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Бактериофаги группы Т5, инфицирующие большое количество видов и штаммов энтеробактерий,
являются удобными объектами для получения терапевтических фаговых препаратов с широкой
специфичностью. В данной работе рассматриваются особенности биологии фагов, родственных Т5,
позволяющие им инфицировать широкий спектр штаммов бактерий, несмотря на весьма ограни-
ченное количество известных белков – рецепторов фага. Способность бактериофагов специфиче-
ски распознавать О-антиген бактерии значительно расширяет способность фага к инфекции и по-
вышает ценность фагов группы Т5 для фаготерапии.
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T5-подобные бактериофаги являются пер-
спективными кандидатами в качестве агентов для
фаговой терапии инфекций, вызываемых энте-
робактериями. Их частицы устойчивы к различ-
ным условиям окружающей среды, а сами фаги
не имеют генов потенциальных факторов пато-
генности, являются вирулентными и обладают
широким хозяйским спектром (Sváb et al., 2018). В
недавних исследованиях было предложено не-
сколько T5-подобных бактериофагов в качестве
потенциальных кандидатов для использования
против различных патогенных видов сем. Entero-
bacteriaceae, включая Salmonella enterica serovar Ty-
phimurium (Grover et al., 2015; Piya et al., 2015),
штаммы Escherichia coli O157:H7 (Niu et al., 2012),
с перспективными результатами применения
T5-подобного бактериофага CEV2 в комплексе с
T4-подобным фагом CEV1 in vivo, полученными
на овцах (Raya et al., 2011).

Установленными конечными рецепторами
фага Т5 и родственных ему бактериофагов явля-
ются крупные трансмембранные белки-транс-
портеры внешней мембраны энтеробактерий,
участвующие в переносе ионов d-металлов (желе-
за, кобальта) в составе белковых и порфириновых
комплексов – BtuB, FhuA и FepA (McCorquodale,

Warner, 1988). За распознавание этих рецепторов
и связывание с ними отвечает вирионный белок
pb5 (Flayhan et al., 2012). Целью работы была экс-
периментальная оценка способности бактерио-
фагов группы Т5 к инфекции широкого спектра
различных штаммов и видов энтеробактерий,
благодаря способности этих фагов распознавать
различные серотипы бактериального О-антигена
и различные белки внешней мембраны. В связи с
ограниченным числом известных конечных кле-
точных рецепторов, узнаваемых фаговым белком
pb5, для фагов группы Т5 особую актуальность
приобретают исследования природного биораз-
нообразия Т5-подобных фагов с целью поиска
новых типов pb5, узнающих другие рецепторы, и
идентификация этих рецепторов.

Культивирование бактерий и бактериофагов,
включая определение титров фага, проводили
классическими методами, описанными в работе
(Golomidova et al., 2016). Выделение и анализ ли-
пополисахаридов бактерий проводили методом
ферментативного лизиса и окрашивания сереб-
ром в геле, описанном в работе (Kulikov et al.,
2019). Для биоинформатического анализа были
использованы программы пакета DNAStar Laser-
gene.

КРАТКИЕ
СООБЩЕНИЯ
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На основе анализа аминокислотных последо-
вательностей рецептор-узнающего белка pb5 бак-
териофагов, родственных Т5, нами было постро-
ено филогенетическое дерево (рис. 1), состоящее
из восьми основных кластеров, предположительно
соответствующих бактериофагам с предположи-
тельно различными типами узнаваемого конечно-
го рецептора. Это группа фагов Т5 (рецептор
FhuA), BF23 (BtuB), H8 (FepA), группа, состоя-
щая из фагов Proteus и Providencia и группа из фа-
гов Klebsiella. В кластер фага H8 входит также и
недавно описанный нами Т5-подобный бакте-
риофаг Gostya9 (Golomidova et al., 2018). Рецептор
этого фага пока не идентифицирован, но по име-
ющимся косвенным данным он может отличаться
от белка FepA. Рецепторы последних двух групп
также пока не известны. Несмотря на наблюдаемую
кластеризацию, нет полной уверенности, что типов
узнаваемых последовательностей действительно

восемь, так как, например, достаточно удаленные
друг от друга бактериофаги BF23 и DT57C/DT571/2
узнают один и тот же конечный рецептор – BtuB.
При этом нужно отметить, что последовательно-
сти распознаваемых Т5-подобными фагами бел-
ков весьма консервативны у энтеробактерий
(данные не приведены). Поэтому нескольких ва-
риантов специфичности к конечному рецептору,
вероятно, должно быть достаточно для успешной
инфекции подавляющего большинства штаммов,
особенно для такого вида, как E. coli.

Слой O-АГ, находящийся на поверхности бакте-
риальной клетки, эффективно экранирует поверх-
ность внешнего листка мембраны с конечными ре-
цепторами от проникновения вируса (Broeker, Bar-
birz, 2017). Поэтому первичный и обратимый этап
взаимодействия фага с клеткой обычно включает
в себя транзитное взаимодействие белков адсорб-
ционного аппарата фага с О-антигеном. Ранее мы

Рис. 1. Филогенетическое дерево аминокислотных последовательностей рецептор-узнающего белка pb5 различных
бактериофагов группы Т5 (программа MegAlign, алгоритм neighbor-joining). Цветом выделены типовые представители
отдельных кластеров.
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показали, что выделенные нами T5-подобные
бактериофаги DT57C и DT571/2 осуществляют
такое взаимодействие с поверхностью клетки за
счет разветвленных латеральных хвостовых фиб-
рилл (lateral tail fibers, LTF), выполняющих функ-
цию распознавания поверхностного О-антигена
(ОПС) клетки бактерии-хозяина (Golomidova
et al., 2016). Эти фибриллы состоят из двух белков –
LtfA и LtfB. Мишенями для рецептор-узнающих
доменов белков LtfA бактериофагов DT57C и
DT571/2 являются О-полисахариды штаммов
E. coli 4s – O22-подобные (для фага DT57C) или
HS1/2 серотипа O87 (для фага DT571/2), а для
белка LtfB – О-полисахарид серотипа О81 штам-
ма HS3-104 (для обоих фагов).

Структура О-антигена может достаточно
быстро изменяться благодаря различным мутаци-
ям и адаптациям белков, отвечающих за синтез
О-антигена, что позволяет бактериям лучше при-
спосабливаться к существующему селективному
давлению (DebRoy et al., 2018). По существующим
на сегодня данным рецептор-узнающие домены
LTF Т5-подобных фагов специфичны по отноше-
нию к одному серотипу О-АГ, либо по отношению
к нескольким, очень близким в структурном отно-
шении. Это ограничивает спектр хозяев каждого
конкретного фага и затрудняет задачу разработки
систем инженерии спектра хозяев на основе
Т5-подобных фагов. Мы исследовали шесть выде-
ленных нами T5-подобных фагов на способность
инфицировать различные штаммы энтеробактерий
(64 штамма, выделенных из фекалий лошади и дру-
гих природных объектов). Набор из шести бакте-
риофагов (T5, DT57C, DT571/2, Gostya9, Shivani,
CF17) оказался способен лизировать 30% иссле-
дованных бактериальных штаммов. В результате
работы было показано, что T5-подобные бакте-
риофаги способны к специфическому распозна-
ванию различных серогрупп О-АГ энтеробакте-
рий. Так, бактериофаг DT751/2 лизировал шесть
штаммов E. coli (два из них серогрупп O87 и O81),
DT57C – пять штаммов E. coli (два из них O22 и
O81), CF17 – один штамм E. coli, два штамма Cit-
robacter spp., Shivani – один штамм Salmonella en-
terica, два штамма E. coli, T5 – два штамма E. coli,
Gostya9 – 1 штамм E. coli (серогруппа О28).

Бактериофаг PM135 (GenBank NC_042090.1),
также родственный Т5, был изолирован из сточ-
ных вод с использованием выделенного в клини-
ке бактериального штамма Proteus mirabilis.
Спектр штаммов-хозяев бактериофага был опре-
делен с использованием штаммов Proteus spp.
(P. mirabilis, P. vulgaris, P. penneri). В результате было
выявлено, что бактериофаг PM135 способен раз-
множаться на 7 штаммах из 32 протестированных
(данные не приведены). Из трех видов Proteus spp.
фаг был не способен инфицировать только P. pen-
neri, инфицировал же, преимущественно, штаммы
P. mirabilis. Бактериофаг PM135 обладает нераз-

ветвленной латеральной хвостовой фибриллой
(LTF; FDJ15_gp021) и рецептор-связывающим
белком (pb5; FDJ15_gp003).

Судя по тому, что известных и предположи-
тельных вариантов фаговых конечных рецепто-
ров оказывается весьма ограниченное количество,
основным механизмом, лимитирующим фаговую
инфекцию в случае Т5-подобных бактериофагов,
оказывается экранирование поверхности клетки
О-АГ. Ранее было показано, что бактериофаг Т5
специфически распознает полиманнозные О-АГ
серогрупп О8 и О9, при этом в распознавании
участвуют LTF (Heller, Braun, 1982). Для выделен-
ных нами бактериофагов DT57C и DT571/2 была
показана специфичность фагов с разветвленны-
ми LTF к трем различным вариантам О-АГ, при
этом каждый компонент разветвленной фибрил-
лы связывался с определенным вариантом О-АГ
(Golomidova et al., 2016).

Для чувствительных к фагу штаммов нами был
проведен анализ фракции липополисахаридов с
помощью электрофореза в ДСН-ПААГ, результа-
ты которого указывают на различия в паттернах
подвижности ЛПС у бактерий, чувствительных к
одному фагу (рис. 2). Таким образом, гипотеза о
возможной полиспецифичности фаговых LTF
получает экспериментальную поддержку. Обнару-
женная нами способность бактериофагов группы
Т5 специфически распознавать широкий спектр
О-АГ бактерий кишечной группы и преодолевать
барьер О-АГ указывает на то, что от фагов этой
группы можно ожидать высокой эффективности
при терапевтическом применении. Наличие в
структуре вириона Т5-подобных фагов различ-
ных вариантов LTF, способных распознавать раз-
нообразные варианты О-АГ, открывает возможно-
сти для направленного изменения специфичности
бактериофагов группы Т5. Понимание принципов
и характера взаимодействий, определяющих эф-
фективность неспецифической защиты клеток
бактерий от фагов, а также знание стратегий, кото-
рые фаги используют для преодоления этой за-
щиты, позволит разработать требования к составу
эффективных терапевтических коктейлей бакте-
риофагов, а также выработать подходы к усиле-
нию действия фаговых препаратов.
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Рис. 2. Электрофореграммы липополисахаридов различных штаммов E. coli, поддерживающих рост бактериофагов
группы Т5. Дорожки 1–3 – бактериофаг Shivani (штаммы SE147, A16, A13); 4–6 – бактериофаг CF17 (штаммы 1772,
1955, 2847); 7–8 – бактериофаг DT571/2 (штаммы HS1/2 (серогруппа O87), A11); 9–13 – бактериофаги DT571/2 и
DT57C (A18, HS3/104, M21, M24, P1); 14 – бактериофаг DT57C (4S (O22-подобный серотип)); 15 – бактериофаг
Gostya9 (штаммы F5 (серогруппа O28)); 16–17 – бактериофаг T5 (штаммы S1, S3). Видно, что паттерны ЛПС штам-
мов, инфицируемых одним и тем же фагом, способны значительно различаться.
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Abstract—The T5 group bacteriophages, which infect a number of enterobacterial species and strains, are
convenient objects for obtaining therapeutic phage preparations with broad specificity. The present work con-
siders the biological properties of T5-related phages responsible for their ability to infect a broad spectrum of
bacterial strains in spite of a limited number of known phage receptor proteins. Ability of bacteriophages to
recognize bacterial O-antigens specifically enhances their capacity for infection and increases the therapeutic
potential of the T5 phages.
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