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Резюме
Резистентность бактерий к антимикробным препаратам – это одна из актуальных медицинских проблем, требующих 

срочного решения. Тяжесть протекания инфекционных заболеваний, вызванных бактериями с множественной лекарст-
венной устойчивостью, является толчком к поиску иных вариантов терапии, в частности, применению бактериофагов в 
качестве антимикробных агентов. Потенциально фаговая терапия может быть использована и как дополнение к антибио
тикам, и в качестве замены последним. Однако выделение нативного бактериофага – это трудоемкий и продолжитель-
ный по времени процесс. Кроме того, в ходе взаимодействия бактерий и фагов развиваются механизмы бактериальной 
защиты, направленные на ускользание от фагового воздействия. Применение технологий ускоренной эволюции, в основе 
которых лежит изменение генотипов бактериофагов, может быть решением этой проблемы. Полученные таким образом 
вирусы могут иметь уникальные свойства, помогающие не только преодолевать бактериальные механизмы устойчивости, 
но и расширяющие спектр литической активности, что дает возможность их применения даже в условиях постоянной 
эволюции бактерий. Кроме того, новые мутации могут улучшить стабильность фагов при их хранении в виде препаратов 
для фаговой терапии. В целом, технологии ускоренной эволюции, включая рекомбинации по протоколу Аппельмана, 
химический и температурный мутагенез, модификации фагов с помощью ультрафиолетового излучения, процедуры коэ-
волюции фагов и бактерий, представляют собой доступные и сравнительно недорогие, но при этом эффективные методы 
преобразования фаговых геномов для расширения возможностей применения бактериофагов в медицинской практике.

Ключевые слова: фаготерапия, ускоренная эволюция, протокол Аппельмана, химический мутагенез, ненаправ-
ленная эволюция бактериофагов
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Summary
Bacterial resistance to antimicrobials is one of the actual medical problems that require urgent solutions. The severity of the course 

of infectious diseases caused by multidrug-resistant bacteria is an impetus for the search for other treatment options, in particular, the 
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Нарастающий кризис устойчивости бактерий 
к противомикробным препаратам представляет 
серьезную угрозу для общественного здравоох-
ранения, поскольку патогены, имеющие множе-
ственную лекарственную резистентность, еже-
годно вызывают миллионы инфекций. По оценке 
Всемирной организации здравоохранения, бакте-
риальная резистентность к антибиотикам стала 
непосредственной причиной 1,27 млн смертей в 
2019 г.; кроме того, около 5 млн смертей вызвано 
состояниями, осложненными бактериальными ин-
фекциями, не поддающимися лечению с исполь-
зованием традиционной антимикробной терапии 
[1]. Таким образом, научной проблемой, имею-
щей важнейшее практическое значение, является 
поиск, разработка и внедрение препаратов, аль-
тернативных применению антибиотиков и химио-
терапевтических средств. Возможным вариантом 
представляется использование терапевтических 
вирулентных бактериофагов с широким спектром 
антибактериальной активности [2–4]. Ряд исследо-
вателей описывают успешные случаи применения 
бактериофагов в качестве терапии, так, при при-
менении фагов против инфекций, вызванных ре-
зистентными к антимикробной терапии Klebsiella 
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa и Acinetobacter 
baumanii у пациентов в хроническом критическом 
состоянии, нуждающихся в длительной медицин-
ской помощи в условиях отделений реанимации и 
интенсивной терапии и находящихся на отделении 
более 21 дня, доля микст-инфекций у пациентов ос-
новной группы (41 человек) по сравнению с паци-
ентами контрольной группы (38 человек) снизилась 
с 36 % до 20 %, развитие пневмоний наблюдалось 
реже у пациентов основной группы (за 7 дней 12,2 % 
против 31,6 % контрольной) [5]. Другое исследова-
ние описывает развитие нозокомиальных инфек-
ций полирезистентных K. pneumoniae у пациентов 
с тяжелым течением COVID-19, где применение 
поливалентного бактериофага позволило элимини-
ровать бактериальную инфекцию без применения 
традиционных антимикробных препаратов [6]. 

Фаговая терапия может быть использована 
как в сочетании с антибиотиками, так и в качест-
ве замены последним [7–10]. Существует опыт 
применения такой терапии у ребенка двух лет: 
после хирургической стабилизации позвоночни-
ка развилось инфекционное осложнение, вызван-
ное полирезистентным штаммом K. pneumoniae; 
традиционное антимикробное лечение не давало 
значительного эффекта, при добавлении к терапии 
поливалентного антиклебсиеллезного бактерио-
фага бактериальный титр снизился, при выписке 
патоген в мазке не обнаруживался [11]. В другом 
случае при включении поливалентных бактерио-
фагов в комплексное лечение послеоперационных 
гнойно-воспалительных осложнений в ургентной 
хирургии наблюдалось снижение риска возникно-
вения внутрибольничных раневых ассоциаций и 
торможение процесса нарастания антибиотикоре-
зистентности патогенных штаммов [12].

Современные молекулярно-биологические 
методы (секвенирование нового поколения, элек-
тронная микроскопия и пр.) активно применяют-
ся для подробной характеристики бактериофагов. 
В настоящее время разработаны, описаны и регла-
ментированы методические приемы, критерии и 
шкалы, используемые при работе с бактериофа-
гами. В микробиологических лабораториях мо-
гут проводиться исследования по определению 
спектра литической активности фаговых частиц 
(способности вирусов взаимодействовать со спе-
цифичным набором бактерий из репрезентатив-
ной коллекции штаммов), определение титра и ин-
декса бактериофагов в отношении чувствительных 
к нему бактерий для создания терапевтических 
средств и количества фагов в объектах окружа-
ющей среды как санитарного показателя [13, 14].

Нужно отметить, что выделение нативного бак-
териофага – это трудоемкий и продолжительный 
по времени процесс. Кроме того, в ходе взаимодей-
ствия бактерий и фагов развиваются механизмы 
бактериальной защиты, направленные на избежа-
ние фагового воздействия [15]. На эффективность 

use of bacteriophages as antimicrobial agents. Potentially, phage therapy can be used both as an addition to antibiotics and as a sub-
stitute for the latter. However, isolation of a native bacteriophage is a laborious and time-consuming process. In addition, during the 
interaction of bacteria and phages, bacterial defense mechanisms develop, aimed at evading phage exposure. The use of accelerated 
evolution technologies based on changing the genotypes of bacteriophages may be a solution to this problem. Viruses obtained in 
this way can have unique properties that help not only overcome bacterial resistance mechanisms, but also expand the range of lytic 
activity, which makes it possible to use them even in conditions of constant bacterial evolution. In addition, new mutations can improve 
the stability of phages when they are stored as drugs for phage therapy. In general, accelerated evolution technologies, including 
Appelman protocol recombination, chemical and thermal mutagenesis, modification of phages using ultraviolet radiation, and phage 
and bacterial coevolution procedures, are affordable and relatively inexpensive, but at the same time effective methods for converting 
phage genomes to expand the possibilities of using bacteriophages in medical practice.
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фаговой терапии влияет ряд факторов, в их числе 
как процесс адсорбции фага на поверхности бакте-
риальной клетки, так и способы защиты бактерий, 
такие как изменение поверхностных рецепторов 
или включение систем рестрикции-модификации 
[16]. Применение технологий ускоренной эволю-
ции, в основе которых лежит изменение геноти-
пов бактериофагов, может быть решением этих 
проблем. Полученные таким образом фаги мо-
гут иметь уникальные свойства, помогающие не 
только преодолевать бактериальные механизмы 
устойчивости, но и расширяющие спектр лити-
ческой активности, что дает возможность их при-
менения даже в условиях постоянной эволюции 
бактерий. Кроме того, фаги с мутантным геномом, 
полученные в ходе применения технологий нена-
правленной эволюции, могут лучше сохранять 
стабильность при их хранении в виде препаратов 
для терапии. 

Хорошо известно, что бактериофаги демон-
стрируют высокую специфичность к бактериям-
хозяевам, имея узкую направленность действия 
не только против определенного вида бактерий, 
но нередко и против конкретных штаммов. Такая 
специализация в основном определяется взаимо-
действием между белками на поверхности фаго-
вой частицы и бактериальными рецепторами [16]. 
Разумеется, взаимодействие между бактериями 
и фагами привело к появлению ряда механизмов 
бактериальной защиты, но и бактериофаги, в свою 
очередь, способны вырабатывать стратегии пре-
одоления этих механизмов [17]. Эти стратегии 
являются результатом мутаций в геномах фагов, 
появляющихся с разной скоростью. Скорость 
возникновения мутаций оценивается путем ана-
лиза числа мутаций в популяции за определенный 
промежуток времени [18]. Экспериментальные 
данные оценивают скорость появления мутаций 
в 10–10 на нуклеотид в одном раунде репликации 
для бактерий и от 10–7 до 8×10–7 мутаций на нук-
леотид в одном раунде репликации для бактерио-
фагов, чей геном образован двуцепочечной ДНК 
[19]. Другие исследования указывают скорости 
мутаций от 2×10–4  до 4,7×10–3 для вирулентных 
бактериофагов [20]. 

Характерной особенностью генома бактерио
фагов является его мозаичность, где каждый мо-
дуль представляет собой один или несколько генов 
[21, 22]. Причиной возникновения такого мозаи-
цизма является процесс негомологичной реком-
бинации генов, который впервые был изучен на 
примере фага λ и далее подтвержден полногеном-
ным секвенированием нечетных Т-фагов [23]. Бла-
годаря такой структуре генома становятся возмож-
ными генетические механизмы рекомбинации и 
появления спонтанных мутаций, вследствие чего 
бактериофаг способен приобретать литическую 
активность в отношении бактерий, которые ра-
нее были устойчивы к нему, т. е. к расширению 

спектра литической активности фага [24]. Этот 
принцип лежит в основе технологии (или прото-
кола) Аппельмана [25, 26]. По протоколу Аппель-
мана один или несколько фагов в составе фагового 
коктейля выращиваются на пуле, состоящем из 
нескольких бактериальных культур, в числе ко-
торых могут быть как чувствительные к данным 
вирусам штаммы, так и резистентные образцы. 
При этом поддерживается эволюционная неиз-
менность бактерий, входящих в пулы. Последова-
тельные пересевы (как правило, 10–30 пассажей) 
подобной смеси позволяют фагам приобретать 
способность к лизису ранее устойчивых штам-
мов бактерий. При этом отмечается, что процесс 
рекомбинации происходит быстрее в случае, если 
пассируется не один фаг, а несколько (по крайней 
мере, три разных фага) одновременно [24]. Имеют-
ся документированные примеры более быстрого 
достижения успеха в расширении литической ак-
тивности: E. Morello et al. (2011) описывают зна-
чительное улучшение в лизирующей способности 
фагов, пассирующихся на клинических изолятах 
Pseudomonas aeruginosa после всего 5 пересевов 
[27]. Чувствительность ранее резистентных бакте-
риальных штаммов возрастает по мере увеличения 
числа пассажей [26]. Эффективность работы фагов 
с расширенным спектром литической активности 
подтверждается спот-тестом и методом двойных 
агаровых слоев [28, 29]. 

Схожим с протоколом Аппельмана методом не-
направленной модификации является метод коэво-
люции бактерий и фагов. Технология данного ме-
тода отличается от метода Аппельмана тем, что фаг 
и бактерия-хозяин пересеваются в новую среду 
одновременно, что позволяет им постоянно коэво-
люционировать и адаптироваться к генетическим 
изменениям друг друга, таким образом, значитель-
но повышается уровень инфективности бактерио-
фагов [30]. Так, V. P. Friman et al. (2016) отмечают, 
что фаги, прошедшие несколько раундов коэволю-
ции с клиническими изолятами P. aeruginosa, при-
обрели способность не только более эффективно 
лизировать бактерий синегнойной палочки других 
штаммов, но и лучше преодолевать защитные ме-
ханизмы, используемые представителями этого 
вида патогена [30]. Другие исследования показы-
вают, что частота возникновений бактериальной 
устойчивости к фагам, модифицированным в про-
цессе коэволюции со штаммом РАО 1 P. aerugino-
sa, становится ниже по сравнению с нативными 
вирусами [31] . 

Еще одним методом ненаправленной ускорен-
ной эволюции является использование физиче-
ских факторов, вызывающих случайные мутации 
в геноме. Ультрафиолетовое (УФ, UV) облучение 
может быть использовано в качестве такого факто-
ра. Нуклеиновые кислоты, составляющие фаговый 
геном, способны поглощать УФ-излучения разных 
типов (UVA, UVB или UVC), в результате чего 
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появляются повреждения РНК или ДНК, в част-
ности, появление пиримидиновых димеров [32]. 
Устранение подобных повреждений приводит к 
появлению мутаций. Однако, поскольку воздейст-
вие ультрафиолетом может приводить к эрадика-
ции вирусов, помимо подбора типа УФ-излучения 
важным является подбор сопутствующих условий, 
в частности, температуры и значений рН, при ко-
торых проводится облучение фаговых частиц. Так, 
для Т-четных фагов и фага RB69, инфицирующих 
штаммы Escherichia coli, приемлемыми для выжи-
вания и приобретения мутаций при облучении 
УФ-лучами являются повышенные температуры 
(30–43 оС) и щелочные значения рН (не ниже 9,0) 
[33]. Помимо этого, введение в среду фотосенси-
билизаторов, таких как рибофлавин, и красителей, 
например, бриллиантового голубого, способствует 
выживаемости бактериофагов в процессе воздей-
ствия ультрафиолетовыми лучами типа А [34, 35]. 
Некоторые ранние работы описывали расширение 
спектра литической активности фагов (а именно, 
фага Т7), прошедших через модификацию посред-
ством ультрафиолетового облучения, но большин-
ство исследований фокусируется на стабильности, 
которую приобретают фаги после такого воздей-
ствия [36].

Другим обсуждаемым методом ненаправленной 
эволюции является применение высоких темпера-
тур. В одном из исследований фаг Т7 пассировался 
при температурах от 58 оC (являющейся пороговой 
для исходного фага) и заканчивая 72 оС [37]. В ре-
зультате этих экспериментов в шести популяциях 
Т7 фагов появилась 61 точечная мутация в 30 раз-
личных сайтах, 41 мутация возникла параллельно в 
12 сайтах. Большая часть модификаций появилась 
в участках ДНК, кодирующих протеины хвоста 
фагов, меньшая – в тех сайтах, что ответственны 
за капсид. Предполагается, что мутации, влияю-
щие на хвостовой участок фага, изменяют число 
хозяев, которые мутантный фаг способен инфи-
цировать. В другой работе при проведении экс-
периментов по термостабилизации фага Ф6, спе-
цифичного к штаммам Pseudomonas phaseolicola, 
было обнаружено, что мутации, понижающие тер-
мостабильность, приводят к возрастанию скорости 
роста мутантных фагов по сравнению с нативным 
фагом [38]. Хотя авторы описываемых работ не 
ставили перед собой задачу исследования расши-
рения спектра литической активности, вероятно, 
использование полученных ими данных для экспе-
риментальной работы по определению изменений 
в круге хозяев бактериофагов. Кроме того, экспе-
рименты по воздействию высоких температур на 
бактериофаги демонстрируют возможность фагов 
проявлять резистентность к изменяющимся усло-
виям окружающей среды, что полезно как для их 
хранения в составе терапевтических препаратов, 
так и для понимания функционирования этих ви-
русов in vivo.

Еще одним способом внесения случайных мо-
дификаций в фаговый геном является воздейст-
вие химических мутагенов. Один из первых доку-
ментированных методов химического мутагенеза 
основан на применении этилметансульфоната 
(ЭМС) – органического соединения, индуциру-
ющего случайные изменения в генетическом ма-
териале по механизму замещения нуклеотидов. 
При взаимодействии ЭМС с ДНК происходит 
алкилирование гуанина, при этом формирует-
ся О6-этилгуанидин, что, в свою очередь, приво-
дит к транзиции, когда вместо цитозина в пару к 
О6-этилгуанидину встает тимин [39]. Энтони Лав-
лес провел первые документированные модифи-
кации бактериофагов Т2 этилметансульфонатом в 
1958 г. и описал два вида фенотипических прояв-
лений полученных мутаций [40]. Одним из наблю-
дений стало изменение формы бляшки, образуе-
мой мутантным фагом на бактериальной культуре 
E. coli. Кроме того, внесенные этилметансульфо-
натом мутации расширили спектр литической 
активности модифицированного бактериофага. 
Эксперименты по использованию ЭМС в качест-
ве мутагенного вещества проводили и в последнее 
десятилетие. Этилметансульфонат был применен 
для внесения изменений в геном фагов Т3 и Т7 в 
двух последовательных повторах в концентрациях 
1 мМ и 180 мМ [41]. По проведении секвенирова-
ния авторы наблюдали ряд мутаций, возникших 
параллельно, но независимо друг от друга. Основ-
ные мутации пришлись на последовательности, 
кодирующие место соединения капсида головки 
вириона и его хвоста. Также возникли мутации в 
участке, несущем информацию о белке, играющем 
важную роль в процессе инъекции фаговой ДНК 
в бактерию-хозяина. По завершении химического 
мутагенеза авторы данной работы проводили пас-
сирование мутантных фагов при различных темпе-
ратурах (от 50 до 68 оС), задаваясь целью улучшить 
термостабильность полученных вирусов. В резуль-
тате мутантные фаги были высокоустойчивы к по-
вышенным температурам. Авторы предполагают, 
что таким образом можно культивировать и другие 
требуемые фенотипические характеристики у фа-
гов-мутантов, например, изменения в спектре лити-
ческой активности. Стабильность бактериофагов, 
подвергшихся воздействию химического мутагене-
за, описана и другими авторами, которые наряду с 
ЭМС применяли ММС (метилметансульфонат) для 
воздействия на фаги Т7 [39]. Помимо вывода о том, 
что ЭМС является более эффективным мутагеном 
по сравнению с ММС, было показано, что мутант-
ные фаги демонстрируют лучшую устойчивость 
к воздействию ультрафиолетового облучения по 
сравнению с нативными вариантами, таким обра-
зом была повышена стабильность бактериофагов к 
разрушающим условиям внешней среды. 

Кроме ЭМС, исследователи описывали и при-
менение других агентов, вызывающих алкили-
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рование, таких как метилметансульфонат, эти-
лэтансульфонат и пропилпропансульфонат [42]. 
Результатом использования этих веществ для 
модификации фага Т4 стало воздействие метиль-
ных групп на гуанины и аденины на позиции 7-N 
и аденины на позициях 1- и 3-, тогда как этили-
рование приводило к этерификации фосфатных 
групп в фаговой ДНК. Кроме того, число активных 
мутантных фагов было выше при применении эти-
лэтансульфоната. 

Другой метод описывает введение пиримидина 
5-бромоурацила в среду, где выращивалась культу-
ра E.coli, которую позже заражали фагом Т4 [43]. 
Авторы данной работы полагают, что в результате 
5-бромоурацил способен встраиваться в фаговый 
геном, что в итоге приводит к точечным мутациям 
в процессе транзиции. В результате таких мутаций 
чаще всего появлялись синонимичные мутации, 
которые не приводили к изменению синтезируе-
мого белка и его функций, однако также возникали 
миссенс- и нонсенс-мутации, результирующие в 
изменении функций синтезируемого белка либо 
приводящие к синтезу нефункционирующего бел-
ка соответственно. 

Заключение
Нарастающая мультилекарственная рези-

стентность патогенных бактерий несет в себе 
высокую угрозу. Применение терапевтических 
бактериофагов может стать ответом этой пробле-
ме. Несмотря на то, что бактерии совершенствуют 
механизмы ускользания от фагового воздействия, 
методы ненаправленной ускоренной эволюции 
способны помочь в преодолении создаваемых 
патогенами препятствий. Такие инструменты не-
направленной ускоренной эволюции как реком-
бинации по протоколу Аппельмана, химический 
и температурный мутагенез, модификации фагов 
с помощью ультрафиолетового излучения, проце-
дура коэволюции фагов и бактерий это не только 
экспериментально доказанные эффективные ме-
тоды преобразования геномов, но и доступные и 
сравнительно недорогие технологии. Эти проце-
дуры могут помочь в создании фаговых коктей-
лей, где набор фагов может быть активным как 
против ряда актуальных клинических штаммов 
одной бактерии, так и против мультибактериаль-
ной инфекции. Кроме того, модифицированные 
таким образом фаги могут быть применены в пер-
сонализированной терапии, уничтожая патоген-
ную микрофлору, поразившую индивидуального 
пациента. 
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