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Исследования проводятся в соответствии с тематическим планом научно-исследовательских работ, 
выполняемых по заданию МСХ РФ в 2023 году 

Введение 
Безопасность пищевых продуктов, особенно 

связанная с действием микроорганизмов, является 
важной проблемой общественного здравоохране-
ния, которую нельзя игнорировать [1]. Среди раз-
личных микробных агентов Bacillus cereus считается 
важным патогеном пищевого происхождения. Это 
грамположительная бактерия с высокой устойчиво-
стью к неблагоприятным условиям окружающей 
среды благодаря своей способности к споруляции 
[2]. В благоприятных условиях из споры прорастает 
вегетативная форма клетки, способная вызывать бо-
лезни пищевого происхождения [3]. Бактерии вида 
Bacillus cereus вызывают особую озабоченность из-
за производимых ими энтеротоксинов и других фак-
торов вирулентности, которые способствуют вспыш-
кам пищевых отравлений [4]. Из-за своего повсе-
местного распространения, B. cereus может загряз-
нять различные пищевые продукты, включая пасте-
ризованное молоко [5, 6], готовые к употреблению 
пищевые продукты [7], морепродукты [8] и овощи 
[9-11]. 

Пищевая промышленность обычно борется с B. 
cereus физическими и химическими методами, од-
нако применение традиционных методов часто 
непомерно увеличивает затраты, влияет на наличие 
остаточных загрязняющих веществ, которые сни-
жают качества конечного продукта [12], в том числе 
сенсорные, может влиять на здоровье человека и за-
грязнение окружающей среды. Таким образом, 
необходимы новые эффективные стратегии борьбы 
с контаминацией, вызванной B. cereus. 

В последние годы бактериофаги снова приоб-
рели популярность как эффективное средство кон-
троля патогенов и борьбы с ними [13]. Фаги – это ви-
русы, способные инфицировать и элиминировать 
бактерии, что может использоваться для борьбы с 
инфекциями и бактериальными загрязнениями. 
Фаги размножаются в организме хозяина, что значи-
тельно снижает стоимость их применения. В настоя-
щее время выделено и эффективно используется в 
пищевых продуктах множество бактериофагов, ко-
торые специфически воздействуют на патогены пи-
щевого происхождения, такие как Cronobacter [14] и 
Salmonella [15]. Однако, до недавнего времени уче-
ные не проявляли значительного интереса к фагам, 
активным в отношении B. cereus [16]. В настоящее 
время только несколько таких фагов тщательно 

изучены, следовательно, есть необходимость в по-
иске новых штаммов фагов B. cereus и оценке их по-
тенциала в качестве средства биоконтроля патогена 
в пищевых продуктах и на поверхностях, контактиру-
ющих с ними.  

Одним из ключевых моментов в оценке произ-
водственно-перспективных фагов после изучения их 
биологических свойств является поиск в геноме фа-
гов специфических фрагментов, кодирующих фак-
торы патогенности. Основные факторы патогенно-
сти Bacillus cereus связаны с гемолизином [14], энте-
ротоксином (HBL/NHE) и цитотоксином [18].  

Цель исследования – разработка мультиплекс-
ной системы ПЦР-РВ для детекции специфичных 
фрагментов генов гемолизина Hly, энтеротоксина 
HBL/NHE и цитотоксина CytK2 в геноме бакте-
риофага FBc 216 УлГАУ, активного в отношении бак-
терий вида Bacillus cereus и являющегося кандидат-
ным для включения в состав комбинированного 
средства.  

Материалы и методы 
Объектом исследования стал выделенный и 

охарактеризованный по биологическим свойствам 
бактериофаг FBc 216 УлГАУ, строго специфичный в 
отношении бактерий вида Bacillus cereus. Фаг был 
выделен из пробы почвы сельскохозяйственного 
назначения и селектирован с конечной концентра-
цией 11,36±0,02 lg БОЕ/мл. Литическая активность 
бактериофага оставалась стабильной в широких 
диапазонах температуры (4…90°C). Бактериофаг FBc 
216 УлГАУ показал высокую стабильность при хране-
нии в температурном диапазоне от –20°C до 22°C в 
течение 6 мес. как в жидкой форме, так и в лиофиль-
новысушенном состоянии. Фаг продемонстрировал 
бактерицидный эффект in vitro в отношении Bacillus 
cereus при множественности инфекции (MOI) 0,01.  

Полные нуклеотидные последовательности ге-
нов гемолизина Hly, энтеротоксина HBL/NHE и цито-
токсина CytK2 определяли в системе NCBI. Множе-
ственное 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.  

Выделение ДНК осуществляли с помощью 
набора реагентов «РеалБест УниМаг» (Вектор Бест, 
Россия). 
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Рис. 1. Нуклеотидная последовательность гена гемолизина Bacillus cereus 
 

 
Рис. 2. Система олигонуклеотидов для детекции гена гемолизина Bacillus cereus (схема фланкирования 

специфичных участков) 
 

 
Рис. 3. Система олигонуклеотидов для детекции гена гемолизина Bacillus cereus 
 

 
Рис. 4. Нуклеотидная последовательность гена энтеротоксина HBL/NHE Bacillus cereus 



4.2.3. Инфекционные болезни и иммунология животных (биологические науки) 

128 

Для постановки ПЦР применяли реакционную 
смесь «БиоМастер» (Биолампикс, Россия) и стан-
дартный набор лабораторного оборудования и рас-
ходных материалов. 

Результаты 
В системе NCBI была определена последова-

тельность гена гемолизина (Hly) для Bacillus cereus 
(рис. 1). 

Выявили, что последовательность гена, кодиру-
ющего гемолизин Bacillus cereus как фактор патоген-
ности имеет полную гомологию с участком, кодиру-
ющим аналогичный фактор патогенности в геноме 
Bacillus thuringensis. Таким образом, определена ве-
роятность горизонтального переноса данной после-
довательности между этими видами.  

В системе NCBI Primer Blast была сконструиро-
вана система олигонуклеотидов (праймеров и 
зонда) (рис. 2, 3) для детекции специфической по-
следовательности, характерной для гена 

гемолизина. В качестве флуоресцентной метки 
зонда TaqMan для ПЦР в реальном времени был ис-
пользован краситель FAM с гасителем BHQ-1. 

Относительно гена энтеротоксина Bacillus ce-
reus в системе NCBI была определена его нуклеотид-
ная последовательность (рис. 4). 

При множественном выравнивании было вы-
явлено, что последовательность гена, кодирующего 
энтеротоксин Bacillus cereus, имеет 97 % совпадения 
с аналогичной последовательностью в геноме Bacil-
lus thuringensis. Это объясняется тем, что последний 
входит в группу близкородственных видов под об-
щим наименованием «cereus group».  

Были сконструированы праймеры (рис. 5, 6) и 
зонд для детекции специфической последователь-
ности, характерной для гена энтеротоксина 
HBL/NHE. В качестве флуоресцентной метки зонда 
TaqMan для ПЦР в реальном времени был использо-
ван краситель VIC с гасителем BHQ-2. 

 

 
Рис. 5. Система олигонуклеотидов для детекции гена энтеротоксина HBL/NHE Bacillus cereus (схема флан-

кирования специфичных участков) 
 

 
Рис. 6. Система олигонуклеотидов для детекции гена энтеротоксина HBL/NHE Bacillus cereus  
 

 
Рис. 7. Нуклеотидная последовательность гена CytK2 Bacillus cereus 
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Рис. 8. Система олигонуклеотидов для детекции гена CytK2 Bacillus cereus (схема фланкирования специ-

фичных участков) 
 

 
Рис. 9. Система олигонуклеотидов для детекции гена CytK2 Bacillus cereus  
 
При множественном выравнивании гена цито-

токсина CytK2 для Bacillus cereus установлено, что 
его последовательность (рис. 7) имеет 96,4% срод-
ство с последовательностью гена цитотоксина бакте-
рий группы «cereus». 

Для детекции специфической последователь-
ности, характерной для гена CytK2 в системе NCBI 
Primer Blast, была сконструирована система олиго-
нуклеотидов (праймеров и зонда) (рис. 8, 9) с флуо-
ресцентной меткой зонда TaqMan использован кра-
ситель ROX с гасителем BHQ-2. 

После синтеза и оптимизации праймеров в 
мультиплексной системе ПЦР в реальном времени 
проведены эксперименты по детекции специфич-
ных фрагментов генов гемолизина (Hly), энтероток-
сина (HBL/NHE) и цитотоксина (CytK2) в геноме изо-
лированного бактериофага FBc 216 УлГАУ (табл. 1, 
рис. 10-12), специфичного в отношении Bacillus ce-
reus и являющегося кандидатным для включения в 
состав комбинированного фагового препарата для 
биологической дезинфекции.  

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

1. Предварительная денатурация – 950C – 5 ми-
нут – 1 цикл 

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

 
 
 
 
 

 
Таблица 1. Результаты амплификации при де-

текции консервативных участков генов гемолизина 
Hly (FAM), энтеротоксина HBL/NHE (HEX/VIC), цито-
токсина CytK2 (ROX) в ДНК бактериофага FBc 216 Ул-
ГАУ, специфичного в отношении Bacillus cereus 

Номер 
лунки 

Идентификатор про-
бирки 

Cp, 
Fam 

Cp, 
Hex 

Cp, 
Rox 

1.  A1 FBc 216 УлГАУ    
2.  A2 FBc 216 УлГАУ    
3.  A3 FBc 216 УлГАУ    
4.  B9 Bacillus cereus (+) 24,0 24,8 25,5 
5.  C9 Bacillus cereus (+) 24,1 22,8  
6.  G8 Bacillus cereus (+) 28,3 28,8  

 

 
Рис. 10. Результаты амплификации при детек-

ции консервативного участка гена гемолизина Hly 
(FAM), в ДНК бактериофага FBc 216 УлГАУ, специ-
фичного в отношении Bacillus cereus 
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Рис. 11. Результаты амплификации при детек-

ции консервативного участка гена энтеротоксина 
HBL/NHE (HEX/VIC) в ДНК бактериофага FBc 216 Ул-
ГАУ, специфичного в отношении Bacillus cereus 

 

 
Рис.12. Результаты амплификации при детек-

ции консервативного участка гена цитотоксина 
CytK2 (ROX) в ДНК бактериофага FBc 216 УлГАУ, спе-
цифичного в отношении Bacillus cereus 

 
В результате проведенных экспериментов в ге-

номе бактериофага FBc 216 УлГАУ специфичных 
фрагментов генов гемолизина, энтеротоксина 
HBL/NHE и цитотоксина CytK2, кодирующих основ-
ные факторы патогенности бактерий вида Bacillus 
cereus, не выявлено. 

Обсуждение 
Бактериофаги признаны перспективным сред-

ством для формирования биологической антимик-
робной стратегией при контроле патогенов в пище-
вом производстве [19]. Всё чаще появляются новые 
варианты применения фагов для контроля патоген-
ных микроорганизмов в пищевых продуктах и про-
изводственных средах. Описан бактериофаг FBc 216 
УлГАУ, активный в отношении Bacillus cereus. При 
изучении биологических свойств фага FBc 216 УлГАУ 
установили, что фаг обладает высокой литической 
активностью 11,36±0,02 lg БОЕ/мл, значительной 
устойчивостью к воздействию факторов окружаю-
щей среды и стабильностью при хранении, что сви-
детельствует о его потенциале для достижения про-
гнозируемого антимикробногоо эффекта. В ранее 
проведенных исследованиях большинство фагов 
Bacillus имели узкий диапазон литической активно-
сти и были способны воздействовать только на огра-
ниченное число штаммов [16, 20]. Однако, фаг FBc 
216 УлГАУ обладает широким спектром действия и 
способен инфицировать 89 % бактериальных штам-
мов. 

Фаги часто несут интегразы, гены устойчивости 
к антибиотикам или гены вирулентности, но в про-
веденном исследовании генов, кодирующих основ-
ные факторы патогенности бактерий вида Bacillus 
cereus в геноме бактериофага FBc 216 УлГАУ, не вы-
явлено.  

Фаг FBc 216 УлГАУ может быть использован для 
биологической дезинфекции в пищевой промыш-
ленности и биоконтроля Bacillus cereus в пищевых 
продуктах как самостоятельно, так и в составе ком-
бинированного средства для более эффективного 
удаления патогенов на производственных линиях 
[21]. 

Заключение 
В результате проведенных исследований по де-

текции специфичных фрагментов генов гемолизина 
(Hly), энтеротоксина (HBL/NHE) и цитотоксина 
(CytK2), кодирующих основные факторы патогенно-
сти бактерий вида Bacillus cereus в геноме бакте-
риофага FBc 216 УлГАУ с помощью мультиплексной 
системы ПЦР-РВ, таковых не выявлено. Полученные 
данные подтверждают высокий потенциал фага FBc 
216 УлГАУ для использования его в составе биопре-
парата для биоконтроля Bacillus cereus.  
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