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Аннотация: в данной работе были исследованы колифаги 

зубров (Bison bonasus) Центрального зубрового питомника При-

окско-Террасного биосферного заповедника на способность 

противостоять системам рестрикции-модификации бактерий-

хозяев методом ограничения роста на изогеннных штаммах 

Escherichia coli с данными системами для разработки метода от-

бора фагов для антибактериальной терапии. 

Ключевые слова: Bison bonasus; колифаги; системы рест-

рикции-модификации; Escherichia coli 

Abstract: in this study, coliphages of the wisents of the Bison 

Breeding Centre of the Prioksko-Terrasny Nature Biosphere Reserve 

were investigated for the ability to resist the restriction-modification 

systems of host bacteria by growing on isogenic Escherichia coli 
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strains with these systems to develop a phage selection method for 

antibacterial therapy. 

Key words: Bison bonasus; coliphages; restriction-

modification systems; Escherichia coli 

 

Для защиты от систем рестрикции-модификации (RM-

системы) бактерий-хозяев бактериофаги в процессе коэволюции 

приобрели системы антирестрикции, которые позволили обезо-

пасить вирусную ДНК от пагубного действия эндонуклеаз. Од-

ним из широко изученных представителей фагов, обладающих 

данной системой, является фаг T4. В составе его генома имеется 

несколько генов, кодирующих белки, обладающие антиристрик-

ционным действием: g42 (тимидилатсинтаза, гидроксиметили-

рует дЦМФ), a-gt и b-gt (гликозилтрансферазы, гликозилируют 

гидроксиметилцитозин), arn (белок Arn, ограничивает действие 

специфической эндонуклеазы рестрикции, воздействующей на 

сайты с необычными основаниями). Стоит отметить, что с ДНК 

с неканоническим составом связаны и другие белки, которые, 

например, увеличивают пул дЦМФ и снижают пул дЦТФ (таким 

образом, увеличивая пул гидроксиметилированного дЦТФ), а 

также блокируют транскрипцию обычной ДНК или разрезают ее 

[4].  

По литературным данным некоторые из этих белков (а 

также белок, собственно модифицирующий дЦМФ) критично 

снижают частоту трансдукции бактериофага T4, что является 

важным пунктом при создании препарата, используемого в ан-

тимикробной терапии [2,5]. Таким образом, имеется необходи-

мость в методе, позволяющем отбирать T4-подобные фаги и 

бактериофаги с другими системами антирестрикции для даль-

нейшего изучения и отбора наиболее подходящих в качестве 

средства борьбы с патогенными штаммами Escherichia coli крас-

нокнижного вида Bison bonasus и КРС. 

Методика. В ходе предыдущих работ были получены 

очищенные изоляты бактериофагов фекалий зубров Приокско-

Террасного государственного природного биосферного заповед-

ника имени Михаила Заблоцкого [1].  
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ПЦР для определения принадлежности к группе T4-

родственных фагов, а также к виду T4 проводились в объеме     

15 мкл (концентрация праймеров 10 мМ каждый, концентрация 

дНТФ 200 мкМ каждый, 2 единицы активности ДНК-

полимеразы, 2 мкл лизата, 1-кратный буфер для полимеразы 

B305). В этой реакции использовали праймеры MZIA1bis и 

MZIA6 [3]. Для идентификации бактериофага T4 использовали 

специфичные для консервативной области его генома праймеры 

hocFR: 5’-ttgaaTTCAGCAAGATGCTTCGG-3’ и inhRC: 5’-

ttatcgATCGGTCCAGTGCGTTTAGC-3’ (строчными буквами 

указана некомплиментарная последовательность для клонирова-

ния). 

Для проверки наличия систем антирестрикции у бакте-

риофагов зубров использовали метод ограничения роста на изо-

генных штаммах с присутствующими или отсутствующими сис-

темами рестрикции-модификации. Для этого готовили питатель-

ную среду LB с 1,5 % и 0,7 % агаром. До половины объема чаш-

ки Петри наливали плотную питательную среду и давали ей за-

стыть. Полужидкую среду разливали по стерильным стеклянным 

пробиркам в объеме 4,5 мл. Перед началом эксперимента рас-

плавляли полужидкую среду на водяной бане, а затем ставили 

пробирки в водяной термостат (температура 44
о
C). В эти про-

бирки добавляли штаммы бактерий, затем производили переме-

шивание в руках под углом 45
о
 и равномерно распределяли со-

держимое на застывшую плотную питательную среду в чашке 

Петри. В качестве чувствительных штаммов использовали пар-

ные изогенные штаммы Escherichia coli 5KRI (присутствует RM-

система EcoRI), 5K (отсутствует данная система) и 

Jc5183/pLG13/ (присутствует RM-система EcoRV), Jc5183 (от-

сутствует). 

При помощи автоматической одноканальной механиче-

ской пипетки отбирали 5 мкл очищенного фагового лизата и 

производили накапывание на застывшую полужидкую пита-

тельную среду с чувствительным штаммом. Капле давали под-

сохнуть, а затем инкубировали чашки при 37
о
C в течение ночи. 

На следующий день проверяли результаты, учитывая наличие 

или отсутствие литических пятен на парных штаммах.  
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Для проверки данного спот-теста альтернативно произво-

дили учет изменения титра методом Грациа на парных изоген-

ных штаммах.  

В качестве контрольных штаммов использовались вирусы 

кишечной палочки T4wt, RB43, RB49, T2L и λ vir 

Результаты исследования и их обсуждение. При анализе 

метода ограничения роста фагов на изогенных штаммах с RM-

системами и без, контрольные бактериофаги показали следую-

щие результаты: T4wt, T2L (T4-подобный фаг), RB49 (T4-

родственный фаг) образуют литические пятна на всех штаммах, 

RB43 образует мутное литическое пятно на штаммах с система-

ми РМ, при этом его титр уменьшается на 2 порядка, λ vir (фаг 

другой группы, ДНК с обычным цитозином) не образует литиче-

ские пятна на штаммах с RM-системами. Данный метод также 

позволяет оценить чистоту лизата, как на загрязненность бакте-

риями (на литическом пятне образуются колонии микроорга-

низмов), так и другими фагами (происходит диссоциация на ли-

тическом пятне, свойственно не для всех проб). При проверке 

самого метода, при помощи сравнения с методом Грациа, ре-

зультаты совпали. Более того, спот-тест является более быст-

рым, менее затратным по реактивам, а также он позволяет выяв-

лять загрязнения, которые нельзя обнаружить при помощи ме-

тода двойных агаровых слоев. 

Первоначально бактериофаги из кишечника зубров были 

выделены с чувствительных штаммов Escherichia coli C600 и B, 

что отражено в предыдущих работах [1]. Анализ этих вирусов на 

ограничение роста показал, что рост всех фаги (15 вирусов), вы-

деленные на С600, полностью ограничивается на штаммах с 

RM-системами. Со штамма B лишь 4 бактериофага не росли на 

данных бактериях, остальные 8 росли без ограничения. Анализ 

на наличие генетических маркеров показал, что все вирусы, чей 

рост не ограничивался на штаммах с RM-системами, являются 

T4-подобными, в дальнейшем было определена их принадлеж-

ность к виду T4. 

Таким образом, полученные фаги являются перспектив-

ными объектами для фаговой терапии зубров и КРС. 
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Выводы. Нами были проанализированы 26 бактериофа-

гов, выделенных из фекалий зубров. Выявлено, что в качестве 

чувствительного штамма для отбора фагов с системами антире-

стрикции более подходящим штаммом является Escherichia coli 

B, нежели C600. Метод ограничения роста бактериофагов на 

парных изогенных штаммах с присутствующими или отсутст-

вующими системами рестрикции-модификации, проверяемый 

накапыванием на поверхность питательной среды LB с концен-

трацией агара 0,7% с чувствительным штаммом, при сравнении 

с методом Грациа оказался оптимальным для скрининга бакте-

риофагов при поиске антирестрикционных систем. При анализе 

26 фагов из фекалий зубров, 15 вирусов со штамма Escherichia 

coli C600 на бактериях с системами рестрикции-модификации не 

росли, как и 3 вируса со штамма B, 8 же со штамма B образовы-

вали литические пятна, такие же, как и на изогенных штаммах с 

отсутствующими RM-системами. По результатам проверки ге-

нетических маркеров, все 8 вирусов оказались T4, таким обра-

зом, они являются перспективными для фаговой терапии крас-

нокнижных зубров. 
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