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Возникновение и распространение антибиотикорезистентных штаммов Klebsiella pneumoniae является важной про-
блемой общественного здравоохранения. Особую угрозу представляют гипервирулентные (hvKp) и мультирезистент-
ные штаммы K. pneumoniae, вызывающие тяжелые внутрибольничные и внебольничные заболевания. Актуальным 
направлением в борьбе с инфекциями, вызванными данным патогеном, является поиск и характеристика литических 
бактериофагов. В ходе проведенного исследования выделен и охарактеризован новый бактериофаг KpV17Sklif семей-
ства Autographiviridae (род Drulisvirus), активный в отношении K. pneumoniae капсульного типа K23. Определена полная 
нуклеотидная последовательность генома бактериофага. На основании сходства ДНК и предполагаемых полипептид-
ных продуктов с известными фагами определены функции продуктов 28 из 53 предсказанных генов. Установлено, что 
бактериофаг KpV17Sklif имеет типичную организацию генома T7-подобных фагов с наличием собственных генов ДНК- 
и РНК-полимераз и кассеты лизиса, состоящей из генов спанина, холина и эндолизина. В геноме фага не обнаружены 
гены, ассоциированные с устойчивостью к антибактериальным агентам, а также гены, ответственные за лизогенный 
путь развития бактериофага. Предполагается, что выраженная K23-специфичность фага KpV17Sklif связана с наличи-
ем гена, кодирующего предсказанный рецептор-связывающий белок Skif45 с доменом полисахарид-деполимеризы. 
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У стойчивость патогенных бактерий к антибиотикам ста-
новится все более актуальной клинической проблемой 

во всем мире. Klebsiella pneumoniae, способная формиро-
вать устойчивость к представителям всех классов антибио-
тиков, на сегодняшний день является лидирующим оппорту-
нистическим патогеном, способным вызывать широкий 
спектр внутрибольничных и внебольничных инфекций, таких 
как сепсис, пневмония, менингит, первичные абсцессы пече-
ни, инфекции мочевыводящих путей, ожоговых ран и хирур-
гических швов [1–3].

Большая озабоченность клиницистов связана с появлени-
ем и все более широким распространением штаммов 
K. pneumoniae, продуцирующих β-лактамазы расширенного 
спектра действия (ESBL) и карбапенемазы (СP) [4, 5]. Для 
инфекций, вызванных ESBL- или CP-продуцирующими 
штаммами, характерны более высокие показатели тяжести 
заболевания и смертности [6]. Особенно это касается так 
называемых гипервирулентных штаммов (hypervirulent 
K.  pneumoniae/hvKp) [7, 8]. Благодаря характерному для 
K.  pneumoniae горизонтальному переносу генов все чаще 
стали регистрироваться случаи выделения множественно-
резистентных hvKP, в т.ч. устойчивых к карбапенемам 
(CR-hvKP) [7, 9]. Распространение таких штаммов суще-
ственно ограничивает возможности лечения K. pneumoniae-
инфекций и снижает эффективность применения разрабо-
танных лекарственных препаратов. 

Одной из перспективных альтернатив использованию 
антибиотиков является терапия бактериофагами (фагами) – 
естественными киллерами, которые могут быстро и избира-
тельно инфицировать и лизировать патогенные бактерии, в 
т.ч. устойчивые к антибиотикам [10–13]. Фаготерапия при-
меняется в клинической практике с начала ХХ века, и за всю 
историю использования не было выявлено сколько-нибудь 
существенных побочных эффектов [14].

Естественным ограничением фаготерапии являются 
высокая специфичность и узкий круг хозяев отдельных бак-
териофагов. Поэтому для борьбы с неизвестным патогеном 
приходится использовать фаговые коктейли. Диапазон хозя-
ев многих бактериофагов K.  pneumoniae коррелирует с 
типом капсульного полисахарида (CPS) – ключевого факто-
ра вирулентности, защищающего бактерии от фагоцитоза, 
бактерицидного действия комплемента сыворотки крови, 
антимикробных пептидов организма-хозяина и некоторых 

антибиотиков [15, 16]. Известно более 130 типов CPS, вклю-
чая 77 K-типов, распознаваемых серологическим типирова-
нием [17], и новые K-типы, определенные секвенированием 
ДНК-локуса, ответственного за синтез капсулы (K-локус 
(KL)) [18]. Упомянутые выше штаммы hvKp обладают, как 
правило, гипермукоидным (hypermucoviscosity/HM) феноти-
пом, связанным с гиперэкспрессией капсульных полисаха-
ридов. Чаще всего HM-фенотип ассоциируется с капсульны-
ми типами K1 и K2, реже – с K5, K16, K20, K54, K57 [19, 20]. 
В связи с выраженной капсулоспецифичностью фагов 
K. pneumoniae актуальным является создание банка охарак-
теризованных фагов, лизирующих штаммы разных капсуль-
ных типов, выявление и изучение белков, определяющих 
специфичность бактериофагов, в частности полисахарид-
деполимераз, способных связываться и расщеплять поверх-
ностные полисахариды патогенных K. pneumoniae.

Цель работы  – выделение и молекулярно-генетическая 
характеристика нового литического бактериофага, активно-
го против K. pneumoniae капсульного типа К23, и выявление 
в фаговом геноме генов, кодирующих полисахарид-деполи-
меразы.

Материалы и методы

Бактериальные штаммы и условия их выращивания
В работе использовали 52 штамма K. pneumoniae, выде-

ленных из крови пациентов отделения реанимации и интен-
сивной терапии (ОРИТ) многопрофильного стационара в 
2014 г. 

Для культивирования гемокультур использовали бактерио-
логический анализатор «Юнона Labstar» (Scenker Biological 
Technology, Китай). Идентификацию бактерий и определение 
чувствительности к антибиотикам проводили с использова-
нием масс-спектрометра VITEK MS и анализатора VITEK-2 
Compact (bioMérieux, Франция). Выделенные штаммы депо-
нированы в Государственную коллекцию патогенных микро-
организмов и клеточных культур (ГКПМ-Оболенск); геномы 
всех штаммов секвенированы [21, 22]. Кроме того, использо-
вали штаммы других представителей из группы ESKAPE-
патогенов: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, 
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa и 
Enterobacter sp., полученные из ГКПМ-Оболенск. Бактериаль- 
ные культуры выращивали в жидкой питательной среде 

The emergence and spread of antibiotic-resistant Klebsiella pneumoniae strains is an important public health problem. 
Hypervirulent (hvKp) and multidrug-resistant strains of K. pneumoniae causing severe hospital-acquired and out-of-hospital 
illnesses are a particular threat. An actual direction in the fight against infections caused by this pathogen is the search and 
characterization of lytic phages. In this study, a new bacteriophage KpV17Sklif of the family Autographiviridae (genus 
Drulisvirus), active against K. pneumoniae capsular type K23, was isolated and characterized. The complete nucleotide 
sequence of the bacteriophage genome has been determined. The functions of the products of 28 of 53 predicted genes were 
determined based on the similarity of DNA and putative polypeptide products with known phages. It was found that the 
KpV17Sklif bacteriophage has a typical T7-like phage genome organization with its own DNA and RNA polymerase genes and 
a lysis cassette consisting of spanin, holin, and endolysin genes. The phage genome does not contain genes associated with 
resistance to antibacterial agents, as well as genes responsible for the lysogenic pathway of bacteriophage development. It is 
assumed that the pronounced K23 specificity of the KpV17Sklif phage is associated with the presence of a gene encoding the 
predicted receptor-binding protein Skif45 with a polysaccharide depolymerase domain.
Key words: Klebsiella pneumoniae, capsular polysaccharide, antimicrobial therapy, bacteriophage, depolymerase
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«ГРМ-бульон» (ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск, Россия) и на плот-
ной питательной среде «ГРМ-агар» (ФБУН ГНЦ ПМБ, 
Оболенск, Россия) при температуре 37°С в течение 24–48 ч. 

Выделение и размножение бактериофага 
Бактериофаги выделяли методом обогащения из флако-

нов гемокультур, в которых были выявлены K.  pneumoniae. 
Пробу обрабатывали хлороформом и центрифугировали в 
низкоскоростном режиме (6000  g, 20  мин). Надосадочную 
жидкость фильтровали через мембранные фильтры диаме-
тром 0,22 и 0,45 мкм (Millipore, США). Фильтрат смешивали с 
суспензий бактериальных клеток K. pneumoniae, принадлежа-
щих к различным капсульным типам, и культивировали при 
температуре 37°С в течение 24 ч. Затем в пробы добавляли 
хлороформ и центрифугировали при 6000 g в течение 10 мин. 
Супернатанты фильтровали через мембранный фильтр 
0,22 мкм для удаления бактериальных клеток. Наличие бакте-
риофагов в полученных образцах подтверждали методом 
spot-теста [23]. На бактериальный газон наносили 10–40 мкл 
фильтрата фага и культивировали в течение 18–24 ч при тем-
пературе 37°С. Литическую активность фага фиксировали по 
наличию зон лизиса на бактериальном газоне. Отобранные с 
бактериальных газонов негативные колонии (бляшки фага) 
помещали в SM-буфер (10 мМ Трис-HCl, pH 7,5, 10 мМ MgSO4 
и 100  мМ NaCl) и проводили очистку бактериофага с помо-
щью трехкратных последовательных пересевов бляшек на 
газоне чувствительных штаммов K. pneumoniae.

Для размножения фага использовали штамм K. pneumo- 
niae KPS43107-1 (B-16465) капсульного типа К23 [22]. 
Культуру штамма-хозяина выращивали в жидкой питатель-
ной среде «ГРМ-бульон» в условиях аэрации при температу-
ре 37°С до оптической плотности OD600  =  0,3–0,4; вносили 
препарат фага при кратности заражения MOI = 0,1 и культи-
вировали до лизиса бактериальной культуры. Для удаления 
клеточного дебриса к смеси добавляли хлороформ и цен-
трифугировали 5 мин при 13 000 g. Титр препарата бактери-
офага определяли методом агаровых слоев Грациа [23]. 

Электронная микроскопия
Препарат бактериофага с титром 109 БОЕ/мл наносили на 

медные подложки Formvar для электронно-микроскопиче-
ских исследований. После высушивания образец окрашива-
ли 0,3%-м водным раствором уранилацетата (pH  4,0). 
Исследования проводили на электронном микроскопе JEM-
1400 (JEOL, Япония) при ускоряющем напряжении 80 кВ.

Спектр литического действия бактериофага
Специфичность и круг хозяев бактериофага определяли 

капельным методом (спот-тест). Бактериальные культуры 
(109 КОЕ/мл) смешивали с 4 мл полужидкого агара (0,5%-й 
агарозы) и распределяли по поверхности чашек с плотной 
питательной средой «ГРМ-агар». Затем на поверхность 
агара наносили по 10 мкл последовательных десятикратных 
разведений бактериофага и культивировали 18–24  ч при 
температуре 37°С. 

Адсорбция фага на клетках K. pneumoniae 
Клетки K. pneumoniae KPS43107-1 выращивали до оптиче-

ской плотности OD600  =  0,3 (109  КОЕ/мл). Бактериальную 

суспензию смешивали с фагом (106 БОЕ/мл) и инкубировали 
при комнатной температуре. Пробы отбирали через 1, 2, 3, 4, 
5, 8, 10, 15 и 20 мин (по 100 мкл) в SM-буфер с хлороформом 
и центрифугировали при 10 000 g 3–5  мин. Для определения 
количества неадсорбированных фагов в различных времен-
ных интервалах проводили титровку надосадочной жидкости 
с последующим высевом на плотную питательную среду 
«ГРМ-агар» по методу агаровых слоев и культивированием в 
течение 18–24 ч при температуре 37°С. Константу скорости 
адсорбции измеряли по падению титра свободного фага [23]. 

Одиночный цикл размножения бактериофага 
Для определения одиночного цикла развития фага бакте-

риальные клетки штамма-хозяина выращивали до логариф-
мической фазы роста (OD600 = 0,3), осаждали центрифугиро-
ванием, ресуспендировали в 1  мл жидкой питательной 
среды «ГРМ-бульон» и смешивали с фагом при множествен-
ности инфицирования 1:100. Смесь инкубировали в течение 
5 мин при температуре 37°С. Для удаления неадсорбировав-
шихся фаговых частиц образцы центрифугировали при 
10 000 g 3 мин. Осадок ресуспрендировали в 20 мл жидкой 
питательной среды «ГРМ-бульон» и инкубировали в течение 
120 мин, отбирая пробы через каждые 5 мин для определе-
ния титра фага по методу агаровых слоев. 

�Устойчивость фага KpV17Sklif 
к температуре и pH среды
Температурную устойчивость бактериофага KpV17Sklif 

определяли после инкубации фаголизата при различных 
температурах (8, 24, 37, 42, 56 и 70°С) в течение 1  ч. Для 
оценки стабильности KpV17Sklif при различных pH суспен-
зию фага (108 БОЕ/мл) инкубировали в растворах со значе-
ниями pH от 3,2 до 12 в течение 1 ч. Влияние температуры и 
pH среды на стабильность фага KpV17Sklif оценивали при 
помощи определения титра бактериофага стандартным 
двухслойным методом [23].

Выделение и секвенирование фаговой ДНК
Выделение ДНК бактериофага проводили методом 

фенол-хлороформной экстракции [24]. Фаголизат инкубиро-
вали 2 ч при температуре 37°С в SM-буфере с добавлением 
0,5 М ЭДТА, 10% SDS и 20 мг/мл протеиназы К и прогревали 
при температуре 56°С в течение 20  мин. Далее в пробу 
добавляли равный объем фенол/хлороформной смеси, цен-
трифугировали 5 мин при 10 000 об./мин, осторожно отбира-
ли верхнюю водную фазу и проводили очистку ДНК от бел-
ковых примесей с помощью изоамилового и этилового 
спиртов. Полученный осадок растворяли в 40 мкл ТЕ-буфера. 
Образец ДНК фага KpV17Sklif хранили при температуре 
-20°С. Секвенирование генома фага проводили на платфор-
ме Unicycler v.0.4.7 с технологией сборки генома Genolab M. 

Биоинформатический анализ данных
Аннотирование геномных последовательностей бактери-

офага осуществляли при помощи программ GeneMark [25], 
RAST [26] и NCBI BLAST [27]. Генетические карты визуали-
зировали с помощью SnapGene Viewer v 6.2.1. Для опреде-
ления полисахарид-деполимеризующего домена использо-
вали сервер HHpred [28] и базу данных NCBI BLAST [26]. 
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Типирование капсульных локусов ранее секвенированных 
геномов K. pneumoniae [22] и определение капсульных типов 
(К-типов) проводили с помощью веб-ресурса Kaptive Web [29]. 

Филогенетическую реконструкцию проводили с использо-
ванием PhyML+SMS/OneClick-алгоритма (параметры по 
умолчанию) web-сервиса NGPhylogeny.fr [30]. Дендрограммы 
воспроизводили с помощью сервиса iTOL [31].

Результаты исследования и их обсуждение

�Выделение бактериофага  
и его морфологическая характеристика 
Бактериофаг KpV17Sklif выделен из крови пациента, 

находящегося на лечении в ОРИТ многопрофильного стаци-
онара, методом обогащения с использованием штаммов 
K. pneumoniae 12 К-типов (К1, К2, К17, К20, К23, К39, К48, 
К57, К64, К102, К107, К112), включая штамм KPS78054 
К-типа K48, выделенный из крови этого же пациента. Как 
оказалось при дальнейшем исследовании, выделенный бак-
териофаг не лизирует клетки штамма KPS78054, а для его 
размножения может быть использован штамм K. pneumoniae 
KPS43107-1 (капсульный тип К23), полученный из крови дру-
гого пациента ОРИТ. 

На бактериальном газоне штамма K.  pneumoniae 
KPS43107-1 фаг KpV17Sklif образует прозрачные негатив-
ные колонии диаметром 2–4 мм с ореолом (рис.  1А). 
Образование ореола указывает на наличие ферментов, раз-
рушающих полисахаридный слой бактериальных клеток 
(деполимераз).

При электронной микроскопии вирусных частиц KpV17Sklif 
были выявлены икосаэдрические головки диаметром 45 нм 
с коротким хвостовым отростком (рис. 1B), что соответству-
ет морфологической характеристике подовирусов [32].

�Специфичность и спектр литического действия 
фага KpV17Sklif
При изучении спектра литического действия бактериофа-

га KpV17Sklif с использованием 52 штаммов K. pneumoniae 
разных К-типов, а также штаммов A.  baumannii (n  =  5), 
P. aeruginosa (n = 3), Enterobacter sp., E. faecium и S. aureus 
(n = 3) было показано, что фаг обладает высоким уровнем 

специфичности: лизирует штаммы K. pneumoniae К-типа К23 
и не проявляет литической активности в отношении 
K.  pneumoniae других К-типов, а также других патогенов 
группы ESKAPE (таблица). 

�Адсорбция и одиночный цикл размножения 
фага KpV17Sklif
Изучение количественных параметров вновь характери-

зуемых фагов дает ценную информацию о кинетике и 
эффективности репликации и высвобождения фага в попу-
ляции бактерий-хозяев.

Процесс фаговой инфекции исследовали путем оценки 
скорости адсорбции и определения одиночного цикла раз-
множения фага KpV17Sklif на клетках K.  pneumoniae 
KPS43107-1. Как следует из данных, представленных на 
рис. 2A, фаг быстро адсорбируется на клетках штамма-хозя-
ина; >90% фаговых частиц адсорбируется в течение 4 мин. 
Константа адсорбции KpV17Sklif составила 4,0·10-7 мл/мин. 

Результаты эксперимента по определению одиночного 
цикла размножения фага показали, что латентный период 
фага KpV17Sklif составляет 10 мин, за ним следует такой же 
короткий период подъема (увеличение концентрации фаго-
вых частиц) продолжительностью 10  мин и фаза плато. 
Выход фага составляет ~28 фаговых частиц на одну инфи-
цированную клетку (рис. 2B). 

�Влияние температуры и pH на выживаемость 
фага KpV17Sklif 
Изучение стабильности фага при различных значениях 

температуры и pH показало, что фаг остается активным в 
диапазоне pH от 4 до 9, но только 0,1% фагов сохраняют 
способность инфицировать клетки штамма-хозяина при 
pH 3, и ~3% – при pH 11 (рис. 2С). Инфекционная активность 

А B

Рис. 1. Морфологические характеристики бактериофага 
KpV17Sklif: А) фаговые бляшки на газоне штамма K. pneumoniae 
KPS43107-1; B) электронная микрофотография вириона бакте-
риофага (масштабная линейка 50 нм).
Fig. 1. Morphological characteristics of the bacteriophage 
KpV17Sklif: A) phage plaques on a lawn of the K. pneumoniae strain 
KPS43107-1; B) electron micrograph of the bacteriophage virion 
(scale bar 50 nm).

Таблица. Спектр литического действия бактериофага 
KpV17Sklif
Table. Spectrum of lytic action of bacteriophage KpV17Sklif

Вид / Species K-тип / 
K-type

Кол-во штаммов / 
Number of strains

Чувствительность к фагу / 
Sensitivity to phage

K. pneumoniae 1 2 –

2 5 –

17 4 –

20 3 –

23 11 +

39 2 –

48 10 –

57 1

64 6 –

102 1 –

107 6 –

112 1 –

A. baumannii – 5 –

P. aeruginosa – 3 –

E. species – 1 –

E. faecium – 1 –

S. aureus – 3 –
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бактериофага оставалась неизменно стабильной при темпе-
ратуре от 8 до 56°C. Аналогичная стабильность в этом диа-
пазоне температур была отмечена у ранее охарактеризо-
ванных K23-специфичных фагов разных морфотипов: 
Seu621 и KpS8 рода Mydovirus и Drulisvirus Dlv622 [33]. 
Следует отметить, что бактериофаг KpV17Sklif, так же как 
фаги Seu621 и KpS8, сохранял высокую бляшкообразующую 
активность даже после инкубации при 65°C, что указывает 
на его хорошую термостабильность (рис. 2В). Стабильность 
фага KpV17Sklif в различных условиях окружающей среды 
имеет решающее значение для его эффективного примене-
ния в борьбе с инфекциями, вызванными K.  pneumoniae 
К-типа К23. Широкий спектр температурной устойчивости 
является ценным свойством для разработки препаратов на 

основе данного фага для перорального, местного или даже 
системного применения.

Секвенирование и анализ генома фага KpV17Sklif
Геном фага KpV17Sklif представлен линейной двухцепо-

чечной ДНК размером 43 443 пары нуклеотидов и GC-сос- 
тавом 53,8%. Определены 53 открытые рамки считывания 
(ORF)  – потенциальные гены, кодирующие полипептиды 
размером >50 аминокислотных остатков. Все идентифици-
рованные гены транскрибируются в одном направлении, 49 
ORF начинаются с кодона ATG, четыре – с TTG. Гены, коди-
рующие тРНК, в геноме фага не выявлены (рис. 3).

На основании гомологии с аминокислотными последова-
тельностями известных фаговых белков предполагаемые 

Рис. 2. Характеристики литической активности бактериофага KpV17Sklif: A) адсорбция фага на клетках K. pneumoniae KPS43107-1; 
B) одиночный цикл размножения фага на клетках штамма K. pneumoniae KPS43107-1 (отмечена продолжительность латентного 
периода – L и выход фаговых частиц – BS); C) влияние температуры на жизнеспособность фага KpV17Sklif; D) влияние pH на жиз-
неспособность фага KpV17Sklif.
Fig. 2. Characteristics of the lytic activity of the bacteriophage KpV17Sklif: A) phage KpV17Sklif adsorption on K. pneumoniae KPS43107-1 
cells; B) оne-step growth curve of KpV17Sklif phage on K. pneumoniae strain KPS43107-1 with indication of estimated burst size (BS) and 
latent period (L); C) the effect of temperature on the viability of the phage KpV17Sklif; D) the effect of pH on the viability of the phage 
KpV17Sklif.

Рис. 3. Структура генома бактериофага KpV17Sklif.
Fig. 3. Genome structure of the bacteriophage KpV17Sklif.
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функции были определены для продуктов 28 ORF, включая 
белки, участвующие в репликации ДНК (АТФ-зависимая 
ДНК-хеликаза, праймаза/хеликаза и ДНК-полимераза), 
транскрипции (ДНК-зависимая РНК-полимераза), упаковке 
ДНК в капсид (терминаза, большая и малая субъединицы), 
лизисе бактериальных клеток (холин, эндолизин и спанин), а 
также структурные белки фага (основной белок капсида, 
внутренние белки вириона, тубулярные белки хвоста и 
белки хвостовых фибрилл). 

Продукты остальных 25 ORF имели сходство с гипотети-
ческими фаговыми белками, представленными в базах дан-
ных NCBI, однако их функции неизвестны (рис.  3). Каких-
либо генов или фрагментов ДНК, свидетельствующих о 
возможном лизогенном пути развития фага, не обнаружено. 
Не выявлено также гомологии с известными детерминанта-
ми устойчивости к антибиотикам, бактериальными белками 
вирулентности или токсинами.

Таким образом, результаты проведенного анализа пока-
зали, что бактериофаг KpV17Sklif имеет типичную организа-
цию генома фага T7 с наличием кассеты лизиса, состоящей 
из расположенных рядом генов, кодирующих спанин, холин 
и эндолизин, а также фаговых ДНК- и РНК-полимераз. 

Сравнительный геномный анализ выявил высокую гомо-
логию между ДНК фага KpV17Sklif и бактериофагов семей-
ства Autographiviridae подсемейства Slopekvirinae. Наиболее 
близкими к этому фагу по нуклеотидному составу генома 
оказались литические фаги рода Drulisvirus P929 (GenBank: 
OK562429.1) и CX1 (GenBank: MT090077.2), выделенные в 

Китае,  – идентичность составляет 93% (при покрытии 
81–82%), что ниже принятого порога сходства геномов 
фагов внутри одного вида. Геномные различия >5% предпо-
лагают принадлежность фага KpV17Sklif к новому виду виру-
сов в пределах рода Drulisvirus. Таксономическая связь 
KpV17Sklif с фагами рода Drulisvirus подтверждена филоге-
нетическим анализом, основанным на множественных 
выравниваниях аминокислотных последовательностей РНК-
полимеразы и основного белка капсида представителей 
разных родов семейства Autographiviridae (рис. 4).

�Анализ хвостовых белков фага и выявление белка 
с полисахарид-деполимеризующей активностью
Специфичность по отношению к K. pneumoniae опреде-

ленного К-типа (таблица) и наличие полупрозрачного орео-
ла вокруг негативных колоний KpV17Sklif (рис. 1A) предпо-
лагают наличие в составе хвостового аппарата этого фага 
белка с CPS-деполимерующей активностью – полисахарид-
деполлимеразы. BLASTp-анализ полипептидных последо-
вательностей KpV17Sklif показал, что белок хвостовой 
фибриллы Skif45, кодируемый ORF45, содержит N-концевой 
домен, схожий с рецептор-связывающим доменом TSP1/
Gp66 спайковых белков эшерихиозных бактериофагов 
CBA120 [34] и G7C [35]. Наличие подобных доменов харак-
терно для многих деполимераз (GenBank: UKM17348.1 [36]; 
YP_010676313.1 [37]; YP_009796379.1 [38]). Последующий 
анализ с помощью интерактивного сервера HHpred [28] 
показал, что белок Skif45 имеет структурную гомологию с 

Рис. 4. Филогенетическое дерево, построенное на основе выравнивания аминокислотных последовательностей РНК-полимеразы 
(A) и основного белка капсида (B) бактериофагов семейства Autographiviridae. Бактериофаги рода Drulisvirus маркированы зеле-
ным.
Fig. 4. Phylogenetic tree constructed based on the alignment of amino acid sequences of RNA polymerase (A) and major capsid protein (B) 
of bacteriophages of the Autographiviridae family. Bacteriophages of the genus Drulisvirus are marked in green.
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другим белком фага CBA120 – TSP3 (HHpred-вероятность 
99,97%), содержащим рецептор-связывающий домен, ана-
логичный TSP1, и каталитический эндогликозидазный 
домен [39]. По результатам HHpred-анализа также установ-
лено, что белок Skif45 имеет выраженную структурную 
гомологию (HHpred-вероятность >99%) с белком хвостово-
го спайка фага K64 (ORF41), расщепляющего полисахари-
ды K. pneumoniae капсульного типа K64 [40], и аналогичным 
белком фага phiAB6, который специфически гидролизует 
экзополисахариды A. baumannii [41]. Все упомянутые выше 
белки имеют характерную для фаговых деполимераз 
β-складчатую трехмерную архитектуру [39-41]. Таким обра-
зом, на основании проведенного анализа с большой долей 
вероятности можно предположить, что белок Skif45 содер-
жит рецептор-связывающий и каталитический домены, 
присущие полисахарид-деполимеризующим структурным 
ферментам бактериофагов. 

Заключение

В представленной работе охарактеризованы биологиче-
ские свойства и геномная организация бактериофага 
KpV17Sklif, высокоспецифичного по отношению к K. pneumo- 
niae капсульного типа K23. Бактериофаг депонирован в 
Государственную коллекцию патогенных микроорганизмов и 
клеточных культур «ГКПМ-Оболенск» (регистрационный 
номер Ph-193); геном фага представлен в международную 
базу GenBank под номером PQ663821. На основании резуль-
татов геномного и филогенетического анализа установлена 
принадлежность бактериофага к роду Drulisvirus семейства 
Autographiviridae. Показано, что фаг KpV17Sklif имеет типич-
ную организацию генома T7-подобных бактериофагов с 
наличием собственных генов ДНК- и РНК-полимераз, а 
также характерной кассеты лизиса, состоящей из располо-
женных рядом генов спанина, холина и эндолизина. В гено-
ме фага не обнаружены гены, ассоциированные с устойчи-
востью к антибактериальным агентам, а также гены, ответ-
ственные за лизогенный путь развития бактериофага. 
Предполагается, что выраженная K23-специфичность фага 
KpV17Sklif связана с наличием гена, кодирующего рецептор-
связывающий белок Skif45 с доменом полисахарид-деполи-
меризы. Полученные результаты указывают на потенциал 
использования фага KpV17Sklif как средства идентифика-
ции K. pneumoniae К-типа K23, а также как одного из компо-
нентов фагового коктейля для борьбы с инфекциями, 
вызванными K.  pneumoniae. В свою очередь, выявление 
закодированного в геноме фага белка Skif45, определяюще-
го активность фага в отношении K. pneumoniae К-типа К23, 
является предметом дальнейших исследований, направлен-
ных на изучение структуры, особенностей и механизмов 
действия этого пептида, а также его роли в процессе взаи-
модействия фага с бактериальной клеткой.
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Покоящиеся листерии в продуктах питания

 Бактерии, подвергшиеся стрессу, могут перейти в спящее жизнеспособное, но некультивируемое (VBNC) состояние. 
Патогены VBNC представляют повышенный риск для здоровья, поскольку их невозможно обнаружить методами, основан-
ными на росте, и они могут снова просыпаться в вирулентном состоянии. Несмотря на широкое распространение среди 
бактерий, механизмы, управляющие этим фенотипическим переключением, остаются неуловимыми. Здесь мы исследуем 
переход состояния VBNC у человеческого патогена Listeria monocytogenes. Мы показываем, что бактерии, голодающие в 
минеральной воде, становятся VBNC, превращаясь в осмотически стабильные коккоидные формы с дефицитом клеточной 
стенки, явление, которое встречается у других видов Listeria. Мы раскрываем регулятор реакции бактерий на стресс SigB и 
аутолизин NamA как основные участники перехода состояния VBNC. Наконец, мы показываем, что VBNC Listeria возвраща-
ются в окруженное стенкой и вирулентное состояние после пассажа в куриных эмбрионах. Наше исследование предостав-
ляет более подробную информацию о механизмах перехода между состояниями VBNC, раскрывая, что бактерии без стенки, 
естественным образом возникающие в водной среде, являются потенциальной стратегией выживания в гипоосмотических 
и олиготрофных условиях.

Carvalho F, Carreaux A, Sartori-Rupp A, Tachon S, Gazi AD, Courtin P, et al. 
Aquatic environment drives the emergence of cell wall-deficient dormant forms in Listeria. 

Nat Commun. 2024 Oct 2;15(1):8499. DOI: 10.1038/s41467-024-52633-7

Изучение редких бактериальных геномов  
с помощью нового инструмента секвенирования

Выявление и секвенирование редких штаммов бактерий, составляющих микробиом человека, является сложной задачей 
для ученых. Генетики из Медицинской школы Икана в Маунт-Синай, разработали метод под названием mEnrich-seq для 
решения этой проблемы. Используя уникальные эпигенетические сигнатуры определенных бактериальных штаммов, 
mEnrich-seq может усилить сигнал интересующих штаммов более чем в 100 раз, не давая им заглушаться «шумом» рас-
пространенных видов. Этот метод секвенирования бактериального генома можно использовать для выявления штаммов, 
устойчивых к антибиотикам, например, у пациентов с инфекциями мочевыводящих путей, или для обнаружения полезных 
штаммов в образцах фекалий, которые можно использовать в качестве пробиотиков.

Cao L, Kong Y, Fan Y, Ni M, Tourancheau A, Ksiezarek M, et al.
mEnrich-seq: methylation-guided enrichment sequencing of bacterial taxa of interest from microbiome.

Nat Methods. 2024 Feb;21(2):236-246. DOI: 10.1038/s41592-023-02125-1
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