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РЕЗЮМЕ

Актуальность. Разработка и применение терапевтических препаратов на основе ви-
русов бактерий, или бактериофагов, является перспективным направлением борьбы 
с  бактериальными инфекциями. Состав фаговых препаратов должен постоянно об-
новляться, что требует поиска новых вирусов посредством скрининга биологического 
материала и образцов из окружающей среды. Цель. Разработка метода поиска и иден-
тификации вирулентных энтерококковых бактериофагов, основанного на полимераз-
ной цепной реакции (ПЦР). Материалы и методы. Известное разнообразие вирусов 
энтерококков было изучено по базам данных Национального центра биотехнологиче-
ской информации (NCBI) и Международного комитета по таксономии вирусов (ICTV). 
Подбор праймеров осуществляли при помощи программ NCBI PrimerBlast и Primer3. 
Тестирование праймеров проводилось на семи коммерческих фаговых коктейлях и 46 
образцах биоматериала. Специфичность ПЦР была подтверждена определением ну-
клеотидных последовательностей ПЦР-продуктов. Результаты. Описанные в литера-
туре облигатно вирулентные энтерококковые бактериофаги относятся к пяти утверж-
денным ICTV родам: Copernicusvirus, Efquatrovirus, Kochikohdavirus, Saphexavirus 
и  Schiekvirus. Представители шестого рода, Phifelvirus, обладают умеренным жиз-
ненным циклом. Разработанная нами схема ПЦР предназначена для специфичной 
амплификации фрагментов гена основного белка капсида упомянутых родов бакте-
риофагов. В коммерческих фаговых коктейлях с ее помощью были выявлены предста-
вители всех пяти родов вирулентных энтерококковых бактериофагов. В образцах био-
логического материала были выявлены вирусы — представители родов Efquatrovirus, 
Kochikohdavirus, Saphexavirus и Sсhiekvirus. Заключение. Представленная в настоящей 
работе схема ПЦР позволяет выявлять в фаголизатах и образцах биологического ма-
териала все описанные к настоящему времени облигатно вирулентные бактериофаги, 
инфицирующие Enterococcus spp., а также может быть использована для определения 
родовой принадлежности вирусов.

Ключевые слова: бактериофаги, детекция, полимеразная цепная реакция, Enterococcus 
spp.
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ABSTRACT

Introduction. The development and use of therapeutic drugs based on bacterial viruses, or 
bacteriophages, is a promising direction in the fight against bacterial infections. The compo-
sition of phage preparations must be constantly updated, which requires the search for new 
viruses through the screening of biological material and samples from the environment. Pur-
pose. Development of a method for the search and identification of virulent enterococcal bac-
teriophages based on the polymerase chain reaction (PCR). Materials and methods. The 
known diversity of enterococcal viruses was assessed by database searches of the National 
Center for Biotechnology Information (NCBI) and the International Committee on Taxonomy 
of Viruses (ICTV). Primers were selected using the NCBI PrimerBlast and Primer3 programs. 
Primers were tested on seven commercial phage cocktails and 46 biomaterial samples. The 
specificity of PCR was confirmed by determining the nucleotide sequences of PCR products. 
Results. The obligately virulent enterococcal bacteriophages described in the literature belong 
to five ICTV approved genera: Copernicusvirus, Efquatrovirus, Kochikohdavirus, Saphexa-
virus, and Schiekvirus. Representatives of the sixth genus, Phifelvirus, have a temperate life 
cycle. The PCR scheme developed by us is intended for specific amplification of fragments 
of the gene of the main capsid protein of the mentioned genera of bacteriophages. It was used 
to identify representatives of all five genera of virulent enterococcal bacteriophages in com-
mercial phage cocktails. In samples of biological material, we identified representatives of the 
genera Efquatrovirus, Kochikohdavirus, Saphexavirus and Schiekvirus. Conclusion. The PCR 
scheme presented in this work makes it possible to detect all currently described obligately 
virulent bacteriophages infecting Enterococcus spp. in phagolysates and samples of biological 
material, and can also be used to determine the genera of viruses.
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ВВЕДЕНИЕ

Представители рода Enterococcus, в  частности, 
E. faecium и E. faecalis, относятся к числу ведущих 
возбудителей нозокомиальных инфекций. Гло-
бальной проблемой здравоохранения стало рас-
пространение полирезистентных штаммов энте-
рококков, устойчивых к  гликопептидам, включая 
ванкомицин, а  также к  линезолиду [1]. В  данной 
связи представляется актуальным поиск альтер-
натив классическим антимикробным препаратам, 
применяемым для борьбы с  энтерококковой ин-
фекцией. К  подобным альтернативам относится 
использование бактериофагов в лечебной и проти-
воэпидемической практике [2].

В России выпускается широкий спектр фаговых 
препаратов для лечения бактериальных инфекций 
различной этиологии, включая энтерококковые. 
Однако изменчивость популяционной структуры 
возбудителя требует постоянного совершенствова-
ния состава препаратов, включая поиск и использо-
вание новых бактериофагов, обладающих тропиз-
мом к циркулирующим вариантам возбудителя.

Определение таксономической принадлежности 
бактериофагов является необходимым условием 
для их включения в состав лечебных препаратов [3], 
при этом референтным методом признано полноге-
номное секвенирование [4]. В  то же время задачи 
массового скрининга штаммов  — кандидатов для 
практического использования, а  также масштаб-
ные исследования фаговых виромов в  различных 
местообитаниях требуют развития более простых 
и  быстрых методов молекулярной идентификации 
отдельных таксономических групп вирусов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Известное разнообразие облигатно вирулентных 
вирусов энтерококков было оценено посредством 
поиска в базах данных Национального центра био-
технологической информации (NCBI) и Междуна-
родного комитета по таксономии вирусов (ICTV). 
Подбор праймеров осуществлялся к  консерватив-
ным участкам последовательностей гена основного 
белка головки капсида (major capsid protein), обще-
го для геномов представителей шести родов обли-
гатно вирулентных энтерококковых бактериофа-
гов Copernicusvirus, Efquatrovirus, Kochikohdavirus, 
Phifelvirus, Saphexavirus и Schiekvirus. Выбор дан-
ной молекулярной мишени был обусловлен ее 
эволюционной консервативностью [5, 6]. Подбор 
праймеров осуществляли при помощи программ 
NCBI PrimerBlast и  Primer3. Последовательности 
праймеров приведены в таблице 1.

Для апробации предложенного набора прай-
меров использовали коллекцию образцов ДНК, 
выделенных из нескольких комплексных бакте-
риофаговых препаратов (бактериофаговых кок-
тейлей), произведенных НПО «Микроген» (Рос-
сия), и  46 образцов биологического материала 
(фекалии), полученных от людей. ДНК выделяли 
с  помощью набора ДНК-Сорб-В («Интерлабсер-
вис», Россия) согласно инструкции производите-
ля. Кроме того, в качестве контрольного образца 
использовалась ДНК секвенированного ранее 
энтерококкового бактериофага GVEsP-1, отнесен-
ного к  роду Schiekvirus (номер доступа Генбанк 
MZ333462.1) [7]. Амплификация ДНК выпол-
нялась на  термоциклере ТП4-ПЦР-01-«Терцик» 
(«ДНК-Технология», Россия) по  следующей про-
грамме: первичная денатурация — 95 °C, 3 мин; 
34 цикла, включающих денатурацию  — 95 °C,  
1 мин, отжиг — 59 °C, 1 мин, элонгацию — 72 °C, 
1 мин; финальная элонгация — 72°, 5 мин. Детек-
цию результатов проводили методом электрофо-
реза в 1 % агарозном геле. Валидация продуктов 
ПЦР осуществлялась методом секвенирования 
по Сэнгеру на приборе GenomeLab GeXP (Beckman 
Coulter, США) с  использованием GenomeLab 
DTCS — Quick Start Kit (Beckman Coulter) соглас-
но рекомендациям производителя. Очистка про-
дуктов ПЦР из реакционной смеси проводилась 
с помощью набора GeneJET™ PCR Purification Kit 
(Thermo Scientific, США). После очистки концен-
трация ДНК измерялась на  UV-Visible-спектро-
фотометре NanoDrop OneC.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В базах данных ICTV и  GenBank удалось вы-
явить шесть таксономических групп бактерио-
фагов, использующих в  качестве хозяев бактерии 
рода Enterococcus, преимущественно Enterococcus 
faecalis. Выделенные таксоны бактериофагов от-
носятся без исключения к  классу Caudoviricetes, 
то  есть хвостатым бактериофагам. Представите-
ли родов Saphexavirus, Efquatrovirus и  Phifelvirus, 
на настоящий момент не отнесенные к какому-ли-
бо семейству, обладают несократимым хвостом. 
Фаги родов Kochikohdavirus и  Shiekvirus облада-
ют сократимым хвостом и относятся к  семейству 
Herelleviridae. Род Copernicusvirus классифици-
руется в семействе Rountreeviridae. Всего в иссле-
довании были рассмотрены шесть родов вирусов 
энтерококков: пять облигатно вирулентных и один 
род вирусов, способных интегрироваться в  геном 
бактерии (Phifelvirus). На  ген основного белка го-
ловки капсида, характерного для таксономической 
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Таблица 1. Праймеры, использованные в исследовании

Table 1. Primers used in the study

Таксономи-
ческая при-

надлежность/
Taxonomy

Последовательности праймеров, 5’-3’ Рефе-
ренсная 

последова-
тельность, 
GenBank 
accession

Прямой праймер/ 
Forward primer

Обратный праймер/ 
Reverse primer

Copernicusvirus CCGTAGAAACTACCCTCTTT GACAGACCATATTTACCAAGG NC_055866.1

Efquatrovirus GCTAATGAAGCCGTGTTGGC GCGAATGCATCAGGTTGTCC MZ272341.1

Kochikohdavirus GCACATGGACGTGTAGGTCA AACCTGAACCTGCATCTGGG MN854830.2

Phifelvirus GATGCGCGGTGATCTTGAAC TTCAGCTCTTGAACGCGCTA GQ478085.1

Saphexavirus AAGCCCGGTGCAGCTGGTATG ACAGGCCTTCGTCAACTCCAT MZ333457.1

Schiekvirus ATCTGCTCCATCTGACGTGGC GGTGCACGAAGAGCTAAAGCG MW004544.1

Таблица 2. Результаты детекции бактериофагов различных родов в коммерческих 
фаговых препаратах

Table 2. Detection of bacteriophages belonging to various genera in commercial phages

№ Название препарата

Н
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б
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о

ф
аг

о
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в 
со

ст
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е

Род бактериофагов / Bacteriophage genera

C
o

p
e

rn
ic

u
sv

iru
s

Ef
q

u
a

tr
o

vi
ru

s

K
o

c
h

ik
o

h
d

a
vi

ru
s

Sa
p

h
e

xa
vi

ru
s

1 «Интести-бактериофаг» 
(Н41)

Да + + + +

2 «Пиобактериофаг» (Н45) Да + + + +

3 «Интести-бактериофаг» 
(П78-1)

Да - + - +

4 «Бактериофаг 
стрептококковый» (П76)

Нет - + + +

5 «Бактериофаг 
стрептококковый» (П60)

Нет - + + +

6 «Интести-бактериофаг» 
(П78-2)

Да - + - +

7 «Секстафаг 
пиобактериофаг» (П70)

Да - + - +
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группы вирусов, были подобраны праймеры для 
проведения ПЦР (табл. 1).

В результате проведенного ПЦР-анализа уда-
лось получить положительные результаты со все-
ми семью образцами коктейлей при идентифи-
кации гена капсида вирусов рода Saphexavirus 
и  Efquatrovirus (табл. 2). Также положительные 
результаты ПЦР были получены при идентифи-
кации гена основного белка капсида вирусов рода 
Kochikohdavirus в фаговых коктейлях под номера-
ми 1, 2, 4 и 5, а также вирусов рода Sсhiekvirus в кок-
тейле под номером 5. Кроме того, удалось обнару-
жить ДНК рода вирусов Copernicusvirus семейства 
Sarlesvirinae в  двух коктейлях 1 и  2. Умеренные 
бактериофаги рода Phifelvirus в коммерческих фа-
говых коктейлях обнаружить не  удалось. Далее, 
после выполнения секвенирования ампликонов, 
удалось подтвердить, что фрагменты, получаемые 
в ходе ПЦР-амплификации, относятся к гену бел-
ка капсида, специфичного для идентифицируемого 
рода вирусов. 

Разработанный набор праймеров, за исклю-
чением праймеров на  ДНК представителей рода 
Copernicusvirus, был использован для детекции 
ДНК бактериофагов в  биологическом материале 
(табл. 3). В  ходе экспериментов были выявлены 
вирулентные бактериофаги, относящиеся к  четы-
рем родам. Неспецифическая амплификация с  че-
ловеческой и  микробной ДНК не  наблюдалась, 
что позволяет использовать праймеры для прямой 
ПЦР-детекции вирусов в биологическом материале.

ОБСУЖДЕНИЕ

В 2018 году метагеномное исследование фаго-
вого коктейля «Пиобактериофаг» производства 
НПО «Микроген» выявило только сифовирусы 
рода Saphexavirus [8]. Наши результаты позволяют 
говорить о  гораздо более широком разнообразии 
входящих в его состав вирусов. Наблюдаемое несо-

ответствие выявляемого таксономического состава 
терапевтического коктейля, возможно, объясняется 
значительной переработкой его рецептуры [9]. На-
против, присутствие в обоих коктейлях «Бактерио-
фаг стрептококковый» вирусов рода Efquatrovirus, 
Kochikohdavirus, Saphexavirus и Schiekvirus может 
отображать продолжительную историю развития 
рецептуры препарата. Известно, что данные бак-
териофаги размножаются исключительно на  бак-
териях рода Enterococcus. В свою очередь, до 1984 
года энтерококки классифицировались как стреп-
тококки группы D [10].

В двух препаратах была обнаружена ДНК подо-
вирусов Copernicusvirus, относящихся к новому се-
мейству Rountreeviridae [11]. Несмотря на довольно 
быстрое формирование устойчивости к  этим ви-
русам, продемонстрированное экспериментально, 
бактериофаги этой группы являются облигатно 
вирулентными и  описаны во множестве статей, 
посвященных новым терапевтическим бактерио-
фагам [12].

В четырех коммерческих фаговых препаратах 
обнаружены вирусы рода Schiekvirus, и  в одном 
коктейле  — вирусы рода Kochikohdavirus (семей-
ство Herelleviridae) [13]. Это семейство крупных 
вирусов, содержащих геномы от 120 до 170 тысяч 
пар нуклеотидов, имеющих морфологию, отда-
ленно напоминающую Enterobacteria virus T4 [14]. 
Если проводить аналогию с  другими вирусами 
этого семейства, а  также крупными миовирусами 
энтеробактерий, геномы этих бактериофагов могут 
содержать детерминанты широкого спектра лити-
ческой активности, а также гены, позволяющие вы-
держивать конкуренцию с другими фагами, в том 
числе интегрированными в  геном бактериями, 
гены, отвечающие за синтез модифицированных 
нуклеотидов, делающих их невосприимчивыми 
к эндонуклеазам рестрикции, гены транспортных 
РНК. Кроме того, представители семейства не спо-
собны интегрироваться в геном бактерии. Все эти 

Таблица 3. Результаты детекции бактериофагов в биологическом материале

Table 3. Detection of bacteriophages belonging to various genera in biological material

Биологи- 
ческий 

материал

Число положительных образцов (Доля положительных образцов)

Saphexavirus Efquatrovirus Kochikohdavirus Sсhiekvirus

Фекалии 
человека 
(n = 46)

17 (37 %) 24 (52 %) 6 (13 %) 14 (30 %)
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особенности делают их идеальными кандидатами 
на роль терапевтических фагов [15, 16].

Таким образом, применение системы родовой 
идентификации вирусов энтерококков показало 
высокое разнообразие входящих в  состав коктей-
лей вирусов энтерококков, что, по-видимому, обе-
спечивает препаратам широкую литическую ак-
тивность.

Ограничением предложенного метода являет-
ся то, что с  его помощью возможно оценить раз-
нообразие только вирусов энтерококков с  извест-
ными полногеномными последовательностями. 
В  данный момент по  всему миру ведутся актив-
ные исследования в  области фаготерапии и  вы-
деляются новые вирусы энтерококков. Известное 
биологическое разнообразие вирусов других бак-
терий, например кишечной палочки (Escherichia 
coli), гораздо шире даже в  классе Caudoviricetes 
[17]. В  базе данных Генбанк имеются одиночные 
геномные последовательности вирусов энтерокок-
ков, не отнесенные ни к одному таксону. При уве-
личении количества загруженных геномов в  базе 
данных, согласно имеющейся тенденции, Между-
народный комитет по  таксономии вирусов выде-
лит новый таксон энтерококковых фагов на основе 
генетического сходства, и для его идентификации 
понадобится новый набор праймеров. Существуют 
еще «бесхвостые» вирусы, например Tectiviridae, 
которые так же, как и  представители класса 
Caudoviricetes, используют в качестве генетическо-
го материала двухцепочечную молекулу ДНК. Та-
кие вирусы обнаружены у бацилл, которые также 
относятся к порядку Firmicutes, как и энтерококки 
[18]. Также встречаются фаги с  одноцепочечной 
молекулой ДНК и  РНК-содержащие вирусы [19]. 
Вполне возможно, что со временем все эти группы 
вирусов будут найдены, охарактеризованы, и схе-
ма идентификации вирусов должна быть дополне-
на новыми праймерами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Предложен набор праймеров для детекции 
и  идентификации облигатно вирулентных энте-
рококковых фагов, относящихся к  пяти родам, 
утвержденным ICTV. Схема детекции апробирова-
на на коммерческих фаговых препаратах и образ-
цах биологического материала и валидирована ме-
тодом секвенирования по Сэнгеру. Таким образом, 
предлагаемая схема может быть применена при 
первичном скрининге образцов биологического 
материала для поиска новых видов бактериофагов, 
относящихся к  пяти известным родам облигатно 
вирулентных вирусов энтеробактерий, а также при 

производстве фаговых препаратов для контроля их 
идентичности и возможной кросс-контаминации.
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