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Исследования проводятся в соответствии с тематическим планом научно-исследовательских работ, 
выполняемых по заданию МСХ РФ в 2023 году. Номер ЕГИСУ НИОКТР1022040900033-0-1.6.2 

Введение 
По данным Hendrix R. W. с соавторами вирусы 

бактерий являются самой многочисленной формой 
жизни на Земле [1, 2]. Бактериофаги десятикратно 
превышают количество существующих бактериаль-
ных клеток, при этом глобально виросфера содер-
жит порядка 1031 вирусоподобных частиц [3]. 

Постоянное взаимодействие фагов и бактерий 
в процессе эволюции привело к высокому разнооб-
разию среди вирусов бактерий в природе [4]. Иссле-
дования фагов за последние десять лет пережили 
ресургенцию после нескольких десятилетий спада, 
и в настоящее время интерес ученых сосредоточен 
на исследованиях генома и эволюции, системной 
биологии и горизонтальном переносе генов. На 
практике же все больше биопрепаратов на основе 
бактериофагов предлагаются для профилактиче-
ского применения [5, 6], дезинфекции и контроля 
бактериальных патогенов при производстве пище-
вых продуктов и их хранении [7, 8], это связано 
с тем, что фаги не наносят ущерба популяциям по-
лезных бактерий [9]. 

Yersinia enterocolitica – это возбудитель опас-
ного зоонозного заболевания пищевого происхож-
дения, известного как кишечный иерсиниоз, кото-
рое характеризуется полиморфизмом проявления, 
включая поражение желудочно-кишечного тракта 
(энтероколит, энтерит, мезаденит), развитие общей 
интоксикации организма (лихорадка, диарея), поли-
органные поражения (артрит, узловая эритема, мио-
кардит, менингит) [10]. Иерсиниоз считается в Евро-
пейском Союзе третьим по частоте встречаемости 
зоонозом пищевого происхождения, следуя сразу за 
кампилобактериозом и сальмонеллезом [11].  В Рос-
сийской Федерации за последние 5 лет заболевае-
мость кишечным иерсиниозом в этиологической 
структуре иерсиниозов выросла до 73% и регистри-
руется на уровне 1,6…2,1 на 100 тыс. населения [12, 
13]. Стоит отметить, что по данным ежегодных госу-
дарственных докладов «О состоянии санитарно-
эпидемиологического благополучия населения 
в Российской Федерации» Роспотребнадзора обсе-
мененность овощной продукции возбудителем ки-
шечного иерсиниоза с 2017 неукоснительно растет и 

составляет порядка 22% от общего числа исследуе-
мых проб [12].  

Патогенность бактерий вида Yersinia 
enterocolitica зависит от нескольких важных факто-
ров вирулентности, кодируемых как генами, распо-
ложенными на плазмиде вирулентности, так 
и на хромосоме [14]. 

Среди основных факторов патогенности 
Yersinia enterocolitica, несущих угрозу при горизон-
тальном переносе, особое значение имеют энтеро-
токин (ytxA), термостабильные энтеротоксины ystA 
и ystB [14,15].  

В связи с этим целью исследования была разра-
ботка мультиплексной системы ПЦР-РВ для детек-
ции специфичных фрагментов генов ytxA, ystA и ystB 
в геноме изолированного бактериофага Y-8 УлГАУ, 
активного в отношении Yersinia enterocolitica и явля-
ющегося кандидатным для разработки биологиче-
ского дезинфицирующего средства.  

Материалы и методы 
Объектом исследования стал выделенный 

и охарактеризованный по биологическим свой-
ствам бактериофаг Y-8 УлГАУ, строго специфичный 
в отношении бактерий вида Yersinia enterocolitica. 
Фаг был выделен из сточных вод и селектирован 
с конечной концентрацией 10,18±0,01 lg БОЕ/мл. 
Литическая активность бактериофага оставалась 
стабильной в широких диапазонах рН (4…10) и тем-
пературы (4…50°C). Латентный период внутрикле-
точного развития 28 минут, урожайность 42 
БОЕ/клетка. Y-8 УлГАУ показал высокую стабиль-
ность при хранении в температурном диапазоне от -
20°C до 22°C в течение 6 мес как в жидкой форме, 
так и в лиофильновысушенном состоянии. Фаг про-
демонстрировал бактерицидный эффект in vitro 
в отношении Y. enterocolitica при множественности 
инфекции (MOI) 0,01.  

Полные нуклеотидные последовательности ге-
нов ytxA, ystA и ystB определяли в системе NCBI. 
Множественное выравнивание генов проводили 
в Mul�ple Sequence Alignment Viewer 1.22.1 и UGENA 
44.0. 

Праймеры и пробы были сконструированы 
в системе Primer Blast NCBI.  
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Система олигонуклеотидов для де-
текции гена ytxA Yersinia enterocolitica 

F – CCAGTGGTCCAAAGGCGTAT 
R – CTGACATGACCTGTTCCGCT 
Probe - ACGACTGGGGCCAGCGAGA 
Система олигонуклеотидов для де-

текции гена ystA Yersinia enterocolitica 
F – GGAGCATTCGGCCAAGAAAC 
R – CTACTGACTTCGGCTGGTGG 
Probe - AGCAAGCTT-

GTGATCCTCCGTCG 
Система олигонуклеотидов для де-

текции гена ystB Yersinia enterocolitica 
F – CGATACTCAGACCCCATCGC 
R – TAGCAACCCGCACAGGC 
Probe - TGGTGTTGTGAGGTATGTT-

GCAATCC 
Выделение ДНК осуществляли 

с помощью набора реагентов «РеалБест 
УниМаг» (Вектор Бест, Россия). 

Для постановки ПЦР применяли 
реакционную смесь «БиоМастер» (Био-
лампикс, Россия) и стандартный набор 
лабораторного оборудования и расход-
ных материалов. 

Результаты 
В системе NCBI была определена 

полная нуклеотидная последователь-
ность гена ytxA (рис. 1). 

Затем проведено множественное 
выравнивание данного фрагмента ге-
нома Yersinia enterocolitica в Mul�ple 
Sequence Alignment Viewer 1.22.1 
и UGENA 44.0. 

В системе Primer Blast NCBI были 
сконструированы праймеры и зонд для 
детекции гена ytxA методом ПЦР в ре-
альном времени (рис. 2). В качестве флу-
оресцентной метки определен FAM с га-
сителем BHQ-1. 

Относительно гена темостабиль-
ного энтеротоксина ystA Yersinia entero-
colitica в системе NCBI была определена 
его нуклеотидная последовательность 
(рис. 3) и проведено множественное вы-
равнивание для выявления консерва-
тивных участков. 

Сконструированы праймеры (рис. 
4) и зонд с флуоресцентной меткой VIC c 
гасителем BHQ-2. 

Аналогичные манипуляции прове-
дены в отношении гена ystB Yersinia 
enterocolitica (рис. 5, 6). В качестве флуо-
ресцентной метки для зонда ystB был 
определен краситель ROX.  

После синтеза и оптимизации 
праймеров в мультиплексной системе 
ПЦР в реальном времени нами были 
проведены эксперименты по детекции 

 
Рис. 1. Нуклеотидная последовательность гена ytxA Yersinia 

enterocolitica 

 
Рис. 2. Система олигонуклеотидов для детекции гена ytxA 

Yersinia enterocolitica (схема фланкирования специфичных участ-
ков) 

 
Рис. 3. Нуклеотидная последовательность гена ystA Yersinia 

enterocolitica 

 
Рис. 4. Система олигонуклеотидов для детекции гена ystA 

Yersinia enterocolitica (схема фланкирования специфичных участ-
ков) 

 
Рис. 5. Нуклеотидная последовательность гена ystB Yersinia 

enterocolitica 

 
Рис. 6. Система олигонуклеотидов для детекции гена ystB 

Yersinia enterocolitica (схема фланкирования специфичных участ-
ков) 
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специфичных фрагментов генов ytxA, ystA и ystB в ге-
номе изолированного бактериофага Y-8 УлГАУ (табл. 
1, рис. 7…9), специфичного в отношении Yersinia 
enterocolitica и являющегося кандидатным для раз-
работки биологического дезинфицирующего сред-
ства.  

Были подобраны оптимальные показатели 
цикла для проведения полимеразной цепной реак-
ции в режиме реального времени с флуоресцент-
ным зондом:  

1. Предварительная денатурация – 95 0C – 5 ми-
нут – 1 цикл 

2. Денатурация – 950C в течение 5 сек. Отжиг– 
60 0C в течении 15 сек – 40 циклов. 

 
Таблица 1. Данные амплификации при детек-

ции консервативных участков генов ytxA (FAM), 
ystA (HEX/VIC) и ystB (ROX) в ДНК бактериофага Y-8 
УлГАУ, специфичного в отношении Yersinia 
enterocolitica 

Номер лунки Идентификатор пробирки Cp, 
Fam Cp, Hex Cp, Rox 

 A1 Phage Y-8 УлГАУ    
 A2 Phage Y-8 УлГАУ    
 A3 Phage Y-8 УлГАУ    
 A4 Phage Y-8 УлГАУ    
 B1 Phage Y-8 УлГАУ    
 B2 Yersinia enterocoli�ca 

(+ t A  tA) 
15,1 26,3  

 B3 Yersinia enterocoli�ca 
(+ t A  tA) 

21,1 29,6  
 C4 Yersinia enterocoli�ca 

(+ tB) 
  27,4 
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Рис. 7. Результаты амплификации при детек-

ции консервативного участка гена ytxA (FAM) в ДНК 
бактериофага Phage Y-8 УлГАУ, специфичного в от-
ношении Yersinia enterocolitica 
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Рис. 8. Результаты амплификации при детек-

ции консервативного участка гена ystA (HEX/VIC) 
в ДНК бактериофага Phage Y-8 УлГАУ, специфичного 
в отношении Yersinia enterocolitica 
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Рис. 9. Результаты амплификации при детек-

ции консервативного участка гена ystB (ROX) в ДНК 
бактериофага Phage Y-8 УлГАУ, специфичного в от-
ношении Yersinia enterocolitica 

 
В результате экспериментов в селектирован-

ном бактериофаге Y-8 УлГАУ специфичных фрагмен-
тов, кодирующих основные факторы патогенности 
бактерий вида Yersinia enterocolitica yxtA, ystA и ystB, 
не выявлено. 

Обсуждение 
Свойства бактериофага Y-8 УлГАУ специфичного 

в отношении Yersinia enterocolitica могут иметь прак-
тическое значение при разработке нового антибак-
териального биологического препарата. Использо-
вание литических бактериофагов в качестве потен-
циальных кандидатов в противомикробные препа-
раты является интересной профилактической аль-
тернативой или дополнением к традиционной тера-
пии и профилактике во времена повышения устой-
чивости бактерий к антибиотикам [17, 18]. Потенци-
альные области применения бактериофагов вклю-
чают борьбу с патогенами пищевого происхожде-
ния, использование в качестве консервантов в пи-
щевых / органических продуктах, уменьшение бак-
териальных популяций на различных поверхностях, 
жидкостях или аэрозолях, уменьшение/элимина-
цию бактериальных биопленок [19]. Более того, бак-
териофаг Y-8 УлГАУ может использоваться в качестве 
дезинфицирующего средства даже для поверхно-
стей, которые подвергаются воздействию низких 
температур (овощехранилища, холодильники). Как 
упоминалось выше, Y-8 УлГАУ особенно привлекате-
лен для применения в пищевой промышленности, 
поскольку он нацелен на бактерии, ответственные 
за загрязнение пищевых продуктов. Следовательно, 
фаг можно также использовать для дезинфекции 
оборудования и помещений на предприятиях пище-
вой промышленности. Кроме того, Y-8 УлГАУ может 
быть использован в составе комплексного фагового 
биопрепарата в сочетании с другими бакте-
риофагами, для расширения диапазона его приме-
нения. Такое средство имело бы более широкий по-
тенциал применения, в том числе для разрушения 
смешанных бактериальных биопленок, обеспечи-
вая таким образом эффективную автономную или 
дополнительную профилактику распространению 
патогенов. 
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Заключение 
В результате проведенных исследований по де-

текции специфичных фрагментов генов, кодирую-
щих основные факторы патогенности бактерий вида 
Yersinia enterocolitica yxtA, ystA и ystB в геноме изо-
лированного бактериофага Y-8 УлГАУ с помощью 

мультиплексной системы ПЦР-РВ таковых не выяв-
лено. Полученные данные подтверждают высокий 
потенциал фага Y-8 УлГАУ для использования его 
в составе биологического дезинфицирующего сред-
ства.  
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