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Аннотация. В лаборатории анализа метагеномов получены мутанты Escherichia сoli BW25113, устойчивые 
к инфекции фагом T7, обладающие мукоидным (слизистым) фенотипом и являющиеся объектами данного 
исследования, цель которого определить механизм приобретения ими устойчивости к бактериофагам. Сформированы 
задачи проведения полногеномного высокопроизводительного секвенирования обнаруженных мутантов 
с последующей обработкой данных, проанализированных на основе методов биоинформатического анализа, 
заключающихся в поиске геномных вариантов исследуемых штаммов с помощью программного обеспечения 
bowtie2 и SNP calling, предсказании значимости этих геномных вариантов с использованием IGV-browser, 
предсказании функций геномных локусов с привлечением открытых баз данных EcoCyc и NCBI. Обнаружены 
и изучены с опорой на ранее опубликованные научные работы мутации в локусах генов igaA, RcsC, yjbF, yjbG, 
yjbH, затрагивающие компоненты каскада передачи сигнала Rcs – основного регулятора экспрессии генного 
кластера yjbEFGH, ответственного за синтез колановой кислоты. Доказано, что обнаруженная устойчивость 
возникла в ходе отбора мутантов, образующих колановую капсулу, предотвращающую адсорбцию фаговых 
частиц за счет создания физического барьера перед фаговым рецептором на поверхности клетки. Генетические 
скрининги, масштабируемые на новые комбинации атак фагов на бактерии, очень ценны для более глубокого 
понимания путей заражения фагов и фенотипов, и генотипов устойчивости к ним. В настоящее время общее 
понимание механизмов устойчивости бактерий к фагам остается ограниченным, и данная работа посвящена 
устранению пробелов в этом разделе науки.  
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Abstract. In the laboratory of metagenome analysis there were obtained Escherichia coli BW25113 mutants resistant 
to infection with the T7 phage and possessing a mucoid phenotype. Tasks were set in carrying out whole genome 
sequencing of mutants and their further bioinformatic processing on the basis of bioinformatic analysis in order to determine 
the mechanism of acquiring resistance to bacteriophages. Bioinformatic analysis included searching genome variants 
for the strains under investigation by Bowtie2 and SNP calling software, prediction the importance of genome variants 
by IGV-browser, and predicting functions of the variants by the use of EcoCyc and NCBI open databases. As a result, 
mutations in the locus of genes igaA, RcsC, yjbF, yjbG, and yjbH affecting the components of the Rcs signal transmission 
cascade, the main regulator of the expression of the yjbEFGH gene cluster, responsible for the synthesis of colanic acid, 
were detected taking into account the results of previous research. Thus, it was proved that the discovered resistance arose 
during the selection of mutants forming a colane capsule that prevents the adsorption of phage particles by creating a physical 
barrier in front of the phage receptor on the cell surface. Genetic screenings adjusted to new combinations of phage attacks 
on bacteria are of great importance to get an insight into the ways of phages’ and phenotypes’ infecting and resistance 
genotypes. Currently, the insight into the reasons of bacteria resistance to phages is insufficient, therefore, the paper is aimed 
at filling the gap. 
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Введение 
Вирусы бактерий или бактериофаги (фаги) являются паразитами бактерий и играют важную роль 

в регуляции численности этих организмов. Фаги представляют собой наиболее распространенные 
биологические объекты на Земле и влияют на состав и структуру микробных сообществ. Таким образом, 
фаговая инфекция прямо или косвенно затрагивает циклы обмена питательных веществ в окружающей 
среде, биопродукцию и здоровье человека и животных. Эволюционная гонка между фагами и бактериями 
является одной из движущих сил изменения этих сообществ и источником возникновения новых 
молекулярных механизмов защиты и контрзащиты [1].  

Для более глубокого понимания способов взаимодействия фагов и бактерий, а также формирования 
фенотипов устойчивости проводятся всесторонние генетические скрининги, успешно генотипирующие 
известные рецепторы и другие факторы, важные для инфекции. Такие исследования в масштабе генома 
обладают уникальным потенциалом для выявления разнообразных механизмов резистентности [1, 2]. 
На данный момент известно свыше ста молекулярных систем защиты бактерий от вирусов, 
предотвращающих инфекцию на разных этапах развития вируса, начиная от блокировки адсорбции 
фага и заканчивая деградацией фагового генома в ходе второго цикла инфекции соседних клеток. 

Миллиарды лет коэволюции привели к разработке широкого спектра стратегий атаки и защиты, 
используемых вирусами и бактериями. Гены, связанные с фаговой резистентностью, могут составлять 
до 10% микробного генома [3]. Отдельный бактериальный геном может содержать несколько 
областей защиты. Часто в их состав входят мобильные генетические элементы, способствующие 
экстенсивному горизонтальному переносу генов защитных систем [4, 5].  

 
Рисунок 1 – Антифаговые механизмы на разных стадиях жизненного цикла фага [8] 

Figure 1. Anti-phage mechanisms at different stages of the phage life cycle [8] 
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Раннее открытие систем защиты фагов было связано с селекцией фагорезистентных штаммов 
и характеристикой их специфических признаков. Недавнее увеличение доступности геномных данных 
и применение подходов биоинформатики значительно расширили данную область, позволив 
постоянно прогнозировать появление новых кластеров генов защиты от фагов. Так систематический 
анализ всех белковых доменов базы данных pfam, обнаруженных на фаговорезистентных участках 
в микробном пангеноме, привел к предсказанию почти 300 семейств генов, которые были представлены 
вокруг известных защитных генов. Это привело к валидации десятка новых типов противовирусных 
систем [6, 7]. Наиболее хорошо изученные из них представлены на рисунке 1, 2 и 3. 

 
Рисунок 2 – Общее описание стратегий бактериальной защиты, нацеленных на различные стадии 

жизненного цикла вируса [9] 
Figure 2. General description of microbiological protection strategies aimed at different stages of the virus life cycle [9] 

a | Рестрикция-модификации (R-M) и другие родственные системы модифицируют специфические 
последовательности в геноме бактерии и расщепляют немодифицированные, т. е. чужеродные. 

b | CRISPR–Cas работают в две основные фазы: первая – адаптация, когда комплекс белков Cas 
управляет получением новых бактериофаговых спейсеров; вторая – взаимодействие, когда белки Cas 
в комплексе с полученной из спейсера CRISPR-РНК (crRNA) нацеливаются на фаговые нуклеиновые 
кислоты и разрушают их.  

c | Химическая защита была описана у Streptomyces spp., у которых бактерии продуцируют 
небольшую антифаговую молекулу, которая интеркалируется в фаг ДНК и подавляет ее репликацию.  

d | Система абортивного иммунитета. Совместно с кодируемыми фагом холинами и лизинами 
фага Phi31, AbiZ из Lactococcus lactis ускоряют лизис до завершения сборки фага. При экспрессии 
фагового белка T4 Gol белок Escherichia coli Lit ингибируют трансляцию посредством расщепления 
фактора элонгации EF-Tu. Белок E. coli RexA распознает специфический ДНК-белковый комплекс, 
образованный λ-фагом, и активирует RexB, ионный канал, который деполяризует мембрану, приводя 
к гибели фага.  

e | CBASS (антифаговая сигнальная система на основе циклических олигонуклеотидов) распознает 
присутствие фага и генерирует низкомолекулярный сигнал циклического олигонуклеотида, который 
активирует эффектор, приводящий к гибели фага.  
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f | Недавно было продемонстрировано, что множественные системы играют антифаговую роль, 
но их механизмы пока остаются неизвестными.  

 
Рисунок 3 – Противовирусные защитные системы бактерий [10] 

Figure 3. Antiviral protective systems of bacteria [10] 

Фаговая инфекция инициируется бактериями при распознавании специфических рецепторов 
на поверхности клетки белками, связывающими фаговые рецепторы (RBP). Различные типы 
поверхностных молекул могут использоваться фагами в качестве рецепторов, включая жгутики, 
белки, липополисахариды (ЛПС) или углеводы. Взаимодействие между фаговыми рецепторами 
(RBP) и рецептором бактерий может рассматриваться как начальная стадия атаки и считаться 
ответственным за определение диапазона восприимчивых к инфекции бактерий [8, 9].  

Во избежание распознавания фагами бактерии благодаря накопленному багажу мутаций 
в процессе эволюции научились модифицировать рецепторы в маскировочные формы, секретировать 
высокомолекулярные полимеры, образуя биопленки [10, 11].  

Так, маскировка включает синтез молекул, которые связываются с рецепторами бактерии 
и физически блокируют взаимодействие с фаговыми RBP, как в случае связывания белка TraT 
с рецептором OmpA у E. Coli [12]. Временные химические модификации рецепторов также препятствуют 
их распознаванию: примеры включают гликозилирование пилуса у P. Aeruginosa или глюкозилирование 
О-антигена у Salmonella enterica [13, 14]. 

Недавний высокопроизводительный скрининг химических библиотек выявил молекулы, 
способные препятствовать фаговой инфекции λ в E. coli, не влияя на рост бактерий. Антифаговая 
активность была показана в биологически значимом контексте: добавление отработанной среды, 
собранной после роста доксорубицин- и даунорубицин-продуцирующего штамма Streptomyces peucetius, 
способно ингибировать инфекцию фаг-чувствительного штамма S. coelicolor. 

Микробная резистентность к фаговой инфекции также может быть связана с активностью 
специфических иммунных систем, основной функцией которых является ингибирование размножения 
чужеродного генетического материала, таких как PLE (фаг-индуцируемый островоподобный элемент) 
и PICI (фаг-индуцируемые хромосомные острова) [15, 16]. Иммунные системы часто полагаются 
на распознавание определенных участков во вторгшейся нуклеиновой кислоте, чтобы инициировать 
ингибирующую реакцию. Их можно дополнительно классифицировать как «врожденный иммунитет» 
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(включая различные типы рестрикционных модификаций (R-M), BREX-системы, защитные комплексные 
системы (DISARM), токсин-антитоксин (TA), абортивная система (Abi) и прочие менее изученные системы) 
и «адаптивный иммунитет», опосредованный кластеризованными регулярно пересекающимися 
повторами (CRISPR) и CRISPR-ассоциированными белками (CRISPR-Cas).  

С течением времени для каждой известной стратегии микробной защиты фаги эволюционировали 
средства контрзащиты. В итоге это стало только вопросом времени, когда будут описаны фаг-кодируемые 
ингибиторы новых защитных систем бактерий [17–19].  

Несмотря на то, что в последние годы представления об изобилии типов защитных 
бактериальных систем значительно расширились, они остаются лишь небольшой частью их реального 
разнообразия [20]. Понимание полного спектра возможных способов предотвращения фаговой 
инфекции бактериями все еще остается ограниченным. Проведение данных исследований особенно 
важно для развития новых методов фаговой терапии — перспективного способа лечения 
бактериальных болезней человека в эпоху возрастающего риска возникновения множественно 
лекарственно устойчивых вариантов патогенов [21]. В связи с этим цель исследования – объяснить 
возникновение механизма фагоустойчивости у мутированной популяции клеток кишечной палочки. 

Материалы и методы исследований 

В ходе работы отобраны мутанты клеток E. coli K-12 BW25113, которые демонстрировали рост 
в культуре клеток спустя более 20 ч после инфекции бактериофагом Т7. Полученные мутанты 
обладали слизистым фенотипом, что позволило предположить появление мутаций, приводящих 
к усиленному синтезу клеточной капсулы или других способов модификации поверхности клетки. 
С целью идентификации конкретных мутаций, произошедших в клетках, осуществляли полногеномное 
секвенирование бактериальной ДНК на платформе Illumina.  

Алгоритм анализа данных был следующим: прочтения Illumina были процессированы для 
удаления адаптера и оснований с низким качеством сигнала (>2 оснований с оценкой Phred <20) 
с помощью Trimmomatic v0.36 и проведена оценка качества с помощью FASTQC. Обрезанные прочтения 
были картированы на референсный геном E. coli BW25113 (NCBI: CP009273) с использованием 
программы bowtie2 (максимум 3 несовпадения на прочтение). Были получены sam файлы, содержащие 
координаты картитрованных прочтений, которые оценили по качеству с помощью BAMQC. SNP calling 
(детекция несовпадающих позиций, т. е. установление мутаций) был выполнен с использованием 
SAMtools и BCFtools. Для визуализации положения трех типов мутаций (single nucleotide polymorphisms, 
indels, deletions, insertions) с порогом качества FQ <80 использовали программу IGV-browser. 
Учитывались мутации в открытых рамках считывания (согласно принципу аминокислотной 
синонимичности) или некодирующей области (для учета возможных эффектов на экспрессию генов).  

Результаты и их обсуждение 
В результате удалось обнаружить ряд несинонимичных мутаций в генах регуляторного Rcs каскада 

передачи сигнала, представленных в таблице 1.  
Известно, что активация генного каскада Rcs (регулятор биосинтеза капсул) необходима для 

выживания энтеробактерий в стрессовых условиях окружающей среды, при повреждении мембран 
или пептидогликанового слоя и при обработке антибиотиками.  

В Escherichia coli K-12 путь передачи сигнала Rcs представляет собой сложную систему детекции 
повреждений клеточной оболочки (envelope stress response systems – ESRS), которая передает сигнал 
путем фосфорилирования компонентов каскада. Ранее наблюдались многочисленные условия, которые 
активируют фосфорилирование Rcs, включая осмотический и кислотный шок, высыхание и нарушения 
целостности клеточной оболочки. Регуляторная активность Rcs включает гены, ответственные за синтез 
колановой кислоты, повышение кислотоустойчивости, регулирующие деление клеток и подвижность, 
а также образование биопленок. Система Rcs функционирует как глобальный регулятор, контролирующий 
состав клеточной поверхности в ответ на изменение окружающей среды [22, 23]. 
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Таблица 1. Детекция несинонимичных мутаций 
Table 1. Detection of non-synonymous mutations 

 

В состав Rcs-комплекса входят липопротеин внешней мембраны RcsF и основной белок внутренней 
мембраны IgaA (аттенюатор), а также четыре отдельных белка: RcsA, RcsB, RcsC и RcsD. RcsF и IgaA, 
расположенные «выше» фосфорелирующего модуля, необходимы для нормального функционирования 
Rcs, который контролирует экспрессию генов посредством каскада реакций переноса фосфатной группы. 
Перенос фосфата происходит от гибридной гистидинкиназы RcsC к RcsD, а затем к цитоплазматическому 
фактору транскрипции и глобальному регулятору RcsB. Фосфорилированный RcsB либо отдельно, 
либо в комбинации со вспомогательным белком RcsA, регулирует транскрипцию ряда генов, включая 
кластер yjbEFGH. Липопротеин внешней мембраны RcsF обнаруживает дефекты липополисахаридов 
и/или нарушение пептидогликана, взаимодействует с периплазматическим доменом IgaA, образует 
комплекс RcsF–IgaA и запускает систему Rcs [24, 25]. 

Следовательно, ген IgaA является отрицательным регулятором пути фосфорилирования и передачи 
сигнала Rcs. В состоянии покоя белок IgaA блокирует белки RcsC/D. В ответ на раздражитель IgaА 
перестает действовать, и активируется каскад RcsC/D, передающий сигнал белкам RcsB и RcsA, 
активирующих экспрессию Rcs регулона. После прекращения действия стрессового фактора активность 
каскада снижается.  

Регуляция активации пути Rcs геном IgaA необходима для выживания бактерии в различных 
стрессовых условиях окружающей среды, при повреждении мембран и при воздействии антибиотиков, 
что можно наблюдать на рисунке 4 и 5 [26].  
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Рисунок 4 – Принцип активации Rcs сигнального каскада в условиях клеточного стресса 

Figure 4. The principle of activation of the Rcs signaling cascade under conditions of cellular stress 

 
Рисунок 5 – Схема устройства Rcs сигнального каскада и активации Rcs регулона 

Figure 5. Scheme of the Rcs signal cascade device and activation of the Rcs regulon 
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Исходя из этого мы предполагаем, что обнаруженная нами точечная мутация в гене IgaA, вероятно, 
привела к конститутивной активации Rcs-каскада, способствовавшей повышенному биосинтезу 
колановой кислоты. В то же время мутации в гене RcsC вероятно привели к gain-of-function фенотипу, 
т. е. отключили негативную IgaA регуляцию. За счет этого клетки приобрели капсулу, которая стала 
физическим барьером между бактериофагами и рецепторами, необходимым фагам для начала 
инфекции и локализующихся на внешней мембране бактерий. В итоге физическая изоляция фаговых 
рецепторов привела к блокировке адсорбции фаговых частиц к поверхности клетки, а значит 
позволила E. coli приобрести резистентность к фагу Т7.  

Интересно, что помимо мутаций в регуляторном каскаде в некоторых клонах были обнаружены 
мутации в разных генах yjbEFGH оперона – биосинтетического кластера колановой кислоты, ключевого 
компонента колановой капсулы, защищающей бактериальную клетку от вышеупомянутых факторов. 
Важно, что Rcs-каскад является ключевым регулятором экспрессии yjbEFGH оперона, включающего 
гены yjbE, yjbF, yjbG и yjbH, поэтому идентифицированные мутации связаны в одном биохимическом 
пути, представленном на рисунке 2. Ранее также были представлены сведения о том, что сверхэкспрессия 
yjbEFGH и waaC приводит к продукции внеклеточного полисахарида [27, 28], а hldE [29], fepA [30], 
sohB [31] и mdtP [32] могут быть потенциально задействованы в образовании защитных мембранных 
биопленок, механизм образования которой данным рядом генов предстоит еще выяснить. 

Заключение 
Таким образом, в ходе работы были изолированы штаммы клеток E. coli K-12 BW25113, 

устойчивые к инфекции фага Т7 (и другими фагами) и обладающие мукоидным фенотипом, затем 
идентифицированы мутации в генах Rcs регуляторного каскада и генах синтеза колановой кислоты, 
приводящие к продукции капсулы. Появление резистентности может быть объяснено образованием 
капсулы, предотвращающей адсорбцию фагов на поверхности клеток.  

Ряд более ранних исследований также выявил генерацию мукоидного фенотипа, который, 
вероятно, обеспечивает преимущество в приспособленности, блокируя адсорбцию фагов [33]. 
Результаты показывают, что это может быть общим механизмом приобретения перекрестной 
устойчивости к различным фагам. Данные этого исследования и будущие усилия по поиску механизмов 
устойчивости бактерий к фагам расширяют наше понимание коэволюции бактерий и фагов и может 
быть использовано в процессе разработки более эффективных фаготерапевтических методов лечения 
бактериальных инфекций человека и инструментов для генной инженерии микробиома. 
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