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В статье представлены результаты геномных и протеомных исследований листериозного бактери-
офага FL.m. 4 УлГАУ. Изучаемый фаг обладает рядом биологических свойств, необходимых для производствен-
но-перспективного бактериофага: высокая литическая активность (по методу агаровых слоев по Грациа 
2,9±0,1×1010 БОЕ/мл, по методу Аппельмана 10-9), широкий спектр литического действия (86,8 %) и специфич-
ность. Для подтверждения безопасности и оригинальной природы фага FL.m. 4 серии УлГАУ был секвенирован 
и проанализирован методами геномной биоинформатики. Полученную таким образом генетическую после-
довательность фаговой ДНК сравнивали с данными генетическими последовательностями, представленны-
ми в системе NCBI. Установлено, что наиболее близким по гомологии оказался геном Listeria phage LP-083-2. 
На основании генетических исследований был проведен анализ протеома бактериофага Listeria phage FLm4 
и составлена его карта в соответствии с аннотированными геномами бактерий и вирусов на основе три-
плетной кодировки аминокислот. Каждый из выявленных 109 протеомных компонентов Listeria phage FLm4 
был сопоставлен с аналогами и составлено его филогенетическое картирование для поиска подобия воз-
можных локусов патогенности. При анализе полученных данных генетических и протеомных исслледований 
бактериофага Listeria phage FLm4 серии УлГАУ локусов патогенности и их гомологов не выявлено. Эти резуль-
таты подтверждают его оригинальность и безопасность и свидетельствуют о возможности его даль-
нейшего использования в качестве средства обработки плодоовощной и другой готовой к употреблению 
продукции с целью увеличения сроков ее хранения и профилактики пищевых отравлений. 

Исследования проводятся в соответствии с Тематическим планом научно-исследовательских работ, вы-
полняемых по заданию МСХ РФ в 2019 году.

Введение
Сегодня микробиологическая безопас-

ность пищевых продуктов все больше основана 
на применении «натуральных» (биологических) 
противомикробных препаратов, которые позво-
ляют контролировать микробное загрязнение 
пищевых продуктов [1]. Бактериофаги (фаги), 
вирусы, убивающие бактерии, являются старей-
шими и наиболее вездесущими биологически-
ми системами на Земле [2] и являются наиболее 
подходящими кандидатами для экологически 
безопасного биоконтроля патогенов [3, 4], пере-
дающихся через пищевые продукты. Высокая 
специфичность бактериофага по отношению к 
бактерии-хозяину, способность противостоять 
разнообразным факторам, возникающим при 

обработке пищи [5, 6], а также их низкая токсич-
ность и длительный срок хранения делают фаги 
хорошей альтернативой дезинфицирующим 
средствам, антибиотикам и/или пищевым кон-
сервантам [3, 4, 7]. 

Для обеспечения безопасности пищевых 
продуктов фаги используются как средство борь-
бы с патогенами на разных этапах производства; 
в животноводстве их применяют в качестве те-
рапевтических препаратов, что в том числе пре-
дотвращает попадание патогенов в среду обра-
ботки пищевых продуктов; в пищевой промыш-
ленности они используются в качестве агентов 
биоконтроля для очистки и дезинфекции [8, 9], 
тем самым уменьшая образование колоний и / 
или биопленок, а также в качестве биоконсер-
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Рис. 2 - Линейная диаграмма гомологии геномов листериозных бактериофагов FLm4 УлГАУ и LP-083-2

Рис. 1 - Сравнительный анализ 
гомологии геномов листериозных 
бактериофагов FLm4 УлГАУ и LP-
083-2

Рис.3 - Протеомная карта гомологии ис-
следуемого бактериофага Listeria phage FLm4 
c генетическим маркером, аннотированным в 
системе NCBI

вантов [10]. Они также добавляются в пищевые 
продукты или наносятся на поверхность пищи 
[3] для подавления и / или уничтожения роста 
патогенов [6, 11, 12] и микроорганизмов, вызы-
вающих порчу [13-14], тем самым обеспечивая 
продление сроков годности готовых к употре-
блению продуктов [15]. 

Однако, чтобы рекомендовать бактери-
офаг для использования в качестве средства 
обработки плодоовощной и другой готовой к 
употреблению продукции с целью увеличения 
сроков ее хранения и профилактики пищевых 
отравлений, необходима его молекулярно-гене-
тическая оценка. 

В связи с этим целью наших исследова-
ний стало проведение молекулярно – генетиче-
ских и протеомных исследований бактериофага 
FL.m. 4 УлГАУ, активного в отношении опасного 
пищевого патогена - Listeria monocytogenes для 
подтверждения его оригинальности и безопас-
ности.

Объекты и методы исследования: 
В ходе работы авторами было выделено 5 



131

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

Таблица 1 
Анализ состава протеома Listeria phage FLm4
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изолятов бактериофагов, специфичных к бакте-
риям Listeria spp.: L.m 1 УлГАУ, L.m 2 УлГАУ, L.m 4 
УлГАУ, L.m 6 УлГАУ, L.m 12 УлГАУ. Литическая ак-
тивность данных фагов составляла от 1,2±0,1×107 

до 2,9±0,1×1010 по Грациа и от 10-6 до10-9 по ме-
тоду Аппельмана. Диапазон литического дей-
ствия находился в пределах от 37,5% до 86,8%. 
Опираясь на изученные биологические свойства 
для молекулярно-генетического исследования, 
нами был отобран бактериофаг FL.m. 4 УлГАУ, 
обладающий следующими характеристиками: 

 ● негативные колонии диаметром 0,5-
0,7 см округлые, прозрачные, без зоны непол-
ного лизиса;

 ● литическая активность по методу ага-
ровых слоев по Грациа 2,9±0,1×1010 БОЕ (бляш-
кообразующих единиц) /мл, 

 ● литическая активность по методу Ап-

пельмана 10-9;
 ● спектр литического действия составля-

ет 86,8 % (изучался на 53 культурах Listeria spp.). 
 ● не активен в отношении бактерий гете-

рологичных родов;
 ● умеренно устойчив к воздействию тем-

пературы;
 ● не теряет активность при 45 минутном 

воздействии хлороформа. 
Для получения полноразмерной нуклео-

тидной последовательности генома листериоз-
ного бактериофага FL.m. 4 УлГАУ фаголизат очи-
щали от бактериальной ДНК ультрафильтраци-
ей. Выделение нуклеиновых кислот фагов про-
водили при помощи набора К-Сорб (ООО «НПФ 
Синтол», Россия). 

Секвенирование осуществляли при по-
мощи платформы IonTorrent (Thermo Fisher 
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Scientific, США), используя набор реагентов Ion PI 
Sequencing 200 Kit v3 на чипе Ion PI ChipKit v2 сек-
венатора IonProton (ThermoFisherScientific, США) 
согласно рекомендациям производителя. Оцен-
ка распределения длин фрагментов библиотек 
и их концентрация осуществлялась с помощью 
прибора Bioanalyzer 2100 и набора Agilent High 
Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies, США). 
Для сборки фагового генома denovo использо-
вали риды с качеством прочтения не ниже Q20 
и длиной не менее 50 оснований. Сборку гено-
ма осуществляли с применением программного 
обеспечения Newbler (Roche/454 GS-FLX). Для 
исследования протеома использовали ресур-
сы SnapGene Viewer v.4.1.7, ExPasy (https://web.
expasy.org), BASys (Bacterial Annotation System; 
https://www.basys.ca).

Результаты исследований
Исследования генома и протеома листе-

риозного бактериофага FL.m. 4 УлГАУ включали 
в себя: анализ соответствия его генетической 
последовательности, данным представленным 
в системе NCBI и определение возможных гомо-
логов, составление карты протеомов бактерио-
фага в соответствии с аннотированными гено-
мами бактерий и вирусов на основе триплетной 
кодировки аминокислот, исследование про-

теомов бактериофага на предмет соответствия 
локусам патогенности и составление филогене-
тической схемы каждого из протеомов исследу-
емого фага.

Изучение этих данных позволит подтвер-
дить оригинальность и безопасность бактерио-
фага FL.m. 4 УлГАУ. 

Полноразмерные нуклеотидные последо-
вательности генома фага получали при помощи 
ионного полупроводникового секвенирования. 
Бактериофаг был секвенирован трехкратно, 
данные каждого исследования были проанали-
зированы методами геномной биоинформати-
ки, что позволило собрать геном фага с высокой 
достоверностью.

Полученную таким образом генетическую 
последовательность листериозного бактерио-
фага сопоставили с аннотированными данными 
системы NCBI и провели сравнительный анализ 
с эталонным геномом листериозного бактерио-
фага. Наиболее близким по гомологии оказался 
геном Listeria phage LP-083-2. Результаты пред-
ставлены на рисунках 1-2.

На основании генетических данных 
был проведен анализ протеома бактериофага 
Listeria phage FLm4. Результаты соответствия ге-
нома и протеома (на основе генетического кода 

Рис. 4 - Диаграмма распределения протеомов исследуемого бактериофага Listeria phage FLm4 
соответственно молекулярным массам
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аминокислот, характерного для бактерий и ви-
русов) представлены на рисунке 3 и в таблице 1.

Каждый из выявленных протеомных 
компонентов Listeria phage FLm4 был сопостав-Lm4 был сопостав-4 был сопостав-
лен с аналогами и составлено его филогенетиче-
ское картирование для поиска подобия возмож-
ных локусов патогенности. 

По проведенным исследованиям гене-
тического и протеомного картирования Listeria 
phage FLm4 локусов патогенности не выявлено.

Выводы
При анализе полученных данных генети-

ческих и протеомных исследований бактери-
офага Listeria phage FLm4 серии УлГАУ локусов 
патогенности не выявлено. Эти результаты под-
тверждают его оригинальность и безопасность, 
свидетельствуют о возможности его дальней-
шего использования для разработки средства 
биоконтроля плодоовощной и другой готовой к 
употреблению продукции с целью увеличения 
сроков ее хранения и профилактики пищевых 
отравлений. 
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MOLECULAR GENETIC CHARACTERISTICS OF LISTERIA FL.M 4 ULGAU BACTERIOPHAGE

Suldina E.V., Mastilenko A.V., Feoktistova N.A., Vasiliev D.A.
FSBEI HE Ulyanovsk State Agrarian University

432017. Ulyanovsk, Novyi Venets boulevard, 1; 89374545651
e-mail: e.suldina2006@yandex.ru

Key words: Listeria, Listeria monocytogenes, listeria, listeriosis, foodborne pathogens, phage, bacteriophages, bacteria.
The article presents results of genomic and proteomic studies of listeriosis bacteriophage FL.m. 4 UlGAU. The studied phage possesses a number of 

biological properties necessary for a production advanced bacteriophage: high lytic activity (according to agar layer method by Grazia 2.9 ± 0.1 × 1010 PFU 
/ ml, according to Appelman 10-9), a wide spectrum of lytic activity ( 86.8%) and specificity. To confirm safety and original nature, FL.m. 4 ULGAU phage was 
sequenced and analyzed by genomic bioinformatics. The phage DNA genetic sequence thus obtained was compared with these genetic sequences presented 
in NCBI system. It was established that Listeria LP-083-2 phage gene turned out to be closest in homology. Based on genetic studies, the proteome of Listeria 
phage FLm4 bacteriophage was analyzed and its chart was compiled in accordance with the annotated genomes of bacteria and viruses based on triplet 
coding of amino acids. Each of the identified 109 proteomic components of Listeria phage FLm4 was compared with analogues and its phylogenetic mapping 
was compiled to look for similarities of possible pathogenicity loci. When analyzing the data of genetic and proteomic studies of bacteriophage Listeria phage 
FLm4 of ULGAU series, pathogenicity loci and their homologs were not detected. These results confirm its originality and safety and indicate the possibility 
of its further usage as a means of treating fruit and vegetable and other ready-to-eat products in order to increase storage life and prevent food poisoning.
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