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Из воды притока озера Байкал, в районе сброса очищенных сточных вод г. Слюдянка, выделен бак-
териофаг Pseudomonas phage Ka1. Геном бактериофага размером 46092 п.о. и 50% составом Г + Ц пар 
(AN OP455935.1) имеет идентичность в 91% с  геномом Pseudomonas phage PSA37, относящим-
ся к Bruynoghevirus из класса Caudoviricetes, что характеризует его как нового представителя Luz24-
подобных фагов (Bruynoghevirus). Бактериофаг лизирует 62% клинических изолятов Pseudomonas 
aeruginosa и способен повышать эффективность гентамицина, ципрофлоксацина, имипинема и ме-
ропенема в 4‒8 раз в отношении этой бактерии. В геноме не идентифицировано интеграз, транспо-
заз и рекомбиназ, что делает Pseudomonas phage Ka1 возможным для использования в комплексной 
терапии инфекций, вызванных P. aeruginosa.
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На сегодняшний день бактериальные инфекции 
являются одной из острых проблем в сфере здраво
охранения (Mielko et  al., 2019). Эволюционное 
давление, создаваемое активным использованием 
антибактериальных препаратов, приводит к куму-
лятивному приобретению устойчивости к  анти-
биотикам у  патогенов, способствуя появлению 
штаммов с множественной лекарственной устой-
чивостью (МЛУ). Pseudomonas aeruginosa вызывает 
тяжелые инфекции благодаря различным факто-
рам вирулентности, а также способности форми-
ровать биопленки (Linlin et  al., 2023). Перспек-
тивным решением данной проблемы является ис-
пользование бактериофагов как отдельно, так и в 
сочетании с антимикробными препаратами, что 
позволит снизить общее количество используе-
мых антибиотиков в клинической практике (Guo 
et al., 2020). Особенностью бактериофагов являет-
ся их специфичность к бактериям-мишеням, что 
значительно снижает негативное влияние анти-
микробных препаратов на основе бактериофагов 
на нормальную микрофлору человека. Кроме того, 
бактериофаги показали многообещающие резуль-
таты при лечении устойчивых к антибиотикам ин-
фекций P. aeruginosa (Rosa et al., 2021). Доказано, 

что применение литических бактериофагов явля-
ется эффективным подходом против антибиоти-
корезистентных бактерий, так как специфичность 
бактериофагов не зависит от устойчивости микро-
организмов к антимикробным препаратам (Kortright 
et al., 2019). Помимо клинической практики, бакте-
риофагов предложено использовать для устранения 
бактериальных загрязнений с поверхностей пище-
вых продуктов (Endersen et al., 2020).

В данной работе приводится характеристика 
нового бактериофага Pseudomonas phage Ka1, вы-
деленного из воды притока озера Байкал, около 
места сброса очищенных сточных вод г. Слюдянка, 
а также повышение эффективности ципрофлокса-
цина, имипинема и меропинема при их совмест-
ном применении с бактериофагом в отношении 
P. aeruginosa.

Используемые штаммы. В работе использовали 
типовые штаммы бактерий Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 27853, P. aeruginosa РАО1 и  P. aeruginosa 
190158. Клинические изоляты P. aeruginosa, полу-
ченные от пациентов с низкой эффективностью 
противомикробной терапии, были предоставлены 
Казанским научно-исследовательским институтом 
эпидемиологии и микробиологии.

КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
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Бактериофаг Pseudomonas phage Ka1 был выде-
лен в районе поступления очищенных сточных вод 
в приток озера Байкал.

Питательные среды и условия культивирования 
бактерий. Использовали питательную среду LB 
(Sambrook et al., 1989) (%): триптон – 1.0; дрожже-
вой экстракт – 0.5; NaCl – 1.5; pH 8.0 (агаризован-
ная среда LB содержала дополнительно 1.5% ага-
ра) и  полужидкую агаризованную среду (Ames, 
1971)  (г/л): агар – 6; NaCl – 6. Антимикробные 
препараты – гентамицин, амикацин, ципрофлокса-
цин, норфлоксацин, цефтриаксон, стрептомицин, 
эритромицин, азитромицин, ванкомицин, имипе-
нем, меропенем и колистин – были приобретены 
в компании Sigma (США).

Получение фаголизата. В стерильную пробирку 
из зоны лизиса собирали слой верхнего полужид-
кого агара и ресуспендировали в 15 мл раствора 
0.9% NaCl. Полученный раствор центрифугировали 
при 10 тыс. об./мин и супернатант фильтровали че-
рез шприцевой мембранный фильтр с диаметром пор 
0.22 мкм. Полученный фаголизат хранили при 4°С.

Подсчет БОЕ бактериофагов. Подсчет БОЕ бак-
териофага проводили по  методу Грациа (Gratia, 
1936) с модификациями (Mazzocco et al., 2009). Для 
этого в лунки стерильного 96-луночного планшета 
вносили по 90 мкл 0.9% NaCl. В первую лунку до-
бавляли 10 мкл фаголизата и в последующих лун-
ках готовили серийные 10-кратные разведения фа-
голизата в стерильном физиологическом растворе. 
После чего из каждой лунки по 15 мкл суспензии 
вносили к 1 мл полужидкого агара, содержащего 
P. aeruginosa (107 КОЕ/мл), и заливали на поверх-
ность плотной питательной среды в 35-мм чашки 
Петри. БОЕ подсчитывали из чашек, содержащих 
минимум 5 бляшек, умножая на  коэффициент 
разведения.

Оценка чувствительности бактерий к бактерио-
фагу. Способность фага лизировать клинические 
изоляты тестировали с помощью спот-теста, как 
описано в  работе (Fong et  al., 2009), с  объемом 
капли 5 мкл. Для этого на чашки с питательной 
средой LA наносили 3 мл полужидкого LA, со-
держащего 30 мкл ночной культуры P. aeruginosa 
(107 КОЕ/мл). После застывания среды наносили 
капли фагового лизата объемом 5 мкл с концен-
трацией 108 БОЕ/мл, просушивали 15 мин и ин-
кубировали при 37°С в течение 24 ч. Затем про-
водили оценку чувствительности по шкале: пол-
ная активность (++) ‒ полностью прозрачное (не 
мутное) пятно, внутри которого не наблюдается 
роста бактерий; частичная активность (+) ‒ мут-
ное пятно, которое легко видно невооруженным 
глазом, или прозрачное пятно, содержащее изо-
лированные колонии бактерий; отсутствие актив-
ности (‒) ‒ отсутствие легко различимого пятна 
невооруженным глазом. Все анализы бляшек про-
водили в трех биологических повторах.

Определение чувствительности микроорганизмов 
к антибактериальным препаратам. Определение чув-
ствительности изолятов P. aeruginosa к антибиоти-
кам проводили на среде Мюллер-Хинтон (“Sigma”, 
США), согласно рекомендациям EUCAST (Leclercq 
et al., 2013), методом микроразведений при сочета-
нии препаратов с бактериофагом или диско-диффу-
зионным методом с использованием стандартных 
дисков с антибактериальными препаратами (На-
учно-исследовательский центр фармакотерапии 
(НИЦФ), г. Санкт-Петербург) при оценке спектра 
чувствительности изолята к антибиотикам.

Секвенирование и  анализ генома. Shortgun-
секвенирование с  двуконцевыми прочтениями 
проводили на платформе Illumina MySeq. Качество 
прочтений после секвенирования ДНК бактерио-
фага оценивали с  помощью программы FastQC 
(Andrews, 2010), кольцевой геном был собран с по-
мощью SnapGen DNA. Геном был аннотирован 
с помощью сервера Prokka (Seemann, 2014), рас-
пределение генов по функциональным категори-
ям было проведено с помощью сервера RAST (Aziz 
et al., 2008). Идентифицированные рамки считы-
вания белков бактериофага были верифицирова-
ны вручную с использованием алгоритма BLAST, 
сравнивая с базой данных NCBI GenPept.

Характеристика бактериофага Pseudomonas phage 
Ка1. Из притока озера Байкал в зоне сброса сточ-
ных вод вблизи г. Слюдянка был выделен изолят 
Ка1, способный лизировать клетки P. aeruginosa 
ATCC 27853. ДНК изолята была выделена с по-
мощью коммерческого набора Viral RNA/DNA 
Mini Kit (“Invitrogen”) и  проведено shortgun-
секвенирование с  двуконцевыми прочтениями 
на  платформе Illumina MySeq. После удаления 
прочтений, относящихся к  геному P.  aeruginosa 
ATCC  27853, выход секвенирования составил 
14.952 Мб. На  основе оставшихся прочтений 
был собран кольцевой геном размером 46092 п.о. 
с  уровнем ошибки 0.0028 и  покрытием 316×, 
с 50%-ым содержанием Г + Ц пар. Сравнение ге-
нома с помощью алгоритма BLAST с базой данных 
GenBank выявило максимальную идентичность 
в 95.14% при покрытии 79% с геномом Pseudomonas 
phage PSA37 (AN MZ089740.1) рода Bruynoghevirus 
из  класса Caudoviricetes. Выравнивание геномов 
бактериофагов Ка1 и PSA37 алгоритмом ClustalO 
показало 91% идентичности геномов, что позволя-
ет утверждать, что выделен новый представитель 
Luz24-подобных фагов (Bruynoghevirus).

Полный кольцевой геном размером 46092 п.о. 
задепонирован в Генбанке, AN OP455935.1. В ре-
зультате аннотации генома идентифицирована 
71  кодирующая последовательность (табл. S1). 
Из них 34 кодируют гипотетические полипепти-
ды с  неизвестной функцией. Выявлено 6 генов 
метаболизма аминокислот, 4 гена кодируют бел-
ки с нуклеазной активностью, 11 генов участвуют 
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в обмене нуклеиновых кислот, 20 генов кодируют 
структурные белки капсида и хвоста, 3 гена отвеча-
ют за синтез тРНК. При этом в геноме отсутствуют 
гены интегразы, транспозазы и рекомбиназы – 
потенциальных белков, связанных с  переходом 
к лизогенному жизненному циклу. Также не иден-
тифицируются гены литических ферментов, воз-
можно, они входят в состав 34 белков с неизвестной 
функцией (рис. S1, табл. S1).

Оценка штаммоспецифичности бактериофага  
Pseudomonas phage Ка1. Следующим этапом была 
проведена оценка чувствительности различ-
ных типовых штаммов и  клинических изолятов 
P. aeruginosa к бактериофагу Ка1 с помощью спот-
теста с объемом капли 5 мкл (табл. 1). Все типо-
вые штаммы оказались чувствительными к бакте-
риофагу, при этом среди клинических изолятов 
только 62% штаммов (8 из 13) поддавались лизису 
(полная или частичная активность). Это говорит 
об узкой специфичности бактериофага к штаммам 
синегнойной палочки. При этом штаммы с множе-
ственной устойчивостью (изоляты 1475, 305, 410, 
443, 293, 4086, 4241, 3101) также подвергаются ли-
зису, хоть и с частичной активностью (табл. 1).

Следующим этапом с помощью метода серий-
ных разведений исследовали синергетический 
эффект бактериофага Ка1 с 13 антимикробными 
препаратами: гентамицин, амикацин, ципрофлок-
сацин, норфлоксацин, цефтриаксон, цефтазидим, 
стрептомицин, эритромицин, азитромицин, ван-
комицин, имипенем, меропенем и колистин. При 
сочетании с  бактериофагом МПК гентамици-
на, ципрофлоксацина, имипенема и меропенема 

снижались в 4‒8 раз по сравнению с МПК чистого 
антибиотика, что свидетельствует о синергизме 
бактериофага с  данными противомикробными 
препаратами (табл. 2).

В совокупности эти данные позволяют пред-
положить, что бактериофаг Ка1 может быть 

Таблица 2. Изменение минимальной подавляющей 
концентрации антибактериальных препаратов при со-
четанном действии с бактериофагом Ка1. Приведены 
медианные значения из трех биологических повторов

Антибиотик
МПК, мкг/мл

‒ Ка1 + Ка1 Уменьшение 
МПК

Гентамицин 2 0.5 4
Амикацин 2 1 2
Ципрофлоксацин 32 4 8
Норфлоксацин >64 32 2
Цефтриаксон >64 64 1
Цефтазидим 1 0.5 2
Азитромицин >64 >64 1
Стрептомицин >64 >64 1
Эритромицин >64 >64 1
Ванкомицин >64 >64 1
Имипенем >64 16 4
Меропенем >64 8 8
Колистин 8 4 2

Таблица 1. Чувствительность к бактериофагу Ка1 и профиль устойчивости к антибиотикам у клинических изолятов 
P. aeruginosa. Данные приведены из трех биологических повторов

Штамм/изолят  
P. aeruginosa

Резистентность  
к антимикробным препаратам

Чувствительность к бактериофагу  
(“++” ‒ выраженный лизис,  

“+” ‒ слабый лизис, “‒” лизис не наблюдается)
1475 Л-R, Ц-R, Цаз-R, Г-R ‒
293 Азл-R, Аз-R, Л-R, П-R, Цаз-R, Г-R +
305 Аз-R, Азл-R, Л-R, Г-R, П-R, Т-R, Цаз-R ‒
449 Азл-R, Аз-R, П-R, Цаз-R ++
458 Г-R, Азл-R, Аз-R, П-R, Цаз-, Т-R +
278 Аз-R, Азл-R, Г-R, П-R, Цаз-R +
288 Азл-R, Аз-R, П-R, Цаз-R, Г-R ‒
410 Аз-R, Л-R, П-R, Цаз-R, Г-R ++
443 Азл-R, Аз-R, Л-R, П-R, Цаз-R, Г-R, Т-R ‒
250 Азл-R, Аз-R, Л-R, П-R, Цаз-R, Г-R ‒

4086 Азл-R, Аз-R, Л-R, П-R, Цаз-R, Г-R +
4241 Азл-R, Аз-R, Л-R, П-R, Цаз-R, Г-R +
3101 Азл-R, Аз-R, Л-R, П-R, Цаз-R, Г-R +

Условные обозначения: Азлоциллин ‒ Азл, Азтреонам ‒ Аз, Гентамицин ‒ Г, Левофлоксацин ‒ Л, Меропенем ‒ М, 
Пиперацилин ‒ П, Тобрамицин ‒ Т, Цефтазидим ‒ Цаз.
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предложен в качестве инструмента для повышения 
противомикробной активности имеющихся анти-
биотиков против P. aeruginosa, обладающих различ-
ным паттерном резистентности.
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SHORT COMMUNICATIONS

New Bacteriophage Pseudomonas Phage Ka1 from a Trivia of Lake Baikal
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Abstract–The bacteriophage Pseudomonas phage Ka1 was isolated from the water of a tributary of Lake 
Baikal, in the area of discharge of treated wastewater in the city of Slyudyanka. The bacteriophage 
genome is 46,092 bp in size. and 50% composition of G + C pairs (AN OP455935.1) has 91% identity with 
the genome of Pseudomonas phage PSA37, belonging to the Bruynoghevirus from the class Caudoviricetes, 
which characterizes it as a new representative of Luz24-like phages (Bruynoghevirus). The bacteriophage 
lyses 62% of  clinical isolates of  Pseudomonas aeruginosa and is  able to  increase the effectiveness 
of gentamicin, ciprofloxacin, imipinem and meropenem by 4–8 times against this bacterium. Integrases, 
transposases and recombinases are not identified in the genome, which makes Pseudomonas phage Ka1 
possible for use in complex therapy of infections caused by P. aeruginosa.

Keywords: bacteriophage, phage therapy, antibiotic resistance, Pseudomonas aeruginosa
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КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ
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МИКРОБИОЛОГИЯ том 93 № 4 2024

480	 ФЕДОРОВА  и др.

Таблица S1. Распределение генов бактериофага по функциональным категориям с помощью сервера RAST

Количество генов Описание
2 Терминальный повтор

34 Гипотетический белок с неизвестной функцией
1 Аминокислотная лигаза
1 Гамма-глутамилциклотрансфераза
1 Гамма-глутамилциклотрансфераза 
1 Амидолигаза
1 Нуклеофил-аминогидролаза
1 СOOH-NH2 лигаза
1 Хеликаза/ДНК праймаза
2 ДНК-полимераза 1 
1 N-H-N эндонуклеаза Cas9-подобный белок
6 Гипотетический мембранный белок
1 H-N-H эндонуклеаза самонаведения
1 Холин
1 Белок, связывающий одноцепочечную ДНК
1 Лоскутная (flap) эндонуклеаза
1 Нуклеотидилтрансфераза трнк/полиадениловая полимераза
1 Эндодезоксирибонуклеаза I
1 Металлофосфоэстераза
2 Rho-независимый терминатор
1 Фосфоноацетатгидролаза
1 Двусторонний Rho-независимый терминатор

20 Cтруктурные белки капсида и хвоста
2 N-ацетилтрансфераза
1 Крупная субъединица терминазы
1 Малая субъединица терминазы
1 Пролин-тРНК, 
1 Тирозин-тРНК
1 Аспартат-тРНК
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