результаты) 

определяли отношение фаг/клетки. Для это-
го приготовляли суспензию псевдолизоген-
ной ассоциации (в физиологическом раство-
ре). Соответствующие разведения исполь-
зовали для посева на газон штамма-хозяина 
для подсчета фаговых бляшек и на плотные 
среды для получения отдельных колоний 
бактерий.

Для получения субклонов бактерий 
из ПА клетки отмывали от экзогенного фага 
с помощью инактивирующего свободные 
вирусные частицы экстракта чая [12]. Ви-
рицидный экстракт готовили следующим 
образом: 10 г листьев чая заливали 100 мл 
кипящей стерильной воды, настаивали в 
сухожаровом шкафу при 100°С в плотно за-
крытом флаконе 30 мин., фильтровали че-
рез бумажный, а затем через мембранный 
фильтр, с порами 0,44 мкм, или автоклави-
ровали. Экстракт хранили при +4°С.

Получение отдельных бляшек бакте-
риофагов производилось методом посева 
двойным слоем на питательную среду. По-
лучение газонов также производилось с по-
мощью метода «двойного слоя», только без 
добавления бактериофага.

Пассирование ассоциаций осущест-
вляли с помощью стерильных зубочисток 
или стерильных гематокритных капилляров, 
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перенося материал с одной чашки Петри с 
агаром на другие, содержащие твердую сре-
ду или свежий газон бактерии-хозяина (для 
определения способности выделять фаг).

ПЦР ставили в объеме 20 мкл, на ам-
плификаторе С1000 (BioRad). Для детекции 
фага использовали праймеры на ген 50 
(g50D 5’ GCCCATGCGTATTCACAA и g50R 5’ 
CCATAGCGTGTGTTACCGA).

Анализ продуктов ПЦР проводили ме-
тодом электрофореза в 1%-ном агарозном 
геле с добавлением бромистого этидия.

Получение псевдолизогенных ассоци-
аций. Фаг G7C был рассеян до отдельных 
бляшек. Из некоторых случайно выбранных 
бляшек с помощью стерильной зубочистки 
на чашку с твердым агаром было перенесе-
но содержимое бляшек. На чашке наблю-
дался рост бактерий.

Эти культуры переносили на чашки с 
газоном исходного штамма. Если в популя-
ции наблюдался бактериофаг, то на газоне 
вокруг места посева образовывалась зона 
лизиса.

Для пассирования ассоциаций мате-
риал переносили на свежую чашку с плот-
ной средой LB. 

результаты исследований. Всего было 
протестировано 53 ассоциаций (ПА) в 15 
пассажах. В каждом пассаже учитывалось 
количество ПА, выделяющих фаг, детектиру-
емый на газоне исходного штамма, а также 
на газоне штамма E.coli 4sAs (см. ниже).

Из 53 ПА к четвертому пассажу боль-
шинство прекратило выделять фаг, но 6ПА 

продолжали выделять 
фаг, детектируемый 
ПЦР, а также на штамме 
4sAs вплоть до 11пасса-
жа (рис. 1).

Были проана-
лизированы свойства 
субклонов бактерий из 
пяти ПА, которые со-
храняли способность 
выделять фаг к 12 пас-
сажу. Было обнаруже-
но, что, несмотря на 
активное выделение 
фага на штамме 4sAs, 
субклоны ПА из пасса-

жей с высокими номерами (6-7) оказались 
не чувствительны к исходному фагу.

В культуре штамма E.coli 4s всегда при-
сутствуют клетки, устойчивые к фагу G7C с 
частотой около 10-4 (что значительно выше 
обычной частоты фагоустойчивых мутан-
тов). Мы очистили резистентный штамм и 
обозначили его как 4sR. В отличие от штам-
ма 4s, штамм 4sR оказался чувствителен к 
фагу МРС600. 

Тестирование субклонов ПА обнару-
жило, что практически все они чувствитель-
ны к фагу МРС600. При этом многие из суб-
клонов образуют зоны лизиса при посеве 
поверх своих собственных газонов (выделя-
ют фаг), но при посеве на газон исходного 
штамма зон лизиса не обнаруживалось. При 
дальнейшем исследовании было установле-
но, что:

1. Все субклоны ПА чувствительны к 
фагу MPC600

2. Несмотря на вирицидную обработку 
суспензии перед посевом, некоторые суб-
клоны содержат ассоциированный с ними 
фаг

3. Все субклоны способны расти на фа-
говом агаре с фагом G7C

4. В 7 пассаже появляются субклоны, 
на которых фаг G7C способен образовывать 
мелкие бляшки. В 8 пассаже такие субклоны 
преобладают, что, однако, не сопровожда-
ется увеличением титра фага, детектируе-
мого на газоне штамма 4s.

Таким образом, при образовании и 

рис. 1 – Зависимость количества ассоциаций, выделяющих 
фаг, от количества пассажей.
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развитии ПА изменяются и фаги, и клетки. 
Для дальнейшего исследования этого яв-
ления мы выбрали такой субклон, на кото-
ром растет фаг, содержащийся в ПА (далее 
– фаг phi 8810), но не растет исходный фаг 
G7C. Этот штамм мы назвали 4sAs. Данный 
штамм послужил тест-культурой для ретро-
спективного анализа выделения фага ПА с 
использованием замороженных до –70оС 
образцов (рис.1). Производные этого штам-
ма, резистентные к фагу phi8810 (а равно и 
к исходному фагу G7C), были названы 4sAR. 
Мы исследовали эффективность посева (от-
носительно штаммов, на которых получе-
ны соответствующие лизаты) фагов G7C и 
phi8810 и MPC600 на газонах штаммов E.coli 
4s, 4sAs, 4sR и 4sAR. (табл. 1)

Анализ морфологии фагов с помощью 
трансмиссионной электронной микроско-
пии показал, что фаг phi8810 морфологиче-
ски не отличим от исходного фага G7C. Это 
подтверждается также данными ПЦР и сек-
венирования полученных ПЦР-фрагментов. 
Таким образом, фаг phi 8810 не является 
контаминантом, но представляет собой де-
риват фага G7C с измененным спектром хо-
зяев. Исследование профилей белков этих 
фагов с помощью ДСН-ПААГ электрофореза 
также не выявило между ними различий.

Морфология клеток различных дери-
ватов E.coli 4s, полученных в этой работе, 
также не различалась (по данным световой 
микросокпии), однако исходный штамм 4s 
и штамм 4sAs обладали способностью фор-
мировать крупные агрегаты клеток, причем 
у 4sAs эти агрегаты иногда достигают раз-
меров, различимых невооруженным взгля-
дом. При этом все эти штаммы практически 
не образуют биопленок на поверхности пла-
стика иммунологических плашек (данные 
не приведены).

выводы. Таким образом, развитие ПА 
бактериофага G7C и штамма E. coli 4s – это 
процесс ко-эволюции фага и хозяина, при-
водящий к увеличению разнообразия как 
вирусных, так и бактериальных компонен-
тов. При развитии ПА в некоторой части 
этих систем возникают такие сочетания фаг 
– бактерия, которые способны к длительно-
му стабильному сосуществованию. Так, фаг 

phi8810 способен расти на штамме 4sAs, но 
его литическая активность, по-видимому, 
ограничивается более медленной адсорб-
цией и способностью клеток штамма 4sAs 
к формированию плотных агрегатов, в ко-
торых часть клеток защищена от контакта с 
фагом. Возможность пролиферации ПА, вы-
ражающаяся в формировании субклонов, 
сохраняющих способность выделять фаг, 
также может быть объяснена агрегацией: 
при ресуспензировании ПА часть агрегатов, 
содержащих в том числе фаговые частицы, 
сохраняется и дает при рассеве начало коло-
ниям, содержащим как бактерии, так и фаг. 
Данный механизм может обуславливать 
длительную персистенцию бактериофага с 
узким хозяйским спектром в кишечном ми-
кробном сообществе даже в условиях очень 
низкой общей плотности доступных хозяев. 
Если ПА образуются in situ, достаточная для 
размножения фага плотность хозяев созда-
ется локально, в микроколониях. При этом 
пролиферация данных ПА по механизму, 
аналогичному описанному выше, может 
противостоять их механическому вымыва-
нию из кишечника.
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концентратом фагов, при отсутствии 
литического эффекта разведенного фаго-
лизата 
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