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ТұжыРЫм
Есеп 140 бет, 6 суретер, 11 кестелер, 33 дереккөз, 8 қосымша.

БАКТЕРИОФАГТАР, НОЗОКОМИАЛЬДЫ ИНФЕКЦИЯ, БИОЛОГИЯЛЫҚ ӨНІМ, АНТИБИОТИККЕ ТӨЗІМДІЛІК, ЛИТИКАЛЫҚ БЕЛСЕНДІЛІК
Зерттеу нысандары: топырақ үлгілері, су үлгілері, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli және Pseudomonas aeruginosa бактериофагтары.

Жұмыста микробиологиялық, вирусологиялық және молекулалық-биологиялық зерттеулерге арналған аспаптық және әдістемелік қолдау қолданылды.

Жобаның мақсаты- Қазақстанның қоршаған орта объектілерінен бөлінген бактериофагтардың литикалық қасиеттерін зерттеу және нозокомиалды инфекциялар деңгейін төмендету үшін литикалық фагтар негізінде жаңа бактерияға қарсы құралдар жасау мүмкіндігін анықтау.

Жоспарланған зерттеулерді орындағаннан кейін алынған мәліметтер негізінде келесі негізгі тұжырымдар жасалды:

Қоршаған ортаның сынамаларынан E. coli-ді лизирлейтін 12 бактериофаг штаммы және P. aeruginosa лизирлейтін 8 бактериофаг штамы бөлініп алынды. Вирустық бөлшектердің морфологиялық сипаттамасы бойынша барлық оқшауланған вирустық штамдар Caudovirales қатарына, Myoviridae және Siphoviridae тұқымдастарына жатады. Таңдалған фагтардың негізінде белгілі бір зерттеулерге қажетті штаммдарды жүйелеуге және тез таңдауға мүмкіндік беретін кітапхана құрылды.

Барлық зерттелген бактериофагтардың мл-де 105 вирустық бөлшектердің дозасында максималды литикалық белсенділігі бар екендігі анықталды. Зерттелген бактериофагтар белгілі бір E. coli немесе P. aeruginosa штамдарына қатысты жоғары белсенділікке ие болды және бактериялардың 9 сынақ штамдарының өсуін толығымен басуға қабілетті болды.

E. coli және P. aeruginosa бактериофагтарының коктейльдері негізінде жасалған биологиялық өнімдер мл-дегі 105 вирустық бөлшектердің концентрациясында ең жоғары литикалық белсенділікке ие және зерттеулерде қолданылатын E. coli және P. aeruginosa штамдарының 90% өсуін толығымен басуға қабілетті екендігі анықталды.

Әзірленген биологиялық өнімді практикалық қолдану үшін тиімді доза 1 мл-ге 106 – 108 вирустық бөлшектерді құрайтыны, стерильді жағдайда дайындалған E. coli және P. aeruginosa бактериофагтарының коктейльдерін сақтау немесе лиофильді кептіру олардың бастапқы литикалық белсенділік деңгейін толығымен сақтайтындығы анықталды. E. coli және P. aeruginosa литикалық бактериофагтары негізінде биологиялық өнімді өндіруге арналған нормативті-техникалық құжаттаманың пакеттері жасалды.
Реферат

Отчет 140 с., 1 кн., 6 рис., 11 табл., 33 источн., 8 прил.

БАКТЕРИОФАГИ, НОЗОКОМИАЛЬНАЯ ИНФЕКЦИЯ, БИОПРЕПАРАТ, АНТИБИОТИКОУСТОЙЧИВОСТЬ, ЛИТИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ
Объекты исследования: образцы почвы, образцы воды, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, бактериофаги лизирующие Escherichia coli и Pseudomonas aeruginosa.

В работе использовали приборное и методическое обеспечение, предназначенное для микробиологических, вирусологических и молекулярно-биологических исследований.

Цель проекта - изучение литических свойств бактериофагов, выделенных из объектов окружающей среды Казахстана, и выявление возможности создания новых антибактериальных средств на основе литических фагов для снижения уровня нозокомиальных инфекций.

На основании данных полученных после выполнения запланированных исследований были сделаны следующие основные выводы:

Из образцов окружающей среды выделено 12 штаммов бактериофагов лизирующих E. coli и 8 штаммов бактериофагов лизирующих P. aeruginosa. По морфологическим признакам вирусных частиц все выделенные штаммы вирусов относятся к порядку Caudovirales, семейства Myoviridae и Siphoviridae. На основе выделенных фагов создана библиотека, которая позволяет систематизировать и быстро отбирать необходимые для определённых исследований штаммы. 

Установлено, что все исследуемые бактериофаги обладали максимальной литической активностью в дозе 105 вирусных частиц в мл. Исследуемые бактериофаги обладали высокой активностью по отношению к определённым штаммам E. coli или P. aeruginosa, и способны были полностью подавлять рост до 9 тестовых штаммов бактерий.

Установлено, что разработанные на основе коктейлей бактериофагов E. coli и P. aeruginosa биопрепараты обладали максимальной литической активностью в концентрациях 105 вирусных частиц в мл и способны полностью подавлять рост 90% используемых в исследованиях штаммов E. coli и P. aeruginosa.
Установлено, что для практического применения разработанных биопрепаратов эффективной дозой является 106 – 108 вирусных частиц в 1 мл, хранение приготовленных коктейлей бактериофагов E. coli и P. aeruginosa в стерильных условиях при 4…8° С или лиофильном высушивании полностью сохраняет их первоначальный уровень литической активность. Разработаны пакеты нормативно технической документации для производства биопрепаратов созданных на основе литических бактериофагов E. coli и P. aeruginosa.
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ПЕРЕЧЕНЬ СОКРАЩЕНИЙ И ОБОЗНАЧЕНИЙ
В настоящем отчете о НИР применяют следующие сокращения и обозначения:
ATCC – американской коллекции типовых культур
CDC – центр контроля заболеваний
McF – стандарт мутности по МакФарланду
NCBI – национальный центр биотехнологической информации
БОЕ – бляшкообразующая единица
ВОЗ – всемирная организация здравоохранения

КОЕ – колониеобразующая единица
МПБ – мясопептонный бульон

ФСБ – фосфатно-солевой буфер

ВВЕДЕНИЕ

Внутрибольничные, нозокомиальные или инфекции, связанные с оказанием медицинской помощи, являются одной из главных проблем общественного здравоохранения независимо от уровня жизни в той или иной стране. Проблема усугубляется не только развитием хронических заболеваний или увеличением смертности в стенах медицинского учреждения, но и возрастанием экономических расходов, рассчитанных на одного пациента. Уровень подобных заболеваний по данным ВОЗ составляет 8,7% из всех госпитализированных пациентов заражены нозокомиальными инфекциями [1]. 
Основными методами борьбы с нозокомиальными инфекциями являются профилактика в виде санитарной обработки приборов, оборудования и помещений медицинских учреждений, а также антибиотикотерапия уже инфицированных пациентов. Но в последнее время оба выше перечисленных метода не всегда способны обеспечить достаточно высокий уровень эффективности. Это связано со способностью ряда возбудителей нозокомиальных инфекций формировать биоплёнки, что обеспечивает им защиту от дезинфицирующих средств, а также массовое распространение антибиотикорезистентности среди патогенных микроорганизмов за счет горизонтального переноса генов устойчивости [2-4].

Проблема осложняется тем, что на современном этапе развития науки, в направлении поиска и разработки новых химических антибактериальных препаратов, наблюдается снижение активности, при этом уже существующие антибиотики продолжают постепенно терять свою эффективность [5,6].

Согласно данным CDC, одними из основных патогенов, вызывающих нозокомиальные инфекции, являются Escherichia coli (кишечная палочка) и Pseudomonas aeruginosa (синегнойная палочка), которые представляют собой широко распространённые грамотрицательные бактерии. У госпитализированных пациентов с ослабленным иммунитетом они могут стать причиной развития респираторной пневмонии, септицемии, неонатального менингита, перитонита, воспаления мочеполовых путей, желудочно-кишечного тракта, поражения кожных покровов и хирургических ран [7, 8].

В поисках альтернативных средств профилактики и борьбы с нозокомиальными инфекциями одним из наиболее перспективных направлений является фаготерапия. О необходимости пересмотра практики фаговой терапии говорилось и на Генеральной Ассамблее ООН 21 сентября 2016 года. Сторонники фаговой терапии указывают несколько основных преимуществ, которые бактериофаги имеют по сравнению с антибиотиками, а именно: специфичность хозяина, самоамплификация, способность деградировать биопленки и низкая токсичность для людей [9-11]. 

Целью настоящего проекта является изучение литических свойств бактериофагов, выделенных из объектов окружающей среды Казахстана, и выявление возможности создания новых антибактериальных средств на основе литических фагов для снижения уровня нозокомиальных инфекций.

Этап проекта на 2020год: разработка научно-технической документации на производство и применение разработанного биопрепарата на основе литических фагов.

Представленный отчёт включает в себя материалы промежуточных отчётов 2018 года, этап проекта – «Выделение из образцов окружающей среды бактериофагов, обладающих литическими свойствами и создание на их основе библиотеки» (инвентарный № 0218РК00326) и 2019 года, этап проекта – «Исследования спектра активности литических бактериофагов и разработка на их основе биопрепаратов обладающих антибактериальной активностью» (инвентарный № 0219РК00179).
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ ОТЧЁТА О НИР
1 Обоснование выбранных исследований

Нозокомиальные инфекции являются одной из основных проблем современного здравоохранения в силу своего повсеместного распространения, нанесения значительного вреда здоровью пациентов и сотрудников медицинских учреждений, причинению большого экономического ущерба. По данным ВОЗ ежегодно, во всём мире около десяти миллионов госпитализированных больных погибают или приобретают инвалидность из-за ненадлежащей медицинской практики и поражения внутрибольничными инфекциями. По приблизительным оценкам в развитых странах, от внутрибольничных инфекций страдает от 5 до 10 % пациентов медицинских учреждений, в развивающихся странах их количество может достигать 25% [1]. Поражение госпитализированного пациента нозокомиальными инфекциями увеличивает срок его нахождения в стационаре в 2-3 раза, что приводит к повышению стоимости лечения в 3-4 раза и риску летального исхода в 5–7 раз [12].

Обострение проблемы нозокомиальных инфекций обусловлено глобальным распространением антибиотикорезистентности среди микроорганизмов. По заявлению Всемирной организации здравоохранения, многие достижения современной медицины и эпидемиологии в борьбе с инфекционными заболеваниями в XX в. могут потерять свою значимость из-за роста устойчивости бактерий к антибиотикам [1]. 

На современном этапе развития науки, в направлении поиска и разработки новых химических антибактериальных препаратов, наблюдается снижение активности, при этом уже существующие антибиотики продолжают постепенно терять свою эффективность. Сохранение такой тенденции, в конечном итоге, приведёт к исчерпанию средств для борьбы с устойчивыми микроорганизмами [13].

ВОЗ и национальные органы здравоохранения во всем мире акцентируют внимание на необходимости решения проблемы лекарственной устойчивости, при этом оказывают активную поддержку исследованиям, направленным на поиск и разработку принципиально новых способов борьбы с инфекционными заболеваниями в условиях прекращения разработок новых антибиотиков многими фармацевтическими компаниями.

Способность возбудителей нозокомиальных инфекций формировать биоплёнки, создает дополнительные проблемы здравоохранению, т.к. до 75% высокотехнологичного эндоскопического оборудования загрязнено биопленками эндогенного происхождения (микроорганизмами стандартной микрофлоры человека).

Существование широкого арсенала средств борьбы с внутрибольничными инфекциями не снижает актуальности поиска новых методов профилактики и лечения нозокомиальных инфекций. Одним из направлений подобных исследований является изучение бактериофагов, как источника новых антибактериальных препаратов с высоким потенциалом использования.

Показана возможность использования фагов для деконтаминации поверхности от возбудителей нозокомиальных инфекций. Описаны примеры эффективного применения листериофагов для обеззараживания нержавеющей стали и полипропиленовых поверхностей, контаминированных Listeria monocytogenes [14]. Установлено, что бактериофаги, поражающие Yersinia pestis способны полностью уничтожить возбудителя чумы на различных твёрдых поверхностях [15]. 

Применение фагов для дезинфекции стационаров апробировали на примере госпитального сальмонеллёза. Установлено, что использование антибактериальных средств, основанных на фагах, в детских стационарах снижает внутрибольничную инфекцию сальмонеллёза в 2,3 – 24,4 раза [16]. Также проводились опыты по применению бактериофагов методом аэрозольного распыления. В результате было показано, что рассеивание препарата, содержащего различные штаммы бактериофагов, полностью удаляет бактерии из воздуха в помещениях хирургического отделения [17]. Были проведены эксперименты по аэрозольному распылению фагов в отделениях реанимации. Обработку помещений проводили в непрерывном режиме в течение 2 месяцев, при этом происходило снижением контаминации, в то же время фиксировали формирование фагоустойчивых штаммов, вследствие чего более рациональным был признан метод интермиттирующего распыления – повторные обработки 1 раз в неделю с интервалом в 3 недели. Наилучший эффект был показан в результате использования бактериофага против Pseudomonas aeruginosa. Авторы отметили полное прекращение циркуляции патогена в течение суток после однократного распыления бактериофагов [18].

Большой интерес представляют исследования по применению бактериофагов для обработки продуктов питания (фаговый биопроцессинг), что позволит значительно сократить риск реализации пищевого пути передачи инфекций. Показано, что штаммы колифагов DT1 и DT6 могут быть использованы для защиты от патогенных кишечных палочек в процессе сквашивания молока, без нанесения ущерба качеству закваски [19]. Для защиты от пищевого отравления сальмонеллой был предложен метод по обработке продуктов питания фаговыми препаратами против Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium и др. [20]. Высокую эффективность в подавлении размножения Escherichia coli в продуктах питания продемонстрировал препарат, содержащий 140 штаммов бактериофагов, обладающих высокой литической активностью [21].

Биопрепараты на основе фагов могут с успехом использоваться для разрушения биоплёнок, образуемых возбудителями нозокомиальных инфекций. Описан штамм SF153b, содержащий фермент полисахариддеполимераза, обладающий способностью разрушать экзополисахариды, входящие в состав гликокаликса – защитного слоя биоплёнок [22]. Также методами генной инженерии был получен «двузубый» бактериофаг способный экспрессировать ферменты, разрушающие глюкозаминовый полимер, лежащий в основе биопленки. Данный препарат существенно сокращал число клеток в составе бактериальной биопленки [23].

Проводились исследования по использованию бактериофагов для борьбы с биопленками, формируемыми возбудителями катетер-ассоциированных инфекций мочевыводящих путей – Proteus mirabilis и Escherichia coli. После обработки мочевых катетеров гидрогелем, содержащим литические бактериофаги, популяция биопленки в них была разрушена. На обработанных бактериофагами катетерах на 90% фиксировали снижение образования биопленок Proteus mirabilis и Escherichia coli, по сравнению с необработанным контролем [24].

Таким образом, в условиях глобального распространения антибиотикорезистентности для сокращения уровня нозокомиальных инфекций возникает острая необходимость в поиске и разработке дополнительных средств борьбы с патогенными микроорганизмами.  Такими дополнительными, а в ряде случаев альтернативными или единственными средствами являются антибактериальные препараты, созданные на основе литических бактериофагов. Использование на практике подобных препаратов позволит значительно сократить количество случаев внутрибольничных инфекций в стационарах и тем самым повысить безопасность здоровья и жизни пациентов, а также сократить расходы на здравоохранение.
2 Материалы и методы

2.1 Материалы 

Образцы окружающей среды: образцы воды и образцы почвы, отобранные из различных объектов окружающей среды.
Штаммы бактерий. В качестве основных бактериальных культур, необходимых для пассажей бактериофагов, тестирования их активности и определения спектра литической активности использовали 10 штаммы E. coli и 11 штаммов P. aeruginosa (таблица 1).
Таблица 1 – Бактериальные культуры, используемые в исследованиях

	Штаммы E. coli
	Штаммы P. aeruginosa
	Организация предоставившая бактериальные штаммы

	444
	342
	ГКП "Городская Клиническая Инфекционная больница им. И.С. Жекеновой"

	
	153С
	

	753
	241
	

	3774
	2968
	АО «Центральная клиническая больница» г. Алматы

	3957
	3088
	

	3992
	4012
	

	4231
	4122
	

	4238
	4232
	

	4320
	4285
	

	4325
	4305
	

	15597
	10145
	Референсные штаммы из международной коллекции ATCC


 Питательные среды. Для культивирования бактерий и пассажей бактериофагов использовали мясопептонный бульон (МПБ) (Nutrient Broth, «Himedia», India). Для хранения бактерий, выделения бактериофагов, определения титра по Грациа и описания морфологии бляшкообразующих единиц (БОЕ) использовали 2% питательный агар (МПА) (Nutrient Agar «Himedia», India).

Для фильтрации отобранных образцов  и фаголизатов использовали бумажный фильтр «Красная лента» и мембранные фильтры с диаметром пор 0,45 мкм Agilent Captiva (Agilent Technologies, USA).
2.2 Методы
Отбор образцов окружающей среды. Отбор образцов почвы и воды проводили в стерильную посуду объёмом 500 мл, отбор проб воды вели на глубине 15-20 см, отбор проб почвы осуществляли с поверхностного слоя глубиной до 10 см.  Образцы транспортировали и хранили при температуре 4…8°С в непрозрачной и защищённой от прямых солнечных лучей упаковке.
Получение фильтратов почвенных образцов. 50 г образца почвы заливали 500 мл стерильного ФСБ, далее комок почвы тщательно измельчали до получения как можно более однородной суспензии и ставили на качалку на 6 часов. Через 6 часов суспензию почвы фильтровали через бумажный фильтр «Красная лента», затем, для инактивации патогенных микроорганизмов в полученный фильтрат добавляли хлороформ до концентрации 0,1% и выдерживали в течении 24 часов при температуре 4…8° С. Далее образецы фильтровали через бумажный фильтр и через бактериальный фильтр с диаметром пор 0,45 мкм. Образцы хранили стерильно в тёмном месте при температуре 4…8°С.
Получение фильтратов водных образцов. Для инактивации патогенных микроорганизмов в водные образцы добавляли хлороформ до концентрации 0,1% и выдерживали в течении 24 часов при температуре 4…8° С. Водный образец фильтровали через бумажный фильтр и через бактериальный фильтр с диаметром пор 0,45 мкм. Образцы хранили стерильно в тёмном месте при температуре 4…8°С.
ДНК из полученных фильтратов выделяли с помощью набора для экстракции PureLinkViralDNA/RNAMiniKit («Invitrogen», USA) по протоколу фирмы-производителя. Концентрацию выделенной ДНК определяли при помощи набора Qubit dsDNA HS (High Sensitivity) согласно инструкции, для флюориметра Qubit 2,0. Анализ качества геномных библиотек проводили на приборе Agilent 2100, при использовании прилагаемых чипов согласно инструкции производителя.
Метагеномный анализ отобранных образцов проводили методом множественного параллельного секвенирования при использовании прибора Illumina MiSeq. Полученные парноконцевые последовательности ридов, собирали в контиги, с использованием автономного программного обеспечения «Edena», свободно доступного под General Public License (GPLv3). Пересечение ридов было установлено в 35 нуклеотидов. В качестве источника эталонных последовательностей (вирусных геномов) использовали автономную версию нуклеотидной базы данных NCBI, содержащей 6079 полных геномов вирусов. Базы данных контигов секвенированных образцов анализировали с помощью программы «METAVIR» для филогенетического анализа [25]. Графическое представление полученных результатов проводилось с помощью программы «Krona». Анализ предсказанных генов проведен с помощью онлайн - сервера «MG-RAST» [26].
Культивирование используемых штаммов бактерий проводили в МПБ в течении 24 часов при 37°С. МПБ готовили в соответствии с инструкцией производителя.
Проверка бактериальных культур на наличие лизогенных фагов. Чашки Петри с подготовленным 2% питательным агаром засевали сплошным газоном 24 часовой бактериальной культурой. Через 12 часов инкубации при 37°С фиксировали рост сплошного газона бактерий с отсутствием каких-либо зон лизиса, после чего открытые чашки Петри облучали ультрафиолетом в течении 10 минут на расстоянии 10 см. Облучённые бактерии смывали 10 мл питательного бульона и культивировали 2 часа при 37°С, затем в бактериальную суспензию добавляли 500 мкл хлороформа (50 мкл на 1 мл суспензии), встряхивали, после чего откручивали 10 минут при 6000 об/мин. Наличие бактериофагов в полученном надосадке определяли методом Отто [27].
Определение наличия бактериофагов методом Отто. Расплавленный 2 % питательный агар разливали по стерильным чашкам Петри, охлаждали, подсушивали в термостате 10-15 мин. Сплошным газоном засевали на чашки 24 ч культуру бактерий. Наносили каплю образца ближе к одной из сторон чашки, затем чашку наклоняли и давали капле стечь до противоположного края чашки. Чашки инкубировали при 37°С в течение 12 ч после чего фиксировали результат. Если в образце содержался бактериофаг, то по пути стекания капли образца формировалась зона лизиса.

Выделение и накопление бактериофагов из фильтратов, полученных от образцов окружающей среды. К 200 мкл подготовленного фильтрата добавляли 700 мкл 24 часовой суспензии бактерий и 2 мл жидкой питательной среды. Для обеспечения инфицированности бактерий вирусами и репродукции новых дочерних вирусных частиц смесь культивировали в течении 18 – 24 ч при 37°С с аэрацией. Далее смесь центрифугировали в течение 30 мин при 3000 об/мин. Супернатант отфильтровывали через бактериальные фильтры с диаметром пор 0,45 мкм. Полученные фаголизаты, хранили в стерильных условиях при 4…8°С [28, 29]. Наличие фага в фильтрате определяют методом Отто.
Выделение бактериофагов на твёрдой питательной среде. Исходный фаголизат титровали до получения девять 10-кратных разведений. Каждое разведение объёмом 1 мл смешивали с 14 мл 2% питательного агара и добавляли 1 мл 24 часовой культуры индикаторных бактерий. Полученную смесь заливали в чашки Петри и инкубировали в течении 18 часов при 37°С. В качестве контроля использовали ту же смесь, но вместо водного образца добавляли 1 мл стерильного фосфатного буфера. По истечению срока инкубации визуально фиксировали формирование отдельных БОЕ на сплошном газоне бактериальной культуры.
Выделение чистых линий бактериофагов. После обнаружения БОЕ на сплошном газоне бактериальной культуры выбирали отдельно стоящую зону лизиса при максимальном разведении фаголизата, вырезали её стерильным шпателем или микробиологической петлёй и помещали в стерильную пробирку. В ту же пробирку добавляли 5 мл стерильного питательного бульона, и инкубировали в шейкер-термостате при 37°С и 100 об/мин. Через 2 часа инкубации весь питательный бульон из пробирки, в стерильных условиях пропускали через мембранный фильтр с диаметром пор 0,45 мкм и добавляли 100 мкл 24 часовой культуры индикаторных бактерий. Полученную смесь культивировали 18 часов при 37°С, после чего центрифугировали 10 минут при 6000 об/мин и пропускали через мембранный фильтр с диаметром пор 0,45 мкм. Далее из полученной суспензии фагов отбирали 100 мкл и проводили девять 10-кратных разведений в 900 мкл стерильного ФСБ. Каждое разведение смешивали с 14 мл 2% питательного агара и 1 мл 24 часовой культуры индикаторных бактерий, заливали в чашки Петри и культивировали 18 часов при 37°С. После культивирования фиксировали БОЕ при максимальном разведении, вырезали отдельно стоящую зону лизиса и повторно проводили посев фага по вышеописанной методике. Для получения чистой линии бактериофага последовательно проводили три пассажа каждый раз вырезая отдельно стоящую зону лизиса при максимальном разведении.

Накопительный пассаж бактериофагов. В стерильные 50-ти мл пробирки разливали по 40 мл стерильного МПБ, далее добавляли 500 мкл фагализата пассируемого бактериофага и 5 мл суточной культуры бактерий-хозяев. Культивирование проводили в течении 24 часа при 37 °С. После культивирования, полученные фаголизаты последовательно очищали центрифугированием в течении 30 минут при 6000 об/мин и фильтрацией через мембранные фильтры с диаметром пор 0,45 мкм. Фаголизаты хранили в стерильных условиях при температуре 4…8° С.
Определение литической активности полученных фаголизатов проводили методом Аппельмана [30].
Титр бактериофага в суспензии определяли методам Грациа [31].
Концентрирование бактериофагов ультрацентрифугированием. Осаждение бактериофага из фаголизата проводили путем центрифугирования при 29000 об./мин.(100000g) в течение 90 мин. при 4 °С. Полученный осадок бактериофага растворяли в минимальном объёме ФСБ [32].
Структуру выделенных бактериофагов изучали методом трансмиссионной электронной микроскопии при инструментальном увеличении в 60 – 80 тысяч раз. Перед нанесением образцов на сеточки бактериофаги концентрировали методом ультрацентрифугирования. Образцы негативно контрастировали 3% фосфорно-вольфрамовой кислотой (рН 6,8) методом флотационного или капельного окрашивания. В качестве подложки для препаратов использовали органические смолы на основе виниловых полимеров.
Спектр и уровень литической активности выделенных бактериофагов определяли путём их совместного культивирования с индикаторными бактериями в микропланшетах. В лунки микропланшета вносили 150 мкл МПБ, 50 мкл фагсодержащего образца (в случае изучения уровня литической активности готовили ряд последовательных 10-кратных разведений исходного фаголизата) и 50 мкл суточной бактериальной суспензии с индексом мутности 1 McF. В качестве контроля роста бактериальной тест-культуры использовали образцы, содержащие вместо бактериофага 50 мкл стерильного натрий-фосфатного буфера, pH 7,4. В качестве отрицательного контроля использовали образец, содержащие только 250 мкл стерильной питательной среды. Каждый эксперимент проводили минимум в 3 повторностях. Динамику роста бактерий оценивали по изменению оптической плотности суспензии при 600 нм. Сканирование микропланшетов проводили на многоканальном спектрофотометре через каждые 30 минут в течении всего срока культивирования [33].
Эффективную дозу и способ нанесения препарата бактериофагов (коктейля) определяли на модели сплошного газона бактериальной тест-культуры. Для получения газона в 14 мл 2% питательного агара добавляли 1 мл 24 часовой бактериальной тест культуры с индексом мутности 1 McF, аккуратно перемешивали и инкубировали при 37° С в течении 2 часов в стандартных чашках Петри. Параллельно готовили 8 последовательных 10-кратных разведении исследуемого коктейля бактериофагов. Через 2 часа инкубации на чашку Петри наносили одно разведение исследуемого коктейля бактериофагов. Нанесение коктейля бактериофагов осуществляли разными способами: покрывали поверхность чашки Петри равномерным слоем раствора бактериофагов или распыляли раствор бактериофагов по поверхности чашки Петри с помощью пульверизатора. После нанесения коктейля бактериофагов чашки Петри выдерживали при комнатной температуре в течении 2 часов. Далее проводили смыв поверхности каждой чашки Петри 1 мл стерильного ФСБ, которым засевали новые чашки Петри с питательным агаром. Через 24 часов инкубации при 37° С эффективную дозу коктейля оценивали по наличию КОЕ. Для отрицательного контроля использовали чашки Петри, засеянные сплошным газоном бактериальной тест-культуры и обработанные стерильным ФСБ. 

Стабильность коктейлей бактериофагов определяли разными способами:
1) хранение в стерильных условиях при комнатной температуре, 

2) хранение в стерильных условиях при +4…+8° С.
Для I и II способов хранения готовили стерильные стеклянные флаконы объёмом 10 мл, в которые заливали по 1 мл подготовленного коктейля, укупоривали резиновыми крышками и обкатывали алюминиевыми колпачками.

3) хранение в лиофилизированном состоянии с добавлением стабилизационной среды (0,8М раствор сахарозы). 

Для III способа хранения в стерильные флаконы заливали 1 мл коктейля бактериофагов и 1 мл 1,6 М раствора сахарозы в качестве стабилизационной среды, после чего полученную смесь замораживали при -40° С и лиофилизировали. После лиофилизации флаконы при вакууме укупоривали резиновыми крышками и обкатывали алюминиевыми колпачками. Все процедуры проводили в стерильных условиях.

Для определения стабильности готовили свежие образцы коктейлей бактериофагов. Фаголизаты штаммов, входящих в состав коктейля, смешивали в равных объёмах, после чего весь объём полученного коктейля пропускали через бактериальный фильтр 0,45 мкм. Концентрация каждого штамма бактериофага в фаголизате составляла 108 вирусных частиц в мл. 

Стабильность биопрепаратов определяли по сохранности уровня их литической активности. Литическую активность оценивали каждый месяц для каждого способа хранения при совместном культивировании с бактериальной тест-культурой в микропланшета.  

Статистическую обработку результатов проводили с помощью пакета программ «Statistica 10.0» и «Microsoft Excel». Для табличного и графического изображения полученных результатов использовали пакет программ «Microsoft Office».
3 Результаты исследований

3.1 Выделение из образцов окружающей среды бактериофагов, обладающих литическими свойствами и создание на их основе библиотеки

3.1.1 Сбор образцов почвы из объектов окружающей среды для выделения литических фагов

С целью определения мест отбора фагосодержащих образцов был проведён анализ литературных данных по токсонамии бактериофагов, лизирующих E.coli и P. aeruginosa. Показано, что в основном вирусы кишечной и синегнойной палочки относятся к трем семействам порядка Caudovirales: Myoviridae, Podoviridae и Siphoviridae. Затем был отобран ряд образцов почвы и проведён их метагеномный анализ на содержание вирусов, который показал, что большое разнообразие бактериофагов семейств Myoviridae, Podoviridae и Siphoviridae находится в образцах почвы собранных в местах, содержащих остатки мусора или на берегу санитарно неблагополучных водоёмов.  В качестве примера приведён метагеномный анализ образца почвы, собранный на территории мусорного полигона города Капшагай. Установлено, что данный образец содержит широкое разнообразие последовательностей вирусов порядка Caudovirales относящихся к семействам Myoviridae, Podoviridae, Siphoviridae и потенциально обладающих способностью лизировать E. coli и P. aeruginosa (рисунок 1).

Для выделения литических фагов E. coli и P. aeruginosa было собрано 5 образцов почвы в следующих точках города Алматы и его пригородах:

1) рядом с пунктом сбора мусора в микрорайоне Тастак 2, г.Алматы,

2) на территории мусорного полигона находящейся на 36 км автомагистрали Алматы – Капшагай,

3) на территории мусорного полигона г. Капшагай,

4) на берегу озера расположенного в районе аэропорта г.Алматы,

5) на берегу реки Правый Есентай в районе мкр. Первомайский, г. Алматы.

Масса отобранных образцов почвы составляла не менее 50 г.

Обнаружение бактериофагов в отобранных образцах проводили на культурах индикаторных бактерий E. coli и P. aeruginosa по методу Отто.
В результате проведённых посевов были обнаружены бактериофаги   E. coli в образце почвы отобранного на берегу реки Правый Есентай в районе мкр. Первомайский, г. Алматы.
3.1.2 Сбор образцов воды из объектов окружающей среды для выделения литических фагов
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Рисунок 1 - Метагеномный анализ образца почвы на наличие бактериофагов порядка Caudovirales, семейств Myoviridae, Podoviridae, Siphoviridae
Для обоснования выбора мест сбора образцов воды был проведен метагеномный анализ ряда отобранных проб воды на наличие вирусов порядка Caudovirales. Было показано, что максимальное разнообразие фагов данного порядка находилось в образцах, отобранных из сточных и канализационных вод, а также из санитарно-неблагополучных водоёмов. В качестве примера приведён метагеномный анализ образца воды, взятого на территории канализационных полей фильтрации г. Капшагай. Установлено, что данный образец (рисунок 2) содержит большое разнообразие последовательности бактериофагов порядка Caudovirales относящихся к семействам Myoviridae, Podoviridae и Siphoviridae.

На основании полученных данных было собрано 5 образцов воды, предположительно содержащих бактериофаги, поражающие E. coli и P. aeruginosa. Образцы были собраны в следующих точках города Алматы, его пригородах и города Шымкент:
1) река Правый Есентай в районе микрорайона Первомайский, города Алматы,
2) сбросной коллектор канализационных вод города Шымкент,
3) накопительные, канализационные поля фильтрации города Капшагай,
4) cточный канал впадающий в озеро Сорбулак,
5) озеро, расположенное в районе аэропорта г.Алматы.
Образцы собирали в стерильную посуду, объём отобранных образцов составлял 500 мл.
Обнаружение бактериофагов в отобранных образцах проводили на культурах индикаторных бактерий E. coli и P. aeruginosa по методу Отто.
В результате проведённых исследований бактериофаги, лизирующие E. coli были обнаружены в 4 водных образцах: образец из реки Правый Есентай отобранный в районе микрорайона Первомайский, образец канализационых вод города Шымкент, образец с канализационных полей фильтрации города Капшагай и образец, отобранный из сточного канала, впадающего в озеро Сорбулак. Бактериофаги, лизирующие тест-культуру P. aeruginosa были обнаружены в 3 образцах: образец канализационных вод города Шымкент, образец с канализационных полей фильтрации города Капшагай и образец из сточного канала, впадающего в озеро Сорбулак.
3.1.3 Изучение литических свойств бактериофагов, полученных из собранных образцов с использованием тест-культур

Первоначальным этапом при выделении новых штаммов бактериофагов является проверка индикаторных культур на наличие в их геноме профагов. Активацию профага в клетках бактерий проводили ультрафиолетовым облучением. В результате было установлено, что используемые в исследованиях индикаторные культуры бактерий не 
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Рисунок 2 - Метагеномный анализ образца воды на наличие бактериофагов порядка Caudovirales, семейств Myoviridae, Podoviridae, Siphoviridae
содержат в своём геноме профагов.
Основной задачей проведённых исследований являлось выделение и изучение бактериофагов с литическими свойствами в отношении E. coli и P. aeruginosa. Предварительно, по литературным данным, было установлено, что бактериофаги E. coli обладают более высокой штаммоспецифичностью чем бактериофаги P. aeruginosa, поэтому выделение бактериофагов E. coli проводили на 5 клинических штаммах – 753, 444, 3957, 3992, 4231, а бактериофаги P. aeruginosa на одном – 342. 

Выделение бактериофагов проводилось из почвенных и водных образцов окружающей среды. В результате последовательных селективных пассажей было выделенно 12 бактериофагов лизирующих клинические штаммы E. coli и 8 бактериофагов лизирующих клинические штаммы P. aeruginosa. В соответствии с источником выделения и специфичностью фаги получили название, фаги E. coli: Ec.ph.PS, Ec.ph.PR, Ec.ph.ShS4, Ec.ph.ShS444, Ec.ph.ShS444K, Ec.ph.ShS3957, Ec.ph.ShS3992M, Ec.ph.ShS3992B, Ec.ph.ShS4231, Ec.ph.SKS6, Ec.ph.SKS8, Ec.ph.PFK3; фаги P. aeruginosa: Ps.ph.ShS1, Ps.ph.ShS2, Ps.ph.PFK1, Ps.ph.PFK2, Ps.ph.PFK3, Ps.ph.PFK4, Ps.ph.SKS1, Ps.ph.SKS2.
Выделенные фаги исследовали по свойствам, имеющим таксономическое значение: 1) морфология негативных колоний; 2) литическая активности и 3) строение вирусных частиц.

Морфология негативных колоний изучалась при посеве полученных фаголизатов на 2% питательный агар совместно с 24 часовой культурой индикаторных бактерий. Отбор выделенных из одного источника штаммов бактериофагов проводили по морфотипу негативных колоний (приложении А, рисунки А.1, А.2).

Уровень литической активности выделенных штаммов бактериофагов определяли по методу Аппельмана, титр определяли по методу Грациа. Результаты исследований представлены в таблице 2.

Строение выделенных бактериофагов изучали при помощи трансмиссионной электронной микроскопии. Перед приготовлением образцов для микроскопии вирусные частицы из фаголизатов были сконцентрированы центрифугированием при 100000g. Бактериофаги наблюдали при увеличении в 60000 – 80000 раз (приложении А, рисунки А.3 - А.5).
По результату электронной микроскопии было установлена, что вирусные частицы всех выделенных штаммов имеют размер в среднем 200 нм и обладают ярко выраженным хвостовым отростком, что относит их к порядку хвостатых фагов – Caudovirales. Вирусные частицы 5 бактериофагов E. coli (Ec.ph.PS, Ec.ph.PR, Ec.ph.ShS3957, Ec.ph.SKS8, Ec.ph.PFK3) и 4 бактериофагов P. aeruginosa (Ps.ph.ShS1, Ps.ph.ShS2, Ps.ph.SKS1, 

Таблица 2 – Титр и литическая активность выделенных бактериофагов 
	Штамм бактериофага
	Титр по Грациа
	Литическая активность по Аппельману

	Бактериофаги E. coli

	Ec.ph.PS
	2,7±0,1х106
	10-5

	Ec.ph.PR
	4,2±0,1х106
	10-5

	Ec.ph.ShS4
	9±0,3х109
	10-8

	Ec.ph.ShS444
	2,2±0,1х108
	10-7

	Ec.ph.ShS444К
	4,9±0,1х108
	10-7

	Ec.ph.ShS3957
	3,6±0,2х108
	10-7

	Ec.ph.ShS3992M
	2,3±0,1х108
	10-7

	Ec.ph.ShS3992B
	1,1±0,1х108
	10-7

	Ec.ph.ShS4231
	2,3±0,1х108
	10-7

	Ec.ph.SKS6
	3,4±0,1х106
	10-6

	Ec.ph.SKS8
	1,7±0,08х107
	10-6

	Ec.ph.PFK3
	2,2±0,1х108
	10-8

	Бактериофаги P. aeruginosa

	Ps.ph.ShS1
	1,8±0,2х108
	10-7

	Ps.ph.ShS2
	3,3±0,1х108
	10-7

	Ps.ph.PFK1
	2,3±0,09х108
	10-7

	Ps.ph.PFK2
	3,3±0,1х108
	10-7

	Ps.ph.PFK3
	7,5±0,03х108
	10-8

	Ps.ph.PFK4
	2±0,1х108
	10-7

	Ps.ph.SKS1
	3,2±0,1х108
	10-7

	Ps.ph.SKS2
	7±0,2х108
	10-8


Ps.ph.SKS2) имели головку в форме икосаэдра, широкий примой хвостовой отросток средней длины. На некоторых фотографиях хорошо различим белковый чехол хвоста, фибрилы хвоста и шипы с базальной пластиной. Бактериофаги с подобным строением вирусных частиц предположительно можно отнести к семейству Myoviridae. Вирусные частицы остальных 7 штаммов бактериофагов E. coli (Ec.ph.ShS4, Ec.ph.ShS444, Ec.ph.ShS444К, Ec.ph.ShS3992M, Ec.ph.ShS3992B, Ec.ph.ShS4231, Ec.ph.SKS6) и 4 штаммов бактериофагов P. aeruginosa (Ps.ph.PFK1, Ps.ph.PFK2, Ps.ph.PFK3, Ps.ph.PFK4) имели тонкий, длинный, извивающийся хвостовой отросток и головку более округлой формы, что позволяет их отнести к семейству Siphoviridae.
Таким образом, из образцов окружающей среды, собранных на территории Республики Казахстан было выделено 12 штаммов бактериофагов, лизирующих E. coli и 8 штаммов бактериофагов лизирующих P. aeruginosa. Выделенные штаммы бактериофагов обладали титром от 106 до 109 вирусных частиц на 1 мл, значительным уровнем литической активности, от 10-5 до 10-8. По строению вирусных частиц все выделенные штаммы можно отнести к порядку Caudovirales, 9 из них к семейству Myoviridae и 11 к семейству Siphoviridae.
3.1.4 Создание библиотеки литических фагов
В соответствии с календарным планом работ для создания библиотеки литических фагов был проведён накопительный пассаж всех выделенных штаммов бактериофагов, получены очищенные фаголизаты и определён титр вирусных частиц по Грациа. Полученные фаголизаты были откручены и профильтрованы через бактериальные фильтры, и были оставлены на хранения в стерильных условиях при 4…8°С.
В соответствии с полученными ранее данными было составлено описание всех выделенных штаммов бактериофагов (таблицы 3, 4). Данное описание указывает обозначение штамма, место выделения, штамм бактерии-хозяина, морфотип негативных колоний, титр вирусных частиц в хранящемся образце, литическую активность бактериофага по Аппельману и описание структуры вирусных частиц. В результате проведённых работ была создана библиотека бактериофагов, которая позволяет систематизировать и быстро отбирать необходимые для определённых исследований штаммы бактериофагов.
3.2 Исследования спектра активности литических бактериофагов и разработка на их основе биопрепаратов обладающих антибактериальной активностью

3.2.1 Исследование активности полученных литических фагов в отношении тест-культур и отбор наиболее активных вариантов
Для дальнейших исследований, из созданной бибилиотеки, были отобраны штаммы бактериофагов с титром от 108 до 109 степени вирусных частиц в 1 мл: 8 бактериофагов E. coli (Ec.ph.ShS4, Ec.ph.ShS444, Ec.ph.ShS444К, Ec.ph.ShS3957, Ec.ph.ShS3992M, Ec.ph.ShS3992B, Ec.ph.ShS4231, Ec.ph.PFK3) и 8 бактериофагов P. aeruginosa (Ps.ph.ShS1, Ps.ph.ShS2, Ps.ph.PFK1, Ps.ph.PFK2, Ps.ph.PFK3, Ps.ph.PFK4, Ps.ph.SKS1, Ps.ph.SKS2).

Уровень активности выделенных бактериофагов оценивали по способности разных доз вирусов подавлять рост одинакового количества бактерий. Для каждого исследуемого бактериофага в качестве лизируемой тест-культуры использовали штамм бактерии на котором данный фаг был выделен. 

Литическую активность бактериофагов E. coli определяли на 5 тест-культурах: бактериофаги Ec.ph.ShS444 и Ec.ph.ShS444К на E. coli 444; бактериофаги Ec.ph.ShS4, Ec.ph.PFK3 на E. coli 753; бактериофаги Ec.ph.ShS3992M и Ec.ph.ShS3992B на E. coli 3992, бактериофаг Ec.ph.ShS3957 на E. coli 3957; бактериофаг Ec.ph.ShS4231 на E. coli 4231. Все используемые тест-культуры являются клиническими штаммами и были предоставлены АО «Центральная клиническая больница» г. Алматы и ГКП "Городская Клиническая Инфекционная больница им. И.С. Жекеновой".
Титр исходных фаголизатов по Грациа составлял 108 вирусных частиц в 1 мл, индекс мутности суточных бактериальных суспензий составлял 1 McF, что примерно

Таблица 3 – Описание свойств выделенных бактериофагов E. coli
	Обозначение штамма бактериофага
	Откуда был выделен бактериофаг
	Штамм бактерии-хозяина
	Морфотип негативных колоний
	Титр вирусов по Грациа
	Литическая активность по Аппельману
	Описание структуры вирусных частиц
	Порядок/семейство выделенных бактериофагов

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Ec.ph.PS
	Почва с берега реки Правый Есентай в районе мкр. Первомайский, г. Алматы
	E. coli 753
	Прозрачная колония диаметром ≈ 2,5мм со слабовыраженной зоной неполного лизиса диаметром до 7 мм.
	2,7±0,1х106
	10-5
	Головка в форме икосаэдра, широкий прямой хвостовой отросток средней длины.
	Caudovirales/

Myoviridae

	Ec.ph.PR
	Правый Есентай в районе мкр. Первомайский, г. Алматы
	E. coli 753
	Прозрачная колония диаметром ≈ 2,5 мм со слабовыраженной зоной неполного лизиса диаметром до 6 мм.
	4,2±0,1х106
	10-5
	Головка в форме вытянутого икосаэдра, широкий прямой хвостовой отросток средней длины.
	Caudovirales/

Myoviridae

	Ec.ph.ShS4
	Канализационные воды г. Шымкент
	E. coli 753
	Прозрачная колония диаметром ≈ 4 мм со слабовыраженной зоной неполного лизиса диаметром до 8 мм.
	9±0,3х109
	10-8
	Головка округлая с тонким, длинным, слегка изогнутым хвостом с ярок выраженными шипами.
	Caudovirales/

Siphoviridae

	Ec.ph.ShS444
	Канализационные воды г. Шымкент
	E. coli 444
	Прозрачная колония диаметром ≈ 1,5 мм без зоны неполного лизиса.
	2,2±0,1х108
	10-7
	Головка округлая с тонким, длинным, изогнутым хвостом с ярок выраженными шипами.
	Caudovirales/

Siphoviridae

	Ec.ph.ShS444К
	Канализационные воды г. Шымкент
	E. coli 444
	Прозрачная колония диаметром ≈ 2 мм без зоны неполного лизиса.
	4,9±0,1х108
	10-7
	Головка округлая с тонким, длинным, слегка изогнутым хвостом с ярок выраженными шипами.

	Caudovirales/

Siphoviridae

	Ec.ph.ShS3957
	Канализационные воды г. Шымкент
	E. coli 3957
	Прозрачная колония диаметром ≈ 1,5 мм без зоны неполного лизиса.
	3,6±0,2х108
	10-7
	Головка в форме икосаэдра, широкий прямой хвостовой отросток средней длины, различимы фибриллы и шипы 
	Caudovirales/

Myoviridae

	

	Продолжение таблицы 3

	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	Ec.ph.ShS3992M
	Канализационные воды г. Шымкент
	E. coli 3992
	Прозрачная колония диаметром ≈ 1,5 мм без зоны неполного лизиса.
	2,3±0,1х108
	10-7
	Головка округлая с тонким, длинным, слегка изогнутым хвостом.
	Caudovirales/

Siphoviridae

	Ec.ph.ShS3992B
	Канализационные воды г. Шымкент
	E. coli 3992
	Прозрачная колония диаметром ≈ 2 мм без зоны неполного лизиса.
	1,1±0,1х108
	10-7
	Головка округлая с тонким, длинным, слегка изогнутым хвостом.
	Caudovirales/

Siphoviridae

	Ec.ph.ShS4231
	Канализационные воды г. Шымкент
	E. coli 4231
	Прозрачная колония диаметром ≈ 4 мм с ярко выраженной зоной неполного лизиса до 6 мм
	2,3±0,1х108
	10-7
	Головка округлая с тонким, длинным, слегка изогнутым хвостом с ярок выраженными шипами.
	Caudovirales/

Siphoviridae

	Ec.ph.SKS6
	Сточного канала, впадающего в озеро Сорбулак
	E. coli 753
	Прозрачная колония диаметром ≈ 1,5 мм со слабовыраженной зоной неполного лизиса диаметром до 5 мм.
	3,4±0,1х106
	10-6
	Головка округлая с тонким, длинным, слегка изогнутым хвостом.
	Caudovirales/

Siphoviridae

	Ec.ph.SKS8
	Сточного канала, впадающего в озеро Сорбулак
	E. coli 753
	Прозрачная колония диаметром ≈ 2,5 мм со слабовыраженной зоной неполного лизиса диаметром до 6 мм.
	1,7±0,08х107
	10-6
	Головка в форме икосаэдра, широкий прямой хвостовой отросток средней длины с ярко выраженными шипами.
	Caudovirales/

Myoviridae

	Ec.ph.PFK3
	Канализационные поля фильтрации г. Капшагай
	E. coli 753
	Прозрачная колония диаметром ≈ 3,5 мм со слабовыраженной зоной неполного лизиса диаметром до 7 мм.
	2,2±0,1х108
	10-8
	Головка в форме вытянутого икосаэдра, широкий прямой хвостовой отросток средней длины.
	Caudovirales/

Myoviridae


Таблица 4 – Описание свойств выделенных бактериофагов P. aeruginosa
	Обозначение штамма бактериофага
	Откуда был выделен бактериофаг
	Штамм бактерии-хозяина
	Морфотип негативных колоний
	Титр вирусов по Грациа
	Литическая активность по Аппельману
	Описание структуры вирусных частиц
	Порядок/семейство выделенных бактериофагов

	Ps.ph.ShS1
	Канализационные воды г. Шымкент
	P. aeruginosa 342
	Прозрачная колония диаметром менее 1,5 мм со слабовыраженной зоной неполного лизиса диаметром до 6 мм.
	1,8±0,2х108
	10-7
	Головка в форме икосаэдра, широкий прямой хвостовой отросток средней длины с различимыми шипами и фибриллами.
	Caudovirales/

Myoviridae

	Ps.ph.ShS2
	Канализационные воды г. Шымкент
	P. aeruginosa 342
	Прозрачная колония диаметром ≈ 5 мм без зоны неполного лизиса.
	3,3±0,1х108
	10-7
	Округлая головка, широкий прямой хвостовой отросток средней длины.
	Caudovirales/

Myoviridae

	Ps.ph.PFK1
	Канализационные поля фильтрации г. Капшагай
	P. aeruginosa 342
	Прозрачная колония диаметром ≈ 1 мм с зоной неполного лизиса диаметром до 6 мм.
	2,3±0,09х108
	10-7
	Головка округлая с тонким, длинным, изогнутым хвостом.
	Caudovirales/

Siphoviridae

	Ps.ph.PFK2
	Канализационные поля фильтрации г. Капшагай
	P. aeruginosa 342
	Прозрачная колония диаметром ≈ 1,9 мм без зоны неполного лизиса.
	3,3±0,1х108
	10-7
	Головка округлая с тонким, длинным, изогнутым хвостом.
	Caudovirales/

Siphoviridae

	Ps.ph.PFK3
	Канализационные поля фильтрации г. Капшагай
	P. aeruginosa 342
	Прозрачная колония диаметром ≈ 3,5 мм без зоны неполного лизиса.
	7,5±0,03х108
	10-8
	Головка округлая с тонким, длинным, изогнутым хвостом.
	Caudovirales/

Siphoviridae

	Ps.ph.PFK4
	Канализационные поля фильтрации г. Капшагай
	P. aeruginosa 342
	Прозрачная колония диаметром менее 1 мм со слабовыраженной зоной неполного лизиса диаметром до 6 мм.
	2±0,1х108
	10-7
	Головка округлая с тонким, длинным, слегка изогнутым хвостом с ярко выраженными шипами.
	Caudovirales/

Siphoviridae

	Ps.ph.SKS1
	Сточного канала, впадающего в озеро Сорбулак
	P. aeruginosa 342
	Прозрачная колония диаметром ≈ 1,3 мм с зоной неполного лизиса диаметром до 8 мм.
	3,2±0,1х108
	10-7
	Головка в форме вытянутого икосаэдра, широкий прямой хвостовой отросток средней длины.
	Caudovirales/

Myoviridae

	Ps.ph.SKS2
	Сточного канала, впадающего в озеро Сорбулак
	P. aeruginosa 342
	Прозрачная колония диаметром ≈ 2 мм с зоной неполного лизиса диаметром до 7 мм.
	7±0,2х108
	10-8
	Головка округлая, широкий прямой хвостовой отросток.
	Caudovirales/

Myoviridae


соответствовало 3х108 клеток в мл. Дозы бактериофагов готовили в 8 концентрациях - исходный фаголизат и 7 последовательных 10-кратных разведений. 

Динамику роста бактерий при совместном культивировании с бактериофагом определяли в микропланшетах на многоканальном спектрофотометре в течении 6 часов. 

В результате проведённых исследований было установлено (таблица 5, приложение А, рисунок А.6), что наибольшей активностью обладали бактериофаги Ec.ph.ShS4 и Ec.ph.ShS4231 которые на 100% подавляли рост бактериальных тест-культур при всех разведениях. Минимальную литическую активность показали бактериофаги Ec.ph.ShS444 и Ec.ph.ShS444К, которые уже после 4 разведения лишь частично подавляли рост бактерий. В свою очередь все исследуемые бактериофаги E. coli обладали способность как минимум на 50% подавлять рост бактерий при максимальном разведении и на 100% до 3 разведения включительно т.е. обладали максимальной литической активностью при дозе 105 вирусных частиц в мл. 
Таблица 5 – Уровень литической активности бактериофагов E. coli 

	Штамм бактериофага E.coli
	Разведение бактериофага

	
	Исх. ф-лизат
	lg-1
	lg-2
	lg-3
	lg-4
	lg-5
	lg-6
	lg-7

	Ec.ph.ShS4
	++*
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++

	Ec.ph.PFK3
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	+

	Ec.ph.ShS444
	++
	++
	++
	++
	+
	+
	+
	+

	Ec.ph.ShS444K
	++
	++
	++
	++
	+
	+
	+
	+

	Ec.ph.ShS3957
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	+
	+

	Ec.ph.ShS3992M
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	+

	Ec.ph.ShS3992B
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	+

	Ec.ph.ShS4231
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++
	++

	* - ++ - подавление роста бактериальной тест-культуры на 100-90%; + - подавление роста бактериальной тест-культуры на 90-50%.


При исследовании литической активности бактериофагов P. aeruginosa в качестве тест-культуры использовали 1 клинический штамм - P. aeruginosa 342, предоставленный ГКП "Городская Клиническая Инфекционная больница им. И.С. Жекеновой".

Титр исходных фаголизатов по Грациа составлял 108 вирусных частиц в мл, индекс мутности суточной бактериальной суспензий - 1 McF. Дозы бактериофагов готовили в 8 концентрациях - исходный фаголизат и 7 последовательных 10-кратных разведений.
Количественное определение роста бактерий при совместном культивировании с бактериофагами P. aeruginosa проводили также, как и в случае изучении литической активности бактериофагов E. coli.
Было показано (таблица 6, приложение А, рисунок А.7), что все исследуемые штаммы бактериофагов P. aeruginosa обладали примерно одинаковой литической активностью и максимально подавляли развитие бактериальной тест культуры в концентрации от исходного фаголизата до 3-го 10-кратного разведения, что соответствовало дозам от 108 до 105 вирусных частиц в мл. В 4 и 5 разведении исследуемые бактериофаги обладали средним уровнем литической активностью, подавляя рост бактериальной тест культуры на 85-55%. В 6 и 7 разведении уровень литической активности был минимальным за исключением бактериофагов Ps.ph.ShS1, Ps.ph.ShS2 которые проявляли средний уровеь литической активности, вплоть до максимального разведения и бактериофагов Ps.ph.PFK1, Ps.ph.PFK4, которые не подавляли рост бактериальной тест культуры при 7 10-кратном разведении.   
Таблица 6 – Уровень литической активности бактериофагов P. aeruginosa
	Штамм бактериофага P. aeruginosa
	Разведение бактериофага

	
	Исх. ф-лизат
	lg-1
	lg-2
	lg-3
	lg-4
	lg-5
	lg-6
	lg-7

	Ps.ph.ShS1
	+++*
	+++
	+++
	+++
	++
	++
	++
	++

	Ps.ph.ShS2
	+++
	+++
	+++
	+++
	++
	++
	++
	++

	Ps.ph.PFK1
	+++
	+++
	+++
	+++
	++
	++
	+
	-

	Ps.ph.PFK2
	+++
	+++
	+++
	+++
	++
	++
	+
	+

	Ps.ph.PFK3
	+++
	+++
	+++
	+++
	++
	++
	+
	+

	Ps.ph.PFK4
	+++
	+++
	+++
	+++
	++
	++
	+
	-

	Ps.ph.SKS1
	+++
	+++
	+++
	+++
	++
	++
	+
	+

	Ps.ph.SKS2
	+++
	+++
	+++
	+++
	++
	++
	+
	+

	* - +++ - подавление роста бактериальной тест-культуры на 100-90%; ++ - подавление роста бактериальной тест-культуры на 90-50%; + - подавление роста бактериальной тест-культуры на 50-20%; - - подавление роста бактериальной тест-культуры на 20-0%.


Таким образом в результате проведённых работ было установлено, что все исследуемые бактериофаги обладали максимальной литической активностью в дозе 105 вирусных частиц в мл. Данная доза является стандартом для коммерческих препаратов бактериофагов и указывает на высокую эффективность штамма, в связи с чем все исследуемые бактериофаги были отобраны для дальнейших исследований.
3.2.2 Исследование спектра активности отобранных литических фагов по отношению к возбудителям нозокомиальных инфекций (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa), представляющих угрозу для заражения пациентов и персонала в медицинских учреждениях
Спектр активности бактериофагов оценивали по их способности лизировать различные бактериальные штаммы E. coli или P. aeruginosa при совместном культивировании.

Спектр литической активности бактериофагов E. coli определяли у 8 ранее отобранных штаммов: Ec.ph.ShS4, Ec.ph.PFK3, Ec.ph.ShS444, Ec.ph.ShS444K, Ec.ph.ShS3957, Ec.ph.ShS3992M, Ec.ph.ShS3992B, Ec.ph.ShS4231. В качестве тест-культур использовали 10 штаммов E. coli: 444, 753, 3774, 3957, 3992, 4231, 4238, 4320, 4325, 15597. Титр фаголизатов по Грациа составлял 108 вирусных частиц в мл, индекс мутности суточной бактериальных суспензий составлял 1 McF.

Количественное определение роста бактерий при совместном культивировании с бактериофагом проводили в микропланшетах на многоканальном спектрофотометре в течении 6 часов. 
В результате было установлено (таблица 7, приложение А, рисунок А.8), что наиболее широким литическим спектром обладал бактериофаг Ec.ph.ShS4, который полностью подавлял рост 6 штаммов E. coli. Бактериофаг Ec.ph.ShS3957 так же подавлял рост 6 штаммов E. coli, но рост E. coli 753 и 4231 данный бактериофаг подавлял не полностью, а на 30% и 50% соответственно. Бактериофаги Ec.ph.PFK3, Ec.ph.ShS444, Ec.ph.ShS3992M обладали средним спектром литической активности и подавляли рост 3 штаммов, бактериофаги Ec.ph.ShS3992B и Ec.ph.ShS4231 подавляли рост 2 штаммов E. coli. Наиболее штамм-специфичным из исследуемых оказался бактериофаг Ec.ph.ShS444К который подавлял рост только одного штамма E. coli на котором был выделен – E. coli 444. Рост 1 клинического штамма E. coli 3774 исследуемые бактериофаги не подавляли.
Таблица 7 – Спектр литической активности бактериофагов E. coli

	Штамм бактериофага E.coli
	Клинические штаммы E. coli

	
	444
	753
	3774
	3957
	3992
	4231
	4238
	4320
	4325
	15597

	Ec.ph.ShS4
	(*
	+++
	(
	(
	(
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	Ec.ph.PFK3
	(
	+++
	(
	(
	(
	+++
	(
	(
	+++
	(

	Ec.ph.ShS444
	+++
	(
	(
	++
	(
	(
	(
	++
	(
	(

	Ec.ph.ShS444K
	+++
	(
	(
	(
	(
	(
	(
	(
	(
	(

	Ec.ph.ShS3957
	+++
	+
	(
	+++
	(
	++
	(
	+++
	(
	+++

	Ec.ph.ShS3992M
	++
	(
	(
	+++
	+++
	(
	(
	(
	(
	(

	Ec.ph.ShS3992B
	++
	(
	(
	(
	+++
	(
	(
	(
	(
	(

	Ec.ph.ShS4231
	++
	(
	(
	(
	(
	+++
	(
	(
	(
	(

	* - +++ - подавление роста бактериальной культуры на 100-90%; ++ - подавление роста бактериальной культуры на 90-50%; + - подавление роста бактериальной культуры на 50-20%; ( - отсутствие подавления роста бактериальной культуры.


При изучении спектра литической активности бактериофагов P. aeruginosa использовали 8 отобранных штаммов бактериофагов (Ps.ph.ShS1, Ps.ph.ShS2, Ps.ph.PFK1, Ps.ph.PFK2, Ps.ph.PFK3, Ps.ph.PFK4, Ps.ph.SKS1, Ps.ph.SKS2) и 10 клинических штаммов P. aeruginosa (2968, 3088, 4012, 4122, 4232, 4285, 4305, 153С, 241, 10145). Титр по Грациа всех исследуемых фаголизатов составлял 108 вирусных частиц в мл, индекс мутности суточных бактериальных суспензий перед использованием доводили до значения 1 McF, что примерно составляло 3х108 клеток в мл.

Метод совместного культивирования и оценки динамики роста бактериальной культуры был аналогичным методу, используемому при изучении спектра литической активности бактериофагов E. coli.

В результате проведённых исследований было показано (таблица 8, приложение А, рисунок А.9), что из 8 отобранных бактериофагов P. aeruginosa наибольшим спектром литической активности обладал бактериофаг Ps.ph.ShS1, который на 100-50% подавлял рост 9 из 10 используемых штаммов P. aeruginosa. Бактериофаг Ps.ph.SKS2 в различной степени подавлял рост 8 штаммов P. aeruginosa, бактериофаг Ps.ph.PFK2 – 7 штаммов P. aeruginosa. Остальные бактериофаги подавляли рост от 30 до 100% 6 различных штаммов P. aeruginosa. Среди используемых бактериальных штаммов P. aeruginosa не было выявлено штамма, обладающего устойчивостью ко всем исследуемым бактериофагам P. aeruginosa.
Таблица 8 – Спектр литической активности бактериофагов P. aeruginosa
	Штамм бактериофага P. aeruginosa
	Клинические штаммы P. aeruginosa

	
	153C
	241
	2968
	3088
	4012
	4122
	4232
	4285
	4305
	10145

	Ps.ph.ShS1
	++*
	++
	(
	+++
	++
	+++
	+++
	+++
	+++
	+++

	Ps.ph.ShS2
	(
	++
	(
	(
	++
	+++
	+++
	+++
	++
	(

	Ps.ph.PFK1
	+
	(
	+++
	+++
	+ 
	+++
	+++
	(
	(
	(

	Ps.ph.PFK2
	(
	++
	(
	(
	+ 
	+++
	+++
	+++
	+
	+++

	Ps.ph.PFK3
	(
	++
	(
	(
	+ 
	+++
	+++
	+++
	+
	(

	Ps.ph.PFK4
	++
	(
	(
	++
	+ 
	+++
	+++
	(
	+ 
	(

	Ps.ph.SKS1
	(
	+++
	(
	(
	+++
	+++
	+++
	+
	++
	(

	Ps.ph.SKS2
	+++
	++
	(
	(
	+ 
	+++
	+++
	+++
	+
	+++

	* - +++ - подавление роста бактериальной культуры на 100-90%; ++ - подавление роста бактериальной культуры на 90-50%; + - подавление роста бактериальной культуры на 50-20%; ( - отсутствие подавления роста бактериальной культуры.


Таким образом проведённые исследования спектра активности литических фагов по отношению к различным штаммам E. coli и P. aeruginosa показали, что ни один из исследуемых штаммов бактериофагов не обладал способностью подавлять рост всех используемых бактериальных тест-культур. В свою очередь исследуемые бактериофаги обладали высокой активностью по отношению к определённым штаммам E. coli или P. aeruginosa, и способны были полностью подавлять рост до 9 тестовых штаммов бактерий. Поэтому в дальнейших исследованиях по разработке биопрепаратов обладающих антибактериальной активностью по отношению E. coli и P. aeruginosa, использовали смесь литических фагов (фаговый коктейль).
3.2.3 Разработка биопрепарата на основе отобранных литических фагов, обладающих антибактериальной активностью по отношению к Escherichia coli и Pseudomonas aeruginosa
Принимая во внимание тот факт, что отдельные штаммы бактериофагов обладают максимальной литической активностью по отношению только к определённым штаммам бактерий, при создании эффективных антибактериальных препаратов широкого спектра действия наиболее целесообразным является формирование смесей различных бактериофагов, так называемых фаговых коктейлей.   
В соответствии с календарным планом работ были разработаны и приготовлены биопрепараты на основе литических фагов, поражающих E. coli или P. aeruginosa. Полученные биопрепараты представляют собой коктейли фаголизатов содержащих различные штаммы бактериофагов. Для формирования коктейлей отбирали штаммы бактериофагов, обладающие высоким уровнем литической активности по отношению к нескольким штаммам E. coli или P. aeruginosa. 
При формировании фаговых коктейлей концентрация каждого штамма бактериофага составляла 108 вирусных частиц в мл. Приготовленные биопрепараты против патогенных E. coli или P. aeruginosa включали в свой состав по 8 ранее изученных штаммов бактериофагов соответствующих бактерий (таблица 9). 

Таблица 9 – Бактериофаги, включенные в состав разработанных биопрепаратов
	Бактериофаги в составе биопрепарата против патогенных E. coli.
	Бактериофаги в составе биопрепарата против патогенных P. aeruginosa.

	Ec.ph.ShS4
	Ps.ph.ShS1

	Ec.ph.PFK3
	Ps.ph.ShS2

	Ec.ph.ShS444
	Ps.ph.PFK1

	Ec.ph.ShS444K
	Ps.ph.PFK2

	Ec.ph.ShS3957
	Ps.ph.PFK3

	Ec.ph.ShS3992M
	Ps.ph.PFK4

	Ec.ph.ShS3992B
	Ps.ph.SKS1

	Ec.ph.ShS4231
	Ps.ph.SKS2


Литическую активность препарата, созданного на основе бактериофагов E. сoli определяли на 2 тест-культурах: E. coli 753 и E. coli 444. Количество вирусных частиц в биопрепарате определили методом Грациа. Было установлено, что 1 мл фагового коктейля содержал 108 вирионов. Индекс мутности суточных бактериальных суспензий составлял 1 McF, что примерно соответствовало 3х108 клеток в мл. Литическую активность фагового биопрепарата исследовали при 8 концентрациях – исходная концентрация биопрепарат и 7 последовательных 10-кратных разведений.

Количественное определение роста бактерий при совместном культивировании с биопрепаратом проводили в микропланшетах на многоканальном спектрофотометре в течении 6 часов. 
В результате проведённых исследований было установлено, что разработанный на основе бактериофагов E. coli препарат, на 90-100% подавлял рост тест-культуры E. coli 444 в концентрациях от исходной до 4-го 10-кратного разведения, что соответствовало дозе бактериофагов от 108 до 104 вирусных частиц в мл. В 5 – 7 разведении подавление роста E. coli 444 составляло 86-75%. Рост тест культуры E. coli 753 полностью подавлялся разработанным препаратом при всех исследуемых концентрациях в течении всего времени культивирования (рисунок 3).
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Рисунок 3 – Динамика роста бактериальных тест культур при совместном культивировании с различными концентрациями биопрепарата созданного на основе бактериофагов E. coli
При исследовании литической активности биопрепарата созданного на основе бактериофагов P. aeruginosa в качестве тест-культуры использовали штамм P. aeruginosa 342. Исходный титр биопрепарата по Грациа составлял 108 вирусных частиц в мл, индекс мутности суточной бактериальной суспензий - 1 McF. Дозы биопрепарата готовили в 8 концентрациях - исходная и 7 последовательных 10-кратных разведений.
Количественное определение роста бактерий при совместном культивировании с коктейлем бактериофагов P. aeruginosa проводили также, как и в случае изучении литической активности коктейля бактериофагов E. coli.
Было показано (рисунок 4), что биопрепарат созданный на основе бактериофагов P. aeruginosa на 90-100% подавлял развитие бактериальной тест культуры в концентрации от исходной до 3-го 10-кратного разведения, что соответствовало дозам от 108 до 105 вирусных частиц в мл. В остальных концентрациях исследуемый препарат обладал средним уровнем литической активности подавляя рост бактериальной тест-культуры на 22-63%.
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Рисунок 4 – Динамика роста бактериальных тест культур при совместном культивировании с различными концентрациями биопрепарата созданного на основе бактериофагов P. aeruginosa
В результате проведённых работ было показано что биопрепарат созданный на основе бактериофагов E. coli обладал максимальной литической активностью по отношению к обоим используемым тест культурам в дозах от 108 до 104 вирусных частиц в мл. Биопрепарат созданный на основе бактериофагов P. aeruginosa на 90% сдерживал рост P. aeruginosa 342 в дозах от 108 до 105 вирусных частиц в мл. 
Таким образом разработанные на основе коктейлей бактериофагов E. coli и P. aeruginosa биопрепараты обладали максимальной литической активностью в концентрациях 105 вирусных частиц в мл, что является стандартом для коммерческих фаговых препаратов и показывает их высокую антибактериальную активность достаточную для эффективной борьбы с патогенными штаммами бактерий E. coli и P. aeruginosa.
3.2.4 Изучение спектра активности разработанного биопрепарата на основе литических фагов для практического применения в целях снижения уровня обсеменённости Escherichia coli и Pseudomonas aeruginosa
Спектр литической активности разработанных биопрепаратов оценивали по их способности подавлять рост различных штаммов E. coli или P. aeruginosa.
Спектр активности биопрепарата созданного на основе коктейля бактериофагов   E. coli определяли на 9 клинических штаммах и 1 референсном штамме E. coli (444, 753, 3774, 3957, 3992, 4231, 4238, 4320, 4325, 15597). Титр вирусных частиц по Грациа в фаговом коктейле составлял 108 в 1 мл, индекс мутности суточных бактериальных культур перед использованием составлял 1 McF.
Количественное определение роста тестовых культур при совместном культивировании с коктейлем бактериофагов E. coli проводили в микропланшетах на многоканальном спектрофотометре в течении 6 часов. 

Было показано (приложение А, рисунок А.10), что биопрепарат созданный на основе коктейля бактериофагов E. coli способен полностью подавлять рост 9 из 10 используемых тест-культур E. coli на протяжении всего времени культивирования. Рост клинического штамма E. coli 3774 исследуемый биопрепарат практически не подавлял, что по-видимому связано с отсутствием в фаговом коктейле бактериофага который бы обладал способностью лизировать данный штамм бактерии.
Спектра литической активности биопрепарата, созданного на основе коктейля бактериофагов P. aeruginosa так же определяли на 9 клинических штаммах и 1 референсном штамме P. aeruginosa (153С, 241, 2968, 3088, 4012, 4122, 4232, 4285, 4305, 10145). Количество вирусных частиц по Грациа в исследуемом биопрепарате составляло 108 в 1 мл, индекс мутности суточных бактериальных суспензий перед использованием доводили до значения 1 McF.
Метод совместного культивирования и оценки динамики роста бактериальных культур был аналогичным методу, используемому при изучении спектра активности биопрепарата созданного на основе коктейля бактериофагов E. coli.

Было установлено (приложение А, рисунок А.11), что разработанный на основе коктейля бактериофагов P. aeruginosa биопрепарат полностью подавлял рост всех используемых тест-культур P. aeruginosa.
Таким образом в результате проведённых исследований было установлено, что разработанные на основе коктейлей бактериофагов биопрепараты способны полностью подавлять рост как минимум 9 клинических штаммов E. coli и 10 клинических штаммов P. aeruginosa, что обеспечивает данным биопрепаратам широкий спектр активности и как следствие высокую эффективность при практическом применении в целях снижения уровня обсеменённости патогенными E. coli и P. aeruginosa.
3.3 Изучение условий использования и хранения разработанных биопрепаратов, составление научно-технической документации на их производство и применение

3.3.1 Отработка оптимальных условий использования   разработанного биопрепарата на основе литических фагов для практического применения в целях снижения уровня обсемененности Escherichia coli и Pseudomonas aeruginosa
Эффективную дозу и способ нанесения препарата бактериофагов (коктейля) определяли на модели сплошного газона бактериальной тест-культуры. В качестве тест-культур использовали штаммы бактерий E. coli 753 и P. aeruginosa 342 для коктейля фагов E. coli и коктейля фагов P. aeruginosa соответственно. Коктейли бактериофагов тестировали в 8 различных дозах, от исходной до 7 последовательных 10-кратных разведений, при использовании 2-ух способов нанесения (распыление на поверхность агара при помощи пульверизатора, покрытие поверхности агара тонким слоем коктейля). Эффективность исследуемой дозы и способа нанесения коктейля оценивали по количеству КОЕ после посева собранных смывов. Каждый эксперимент повторяли 3 раза.
Было установлено, что коктейль бактериофагов E. coli в дозе от 108 до 105 вирусных частиц в 1 мл полностью лизирует тест-культуру на поверхности питательного агара, так как после посева смывов с данного агара рост КОЕ на фиксировали. При посеве смывов с агара обработанного коктейлем бактериофагов в дозе 104 - 102 вирусных частиц в 1 мл наблюдали рост единичных КОЕ. После обработки агара фаговым коктейлем в дозе 101 вирусных частиц в 1 мл наблюдали рост многочисленных КОЕ. Литическая активность исследуемого коктейля не зависела от способа нанесения (таблица 10).
Таблица 10 – Рост КОЕ бактериальных тест-культур после посева смывов с питательного агара обработанного коктейлем бактериофагов E. coli
	Способ нанесения
	Концентрация коктейля, вирусных частиц/мл

	
	108
	107
	106
	105
	104
	103
	102
	101

	Распыление на поверхность
	(*
	(
	(
	(
	+
	+
	++
	+++

	Нанесение тонким слоем на поверхность
	(
	(
	(
	(
	+
	+
	++
	+++

	* ( - отсутствие КОЕ; + - наличие 1 – 10 КОЕ; ++ - наличие 10 – 20 КОЕ; +++ - более 20 КОЕ 


При определении эффективной дозы и способа нанесения коктейля бактериофагов P. aeruginosa было показано, что в дозах 108 - 106 он полностью лизировал бактериальную тест культуру на поверхности обработанного агара, не приводя к росту КОЕ после посева смывов.  После посевов смывов с агара обработанного коктейлем в дозе 105 – 102 наблюдали рост единичных КОЕ. Обработка агара коктейлем бактериофагов P. aeruginosa в дозе 101 приводил к росту многочисленных единичных колоний. Как и в случае с коктейлем бактериофагов E. coli, способ нанесения коктейля на поверхность не влиял на его литическую активность (таблица 11).
Таблица 11 – Рост КОЕ бактериальных тест-культур после посева смывов с питатаельного агара обработанного коктейлем бактериофагов P. aeruginosa
	Способ нанесения
	Концентрация коктейля, вирусных частиц/мл

	
	108
	107
	106
	105
	104
	103
	102
	101

	Распыление на поверхность
	(*
	(
	(
	+
	+
	+
	++
	+++

	Нанесение тонким слоем на поверхность
	(
	(
	(
	+
	+
	+
	++
	+++

	* ( - отсутствие КОЕ; + - наличие 1 – 10 КОЕ; ++ - наличие 10 – 20 КОЕ; +++ - более 20 КОЕ


В результате проведённых исследований было установлено, что оптимальной концентрацией для практического применения разработанных биопрепаратов является концентрация от 106 до 108 вирусных частиц в 1 мл.  Данная концентрация позволяет полностью элиминировать чувствительные бактерии с обработанной поверхности. Показано, что при распылении исследуемых коктейлей бактериофагов на обрабатываемую поверхность их литическая активность остаётся такой же, как и при полном покрытии поверхности тонким слоем. Поэтому с практической точки зрения к применению рекомендуется метод распыления.
3.3.2 Изучение стабильности разработанного биопрепарата на основе литических фагов
В соответствии с календарным планом работ было проведено изучение стабильности антибактериальных биопрепаратов созданных на основе коктейлей литических штаммов бактериофагов E. coli и P. aeruginosa в условиях хранения. 
Хранение полученных биопрепаратов осуществляли тремя способами: 
1) хранение в стерильных условиях при комнатной температуре, 
2) хранение в стерильных условиях при +4…+8° С, 
3) хранение в лиофилизированном состоянии с добавлением стабилизационной среды (0,8М раствор сахарозы).
Стабильность биопрепаратов определяли по сохранности уровня их литической активности. Литическую активность биопрепаратов оценивали по их способность на 100% подавлять рост бактериальной тест-культуры. В качестве тест-культур использовали штаммы бактерий E. coli 753 и P. aeruginosa 342 для коктейля фагов E. coli и коктейля фагов P. aeruginosa соответственно. Каждый фаговый коктейль тестировали в 8 различных концентрациях, от исходной до 7 последовательных 10-кратных разведений. Индекс мутности бактериальной суспензии перед использованием доводили до значения 1 McF, что примерно составляло 3х108 кл в мл. Активность биопрепаратов при всех используемых методах хранения определяли через каждый месяц на протяжении 8 месяцев хранения.   

 Количественное определение роста бактерий при совместном культивировании с биопрепаратами проводили в микропланшетах на многоканальном спектрофотометре в течении 8 часов.

В результате проведённых исследований было показано (рисунок 5), что свежеприготовленный биопрепарат созданный на основе коктейля бактериофагов E. coli на 100% подавлял рост бактериальной тест культуры при концентрации 10 вирусных частиц в 1 мл. Аналогичная литическая активность у биопрепарата сохранялась после 8 месяцев хранения в стерильных условиях при 4…8° С. Хранение коктейля бактериофагов в стерильных условиях при комнатной температуре позволило сохранить его максимальную литическую активность в течении первых 3 месяцев. Далее каждый месяц хранения активность падала на 1 lg и после 8 месяцев хранения при комнатной температуре 100% подавление роста бактериальной тест-культуры наблюдали при концентрации 106 вирусных частиц в 1 мл. Лиофилизации биопрепарата снизила его литическая активность на 3 lg и составила 104 вирусных частиц в 1 мл, при этом данный уровень литической активности лиофилизированного биопрепарата сохранялся на протяжении всего срока хранения.
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Рисунок 5 – Концентрация вирусных частиц в коктейле бактериофагов E. coli при которой происходит полное подавление роста бактериальной тест-культуры в зависимоти от срока и метода хранения
Коктейль бактериофагов P. aeruginosa полностью подавлял рост бактериальной тест культуры при концентрации 105 вирусных частиц в 1 мл. После 8 месяцев хранения при 4…8° С литическая активность фагового коктейля оставалась на прежнем уровне. При хранении коктейля бактериофагов P. aeruginosa при комнатной температуре максимальная литическая активность сохранялась в течении первых 3 месяцев, в следующие 3 месяца хранения литическая активность упала на 1lg, оставшиеся 2 месяца хранения ещё на 1lg. В итоге, после 8 месяцев хранения биопрепарата, созданного на основе коктейля бактериофагов P. aeruginosa 100% подавление роста бактериальной тест-культуры фиксировали при концентрации 107 вирусных частиц в 1 мл. После лиофильного высушивания литическая активность коктейля бактериофагов P. aeruginosa от максимальной снизилась на 2 lg и оставалась такой на протяжении всего срока хранения (рисунок 6).
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Рисунок 6 – Концентрация вирусных частиц в коктейле бактериофагов P. aeruginosa при которой происходит полное подавление роста бактериальной тест-культуры в зависимоти от срока и метода хранения.
Таким образом было установлено, что хранение приготовленных коктейлей бактериофагов E. coli и P. aeruginosa в стерильных условиях в оптимальной дозе при 4…8° С или лиофильном высушивании полностью сохраняет их первоначальный уровень литической активность. Однако лиофильное высушивание фаговых коктейлей, с добавлением в качестве стабилизационной среды 0,8М раствора сахарозы требует, чтобы доза фагов в препарате превышала 102-103 вирусных частиц. Хранение коктейлей бактериофагов в исходном состоянии при комнатной температуре постепенно снижало их литическую активность, в следствии чего данный метод хранения не рекомендуется.
3.3.3 Разработка научно-технической документации на производство разработанного биопрепарата на основе литических фагов
В соответствии с календарным планом работ были разработаны стандарты организации на производство 2 биопрепаратов: «Коктейль бактериофагов E. coli» и «Коктейль бактериофагов P. aeruginosa» (приложение Б)
3.3.4 Разработка научно-технической документации на производство разработанного биопрепарата на основе литических фагов

В соответствии с календарным планом работ были разработаны инструкции по изготовлению и временные наставления по применению на 2 биопрепарата: «Коктейль бактериофагов E. coli» и «Коктейль бактериофагов P. aeruginosa» (приложения В, Г).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На основании данных полученных после выполнения запланированных исследований были сделаны следующие основные выводы:

Для определения литической активности фагов создана коллекция стандартных и клинических штаммов E. coli и P. aeruginosa.

Показано, что бактериофаги E. coli и P. aeruginosa в основном относятся к трем семействам порядка Caudovirales: Myoviridae, Podoviridae и Siphoviridae. При помощи метагеномного анализа показано, что наиболее широким разнообразием бактериофагов E. coli и P. aeruginosa обладают объекты окружающей среды с неблагополучной санитарной обстановкой.

Из санитарно-неблагополучных объектов окружающей среды было осуществлён отбор 5 образцов почвы и 5 образцов воды. Из отобранных образцов было выделено 12 штаммов бактериофагов лизирующих E. coli: Ec.ph.PS, Ec.ph.PR, Ec.ph.ShS4, Ec.ph.ShS444, Ec.ph.ShS444K, Ec.ph.ShS3957, Ec.ph.ShS3992M, Ec.ph.ShS3992B, Ec.ph.ShS4231, Ec.ph.SKS6, Ec.ph.SKS8, Ec.ph.PFK3, и 8 штаммов бактериофагов лизирующих P. aeruginosa: Ps.ph.ShS1, Ps.ph.ShS2, Ps.ph.PFK1, Ps.ph.PFK2, Ps.ph.PFK3, Ps.ph.PFK4, Ps.ph.SKS1, Ps.ph.SKS2.
Установлено, что все выделенные штаммы бактериофагов обладали титром от 106 до 109 вирусных частиц на 1 мл, и уровнем литической активности, от 10-5 до 10(8. По морфологическим признакам вирусных частиц все выделенные штаммы можно отнести к порядку Caudovirales, 9 из них к семейству Myoviridae и 11 к семейству Siphoviridae.

Штаммы бактериофагов были определены на хранение в коллекцию ТОО «Научно-производственный центр микробиологии и вирусологии», составлено их описание и создана библиотека бактериофагов, которая позволяет систематизировать и быстро отбирать необходимые для определённых исследований штаммы бактериофагов.

Установлено, что все исследуемые бактериофаги обладали максимальной литической активностью в дозе 105 вирусных частиц в мл. 
Выявлен спектр литической активности исследуемых бактериофагов. Показано, что ни один из исследуемых штаммов бактериофагов не обладал способностью подавлять рост всех используемых бактериальных тест-культур. Исследуемые бактериофаги обладали высокой активностью по отношению к определённым штаммам E. coli или P. aeruginosa, и способны были полностью подавлять рост до 9 тестовых штаммов бактерий. Поэтому для дальнейших исследований были созданы смеси литических фагов, так называемые фаговые коктейли.
Установлено, что разработанные на основе коктейлей бактериофагов E. coli и P. aeruginosa биопрепараты обладали максимальной литической активностью в концентрациях 105 вирусных частиц в мл, что является стандартом для коммерческих фаговых препаратов и показывает их высокую антибактериальную активность достаточную для эффективной борьбы с патогенными штаммами бактерий E. coli и P. aeruginosa.
Установлено, что разработанные на основе коктейлей бактериофагов биопрепараты способны полностью подавлять рост 90% используемых в исследованиях штаммов E. coli и P. aeruginosa.
Установлено, что эффективной дозой для практического применения разработанных биопрепаратов является 106 – 108 вирусных частиц в 1 мл.  Данная концентрация позволяет полностью элиминировать чувствительные бактерии с обработанной поверхности. Показано, что при распылении исследуемых коктейлей бактериофагов на обрабатываемую поверхность их литическая активность остаётся такой же, как и при полном покрытии поверхности тонким слоем. Поэтому с практической точки зрения к применению рекомендуется метод распыления.
Установлено, что хранение приготовленных коктейлей бактериофагов E. coli и P. aeruginosa в стерильных условиях при 4…8° С или лиофильном высушивании полностью сохраняет их первоначальный уровень литической активность. Однако лиофильное высушивание фаговых коктейлей, с добавлением в качестве стабилизационной среды 0,8М раствора сахарозы требует, чтобы доза фагов в препарате превышала 102-103 вирусных частиц. Хранение коктейлей бактериофагов в исходном состоянии при комнатной температуре постепенно снижало их литическую активность, в следствии чего данный метод хранения не рекомендуется.

Разработаны пакеты нормативно технической документации, состоящий из «Стандарт организации на коктейль бактериофагов E. coli», «Стандарт организации на коктейль бактериофагов P. aeruginosa», «Инструкция по изготовлению и контролю коктейля бактериофагов E. coli», «Инструкция по изготовлению и контролю коктейля бактериофагов P. aeruginosa», «Наставление по применению коктейля бактериофагов E. coli», «Наставление по применению коктейля бактериофагов P. aeruginosa»
По результатам проведённых исследований опубликовано 15 научных работ, 3 из которых в изданиях, индексируемых в базах данных Web of Science и Scopus (приложения Д, Е). 
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ПРИЛОЖЕНИЕ А

Дополнительные рисунки к отчёту
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Разведение исходного фаголизата 10-7
Рисунок А.1 – Зоны лизиса, образованные выделенными бактериофагами E. coli
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Разведение исходного фаголизата 10-7.

Рисунок А.2 – Зоны лизиса, образованные выделенными бактериофагами P. aeruginosa
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Рисунок А.3 – Фотографии электронной микроскопии выделенных штаммов бактериофагов E. coli
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Рисунок А.4 – Фотографии электронной микроскопии выделенных штаммов бактериофагов E. coli
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Рисунок А.5 – Фотографии электронной микроскопии выделенных штаммов бактериофагов P. aeruginosa
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Рисунок А.6 – Влияние бактериофагов в различных концентрациях на роста тест-культур E. coli 
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Рисунок А.7 - Влияние бактериофагов в различных концентрациях на роста тест-культур P. aeruginosa
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Рисунок А.8 - Динамика роста различных штаммов E. coli в присутствии исследуемых бактериофагов
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Рисунок А.9 - Динамика роста различных штаммов P. aeruginosa в присутствии исследуемых бактериофагов
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Рисунок А.10 - Динамика роста различных штаммов E. coli в присутствии биопрепарата созданного на основе коктейля бактериофагов E. coli
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Рисунок А.11 - Динамика роста различных штаммов P. aeruginosa в присутствии биопрепарата созданного на основе коктейля бактериофагов P. aeruginosa
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Kasakeran PecnyGinkacs: oHepTaGLICTaps! MeMiekeTTik Tisinimine Tipkey kyHi /
Jlara perncrpauii 5 FocyiapeTseHHoM peectpe n3oopetenn PecnyGauki

Kasaxcrai / Date of the registration in the State Register of Inventions of the H
Republic of Kazakhstan: 21.01.2019 >

(54)  Tlomnsepases Ti30eKTi PeAKUNA APKLITSI CYTH YALIEpICH BUPYCTapibl aHMIKTAYFA apHaiFaH mpaitvepiiep
RHBIHTHITET ,

| Habop npaiivepo A1 0GHapysKCHHA BHPYCOB B BOIHBIX OBPASIAX METOOM HOTHMepa3HO emHolf peakiyii
Set of primers for detection of viruses in water samples by polymerase chain reaction method

(73)  Borosmrencuii Anapeit Tlanmmiosis (KZ); Anexciox Mammna CanapGacoia (KZ); Anexciok Masen
Tennabesits (KZ); Typmarauterosa Albiai Casuprarosna (KZ); Bepesun Branuwnp dneasapois (KZ) 2
Bogoyavlenskiy Andrey Pavlinovich (KZ); Aleksyuk Madina Saparbayevna (KZ); Aleksyuk Pavel Gennadyevich (KZ);
Turmagambetova Aizhan Sabirzhanovna (KZ); Berezin Vladimir Eleazarovich (KZ)

(72) Borossaenckitii Auxpeit Iasnuiion (KZ) Bogoyavlenskiy Andrey Pavlinovich (KZ) o
Auexciox Maawtia CanapGacaria (KZ) Aleksyuk Madina Saparbayevna (KZ) 7
Anexciok Ilasen Tentaabean (KZ) Aleksyuk Pavel Gennadyevich (KZ) &
‘TypwaravGetona Alisan CabupianosHa (KZ) ‘Turmagambetova Aizhan Sabirzhanovna (KZ) S
Bepesut Braxivup Ineazapoiy (KZ) Berezin Vladimir Eleazarovich (KZ)

«YATTBIK 3HATKEPAIK MenuwiK HHCTHTYTH PMK aipeiczopst
Jlipextop PITT cHaumoHans i WHCTITYT HHTETEKTYATbHON COBCTBEHHOCTIN
Director of RSE «National institute of intellectual property»
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