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В	 статье	 представлена	 молекулярно-генетическая	 характеристика	 бактериофага	 Bacillus	 pumilis	

FBm-8	УГСХА,	подтверждена	его	оригинальность	и	вирулентная	природа,	что	позволяет	его	использовать	
в	составе	биопрепарата	для	деконтаминации	плодоовощной	продукции	и	результаты	разработки	систе-
мы	детекции	HBL	enterotoxin	в	геноме	бактериофагов,	специфичных	для	Bacillus	pumilis.	Для	бактериофага	
FBm-8	 УГСХА,	трижды	 секвенированного,	 была	 составлена	 карта	 линейной	ДНК	 c	 расшифровкой	 кодирую-
щих	областей	генома.	Проведено	картирование	генов,	для	которых	были	и	не	были	определены	гомологии.	
Установлено,	что	качественный	состав	протеинов	изучаемого	бактериофага	соответствует	таковым	у	
аннотированных	аналогов	и	имеет	четкие	гомологии	нуклеотидного	и	аминокислотного	наборов.	Опреде-
лено,	 что	 использование	фенольно-хлороформной	 экстракции	 приводит	 к	 наилучшему	 выходу	матричной	
ДНК	FBm-8	УГСХА.	На	основании	консервативных	участков	гена	были	подобраны	праймеры	для	детекции	гена	
HBL	enterotoxin	методом	ПЦР,	так	как	с	позиции	горизонтального	переноса	факторов	патогенности	у	бак-
терий	рода	Bacillus	одним	из	важных	является	данный	энтеротоксин.	Характеристика	праймеров:	прямой	
праймер	 (f)	 5’-3’	 –	GAGATGCAAAAATTAATGCGGCG;	обратный	праймер	 (r)	 5’-3’	 –	 TGCGATTCCTAGCGGAGTTC;	рас-
четная	температура	плавления	прямого	праймера	-	60,0	˚С;	расчетная	температура	плавления	обратного	
праймера	-	59,9	˚С;	теоретическая	специфичность	–	Bacillus	pumilis;	длина	амплифицируемого	участка	(п.о.)	
–	366.	В	результате	исследований	была	разработана	ПЦР-система	для	индикации	наличия	фрагмента	гена	
HBL	enterotoxin,	которая	позволила	определить	отсутствие	фрагментов	вирулентного	гена	HBL	enterotoxin	
бактерий	Bacillus	в	геноме	бактериофага	Bacillus	pumilis	FBm-8	УГСХА,	что	свидетельствует	о	возможном	его	
использовании	в	составе	биопрепарата	для	обработки	плодоовощной	продукции.

Исследования	проводятся	в	соответствии	с	Тематическим	планом	научно-исследовательских	ра-
бот,	выполняемых	по	заданию	МСХ	РФ	в	2019	году.

Введение
Известно, что Bacillus	 spp.	 входят в группу 

почвенных сапрофитов и , таким образом, явля-
ются источником контаминации продуктов пита-
ния, включая овощи, специи и злаки [1-3]. Bacillus 
cereus является достаточно изученным бактери-
альным агентом, вызывающим пищевые отрав-
ления, вырабатывающим термостойкий рвотный 
токсин (cereulide), термочувствительные диарей-
ные энтеротоксины (HBL, NHE и BcET) [4-6]. По ли-
тературным данным, продукция токсинов, анало-
гичных вышеназванным, была зафиксирована у 
других представителей рода Bacillus:	 B.	mycoides,	
B.	subtilis,	B.	pumilus,	B.	thuringiensis,	B.	licheniformis,	
B.	circulans,	B.	lentus, которые относительно редко 
идентифицируются при пищевых отравлениях [7-
8].

Bacillus pumilus - фитопатогенные бактерии, 
поражающие сельскохозяйственные культуры, та-
кие как кукуруза, столовая свекла, плоды апельси-
на и абрикоса, цукини, тыква, клубни картофеля, 
семенники белокочанной капусты, технические 
культуры: хлопчатник и лен, что наносит экономи-

ческий ущерб сельскохозяйственным и перера-
батывающим предприятиям [9]. Вышеназванные 
бактерии в ассоциации с Bacillus subtilis являются 
возбудителями «картофельной болезни хлеба», 
которая связана с разрушением структуры хлеба, 
изготовленного из пшеничной муки под действи-
ем протеолитических и амилолитических фермен-
тов. Определенная роль отводится термофильным 
формам Bacillus pumilus при самосогревании зер-
на [10]. На основании проведенных филогенетиче-
ских исследований, основанных на изучении по-
следовательности 16S рРНК, Bacillus pumilus входит 
в «Bacillus subtilis group» [11]. Исследователи от-
мечают, что высокая генетическая гетерогенность 
характерна для многих представителей «Bacillus 
subtilis group», выделенных из одного источника 
[12].

В настоящее время метод обработки бакте-
риофагами пищевого сырья и готовой продукции, 
способствующий увеличению сроков хранения 
(биопроцессинг), позволяет эффективно элимини-
ровать микрофлору, контаминирующую пищевое 
сырье и продукты питания [13]. Установлено, что 



125

ВЕ
СТ

НИ
К

 
Ул

ья
но

вс
ко

й 
го

су
да

рс
тв

ен
но

й 
 

се
ль

ск
ох

оз
яй

ст
ве

нн
ой

 а
ка

де
м

ии

бактериофаги являются 
агентами горизонталь-
ного переноса генов от 
бактерии к бактерии 
[14], поэтому есть не-
обходимость изучения 
кандидатных бактерио-
фагов, предназначенных 
для деконтаминации 
продуктов питания рас-
тительного происхож-
дения, молекулярно-ге-
нетическими методами 
для определения их 
потенциальной способ-
ности к переносу генов 
бактерий.

Цель исследова-
ний – дать молекулярно-
генетическую характери-
стику бактериофагу Bacillus pumilis FBm-8 УГСХА для 
подтверждения его оригинальности и вирулент-
ной природы, что позволит его использовать в со-
ставе биопрепарата для обработки плодоовощной 
продукции и разработать систему детекции HBL 
enterotoxin в геноме бактериофагов, специфичных 
для Bacillus pumilis.

Объекты и методы исследований
Бактериофаг Bacillus pumilis FBm-8 УГСХА 

был выделен из пробы почвы и характеризовал-
ся следующими показателями: литическая актив-
ность - 4,0х109±0,3х109 БОЕ/мл по Грацио, диапазон 
литического действия - специфичен для 77,3 % бак-
териальных культур Bacillus pumilis из 22 музейных 
штаммов НИИЦМиБ ФГБОУ ВО Ульяновский ГАУ, не 
лизирует культуры гомологичного рода. 

Методы выделения и изучения биологиче-
ских свойств бактериофагов многократно были 
апробированы автором [15-17].

Для получения полноразмерных нуклео-
тидных последовательностей генома FBm-8 УГ-
СХА применяли метод полногеномного секвени-
рования ДНК бактериофагов второго поколения 
(IonTorrent, ThermoFisherScientific, США). 

Бактериофаг FBm-8 УГСХА был секвениро-
ван трижды. Полученные результаты были под-
вергнуты биоинформационному анализу. Высокая 
достоверность при сборе генома бактериофага 
обеспечивалась фильтрацией качества прочтений 
(ридов). В экспериментах использовалась инфор-
мация, полученная из международных баз данных 
GeneBank, DDBJ,EMBL. Сборка генома осущест-
влялась программным обеспечением Newbler 
(Roche/454 GS-FLX)

В исследованиях использовали спектрофо-
тометр Nanodrop 2000/2000c (ThermoFisher), ам-
плификатор («MaxyGene», AXYGEN Scientific, США). 
С целью оптимизации ПЦР-протокола, в реакциях 
с Bacillus pumilis FBm-8 УГСХА применяли методику 
электрофореза в агарозном геле.

Результаты исследований
Нами был проведен спектр исследований, 

направленных на изучение молекулярно-генетиче-
ской характеристики бактериофага Bacillus pumilis 
FBm-8 УГСХА: определялся размер фагового гено-
ма, рассматривался процент идентичности с мак-
симально близкими с точки зрения таксономии 
бактериофагами, осуществлялось определение 
наличия в составе ДНК FBm-8 УГСХА гена, кодиру-
ющего HBL enterotoxin. 

На рис. 1 собранный геном бактериофа-
га Bacillus pumilis FBm-8 УГСХА сравнивали с ДНК 
бактериофагов, которые были депонированы в 
GenBank NCBI. 

Далее были составлены карты линейных 
ДНК выделенного и селекционированного нами 
бактериофага Bacillus pumilis FBm-8 УГСХА. С уче-
том известных аналогов определялись продукты 
экспрессии его генов (рис. 2). 

Установлено, что качественный состав бел-
ков бактериофага FBm-8 УГСХА аналогичен с анно-
тированными аналогами, имеет четкие гомологии 
аминокислотного и нуклеотидного наборов. 

В структуре протеинов фага Bacillus pumilis 
FBm-8 УГСХА выявлена закономерность, которая 
присуща бактериофагам – это присутствие струк-
турных и неструктурных компонентов. Установ-
лены продукты генов, которые не имеют четко 
определенных функциональных характеристик. 

Рис. 1 - Карта линейной ДНК бактериофага Bacillus pumilis  FBm-8  УГСХА, 
где проведено дешифрование кодирующих областей генома
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Это так называемые «гипотетические белки», име-
ющие аналоги в аннотированных в базах данных 
(GeneBank, EMBL, DDBJ) в геномах бактериофагов, 
активных в отношении	Bacillus	pumilis. 

Одним из основных критериев при отбо-
ре кандидатного бактериофага для целей био-
процессинга является определение отсутствия в 
структуре его генома «островков патогенности». 
Если рассматривать горизонтальный перенос ге-
нов, кодирующих факторы патогенности, то у бак-
терий рода Bacillus одним из важных вирулентных 
факторов является энтеротоксин, входящий в HBL-
комплекс, структура которого закодирована в гене 
HBL enterotoxin.

Первоначально был проанализирован ну-
клеотидный состав и проведено выравнивание 
гена энтеротоксина с целью определения кон-

сервативных участков. Фрагменты исследований 
представлены на рис. 3.

С учетом полученной выше информации 
были подобраны праймеры для детекции гена 
HBL enterotoxin методом ПЦР. Его отсутствие будет 
свидетельствовать о перспективности применения 
изучаемого бактериофага Bacillus pumilis FBm-8 
УГСХА при обработке плодоовощной продукции. 
Данные подбора представлены на рис. 4-5.

Для экстракции нуклеиновых кислот были 
использовано несколько различных технологий 
их очистки от протеинов и ферментов, которые ус-
ложняют постановку реакции, иногда ингибируют 
действие ДНК-полимеразы [18]. 

После экстрагирования ДНК мы осуществля-
ли измерение оптической плотности при 260 нм, 
280 нм и 230 нм. Использовали расчеты А260/А230, 
позволяющие вычесть примеси, которые не от-
носятся к поглощению светового потока ДНК. Для 
определения чистоты нуклеиновых кислот приме-
няли расчеты А260/А280 (чистой для использования 
в ПЦР, считалась ДНК при коэффициенте не менее 
1,8). 

При определении коэффициента чистоты 
ДНК установлено, что фенольно-хлороформная 
экстракция является эффективным методом для 
выделения и ее очистки.

Далее мы определили пару праймеров, ко-
торая отвечает следующим условиям: GC должно 
быть не более 60%, температура плавления состав-
ляет ≈ 60°С, длина ампликона находится в диапазо-
не от 200 до 400 п.н., длина праймеров составляет 
от 18 до 24 п.н. (табл. 1).

После подбора праймерных систем к участку 
гена HBL enterotoxin - GAGATGCAAAAATTAATGCGGCG 
и TGCGATTCCTAGCGGAGTTC - определялась их ра-
ботоспособность и специфичность, а также опти-
мизировались режимы постановки полимеразно-
цепной реакции на пробах, содержащих экстра-
гированную ДНК музейных и полевых штаммов 
Bacillus pumilis. Для этого был проведен цикл ис-
следований по постановке ПЦР с детекцией мето-
дом горизонтального электрофореза в агарозном 
геле. Температура отжига праймеров выбиралась 
эмпирически с учетом их расчетных температур 
плавления и необходимости создания универсаль-
ного протокола ПЦР для индикации искомого ДНК. 

Диапазон температур, с которым нам при-
шлось работать, был достаточно велик - 50-75˚С. 
Определено, что температура отжига +60 °С явля-
ется оптимальной для системы праймеров, при-
меняемой для выявления гена, кодирующего HBL 
enterotoxin. В процессе исследований была опре-
делена оптимальная программа амплификации 

 

Рис. 2 - Карта линейной ДНК фага Bacillus 
pumilis FBm-8 УГСХА (картирование генов, для ко-
торых: А) определены гомологии, Б) не определе-
ны гомологии)
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Рис. 3 – Фрагмент выравнивание гена HBL enterotoxin

Рис. 4 – Подбор системы праймеров к участку гена HBL enterotoxin
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(табл. 2), которая позволила добиться определен-
ной специфичности для подобранной системы 
праймеров, позволяющей осуществлять иденти-
фикацию гена, кодирующего HBL enterotoxin в ДНК 
штаммов Bacillus	pumilis.

Методом подбора была установлена кон-
центрация для каждого из праймеров, которая со-
ставила 10 pmol на реакцию в объеме 25 мкл.

Для визуализации результатов полимераз-
но-цепной реакции применяли метод электрофо-
реза (рис. 6).

В результате исследований нами была раз-
работана ПЦР-система для индикации наличия 
фрагмента гена HBL enterotoxin. Ее применение 
позволило определить, что фрагментов вышеназ-
ванного гена в геноме бактериофага Bacillus pumilis 
FBm-8 УГСХА обнаружено не было, что свидетель-
ствует о возможности его использовании в составе 
биопрепарата, разрабатываемого для деконтами-
нации плодоовощной продукции.

Выводы
Результаты секвенирования генома бакте-

Рис. 5 - Подбор системы праймеров к участку гена HBL enterotoxin

Таблица 1  
Характеристика системы праймеров к 

участку гена, кодирующего HBL enterotoxin
Параметр Характеристика

участок гена HBL enterotoxin

Праймер1 (f)  5’-3’ GAGATGCAAAAATTAATGCGGCG

Праймер 2 (r)  5’-3’ TGCGATTCCTAGCGGAGTTC

Расчетная температура плав-
ления прямого праймера 60,0˚С

Расчетная температура 
плавления обратного 

праймера
59,9˚С

Размер ампликона, п.н. 366

Таблица 2
Разработанный алгоритм амплификации 

ДНК
Для амплификаторов с активным регулированием (по 
раствору в пробирке): «Терцик» (НПО «ДНК–Техноло-

гия», Россия)

№ цикла Шаг Темпера-
тура

Длитель-
ность 

Количество 
повторов

1 1 95˚С 1 мин 1

2
1
2
3

95˚С
60˚С
72˚С

10 сек
10 сек
20 сек 30

3 1 72˚С 2 мин 1

Рис. 6 - Результаты амплификации фраг-
мента гена HBL enterotoxin электрофоретиче-
ским методом: М – маркер молекулярного 
веса; 1,2 – положительный контроль; 3 – бакте-
риофаг FBm – 8 УГСХА - Bacillus pumilus; 4 – от-
рицательный контроль
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риофага Bacillus pumilis FBm-8 УГСХА, подвергну-
тые биоинформационному анализу, позволили 
установить, что качественный состав белков фага 
аналогичен с аннотированными аналогами и име-
ет четкие гомологии аминокислотного и нукле-
отидного наборов. В структуре протеинов FBm-8 
УГСХА выявлена закономерность, которая присуща 
бактериофагам – это присутствие структурных и 
неструктурных компонентов. Установлены продук-
ты генов, которые не имеют четко определенных 
функциональных характеристик. Это так называе-
мые «гипотетические белки», имеющие аналоги в 
аннотированных в базах данных (GeneBank, EMBL, 
DDBJ) в геномах бактериофагов, специфичных для 
Bacillus pumilis. 

Определено, что фенольно-хлороформная 
экстракция является эффективным методом для 
очистки ДНК бактериофага FBm-8 УГСХА.

Разработана система молекулярно-гене-
тической детекции (постановка ПЦР) фрагмента 
гена HBL enterotoxin в геноме фагов, специфичных 
для Bacillus	 pumilis, которые являются кандидат-
ными для средства деконтаминации плодоовощ-
ной продукции. Система праймеров для индика-
ции участков гена HBL enterotoxin в геноме фагов 
Bacillus pumilis включает прямой праймер (f) 5’-3’ 
– GAGATGCAAAAATTAATGCGGCG и обратный прай-
мер (r) 5’-3’ – TGCGATTCCTAGCGGAGTTC, имеет рас-
четную температуру плавления прямого праймера 
- +60,0 ˚С и обратного праймера - +59,9 ˚С, длина 
амплифицируемого участка составляет 366 п.о. 
Специфического фрагмента гена HBL enterotoxin в 
геноме бактериофага Bacillus pumilis FBm-8 УГСХА, 
поиск которого проводили с применением разра-
ботанной системы молекулярно-генетической де-
текции, выявлено не было. 

Полученные в результате экспериментов 
данные позволяют рекомендовать бактериофаг 
Bacillus pumilis FBm-8 УГСХА для конструирования 
нового высокоэффективного фагового биопрепа-
рата. 
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CHARACTERISTICS OF SOME BIOLOGICAL PROPERTIES OF FBM-8 UGSKHA BACTERIOPHAGE

Feoktistova N.A.
FSBEI HE Ulyanovsk State Agricultural Academy

432017,	Ulyanovsk,	Novy	Venets	boulevard,	1;	8	(8422)	55-95-47
e-mail:	feokna@yandex.ru

Key	words:	bacteriophage,	Bacillus	pumilis,	HBL	enterotoxin,	primer	system,	genome
The	article	presents	 results	of	 studies	on	 the	molecular	genetic	 characteristics	of	Bacillus	pumilis	FBm-8	UGSkHA	bacteriophage	 in	order	 to	confirm	 its	

originality,	virulent	nature	to	determine	the	appropriateness	of	its	use	as	part	of	a	biological	product	that	will	potentially	be	used	in	treatment	of	fruit	and	vegetable	
products	and	to	develop	a	HBL	enterotoxin	detection	system	in	the	genome	of	bacteriophages	specific	for	Bacillus	pumilis.	A	linear	DNA	map	was	compiled	for	
a	three	times	sequenced	bacteriophage,	with	a	decoding	of	the	coding	regions	of	the	genome.	Mapping	was	performed	for	genes	for	which	homology	was	
determined	and	not	defined.	It	was	established	that	the	qualitative	composition	of	the	proteins	of	the	studied	bacteriophage	corresponds	to	those	of	annotated	
analogues	and	has	clear	homology	of	the	nucleotide	and	amino	acid	sets.	It	was	determined	that	the	use	of	phenol-chloroform	extraction	leads	to	the	best	yield	
of	template	DNA.	Based	on	the	conserved	regions	of	the	gene,	primers	were	selected	for	detection	of	the	HBL	enterotoxin	gene	by	PCR,	since	the	position	of	
horizontal	transfer	of	pathogenicity	factors	in	bacteria	of	Bacillus	genus	is	one	of	the	most	important	enterotoxin.	Primer	characteristics:	direct	primer	(f)	5’-3	
’-	GAGATGCAAAAATTAATGCGGCG;	reverse	primer	(r)	5’-3	’-	TGCGATTCCTAGCGGAGTTC;	the	calculated	melting	temperature	of	the	direct	primer	is	60.0	°	C;	the	
estimated	melting	temperature	of	the	reverse	primer	is	59.9	°	C;	theoretical	specificity	-	Bacillus	pumilis;	the	length	of	the	amplified	part	(bp)	is	366.	As	a	result	of	
the	studies,	we	developed	a	PCR	system	to	indicate	the	presence	of	the	HBL	gene	fragment	enterotoxin,	which	allowed	us	to	determine	that	the	fragments	of	the	
virulent	HBL	gene	enterotoxin	of	Bacillus	bacteria	in	the	genome	of	Bacillus	pumilis	FBm-8	UGSKhA	bacteriophage	was	not	found,	which	indicates	its	possible	use	
as	part	of	a	biological	product	developed	for	treatment	of	fruits	and	vegetables.
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