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В статье представлена молекулярно-генетическая характеристика секвенированного бактериофа-
га Pr – 6 УГСХА. Составлена карта линейной ДНК c расшифровкой кодирующих областей генома. В соответ-
ствии с известными аналогами были определены продукты экспрессии их генов. 

Разработана система молекулярно-генетической индикации (с использованием ПЦР) автономных ге-
нетических элементов (островков патогенности) в геномах бактериофагов, активных в отношении Proteus 
ssp. и предполагаемых для применения в качестве терапевтических средств для лечения энтеробактериаль-
ных инфекций, вызываемых вышеназванными штаммами бактерий, в ветеринарной медицине. По результа-
там экспериментальных исследований индикации специфического фрагмента гена RelE культур Proteus spp. 
с разработанными системами олигонуклеотидов в геноме протейного бактериофага Pr – 6 УГСХА локусов 
патогенности выявлено не было. Полученные данные позволяют рекомендовать бактериофаг Pr – 6 УГСХА, 
специфичный к бактериям видов Proteus mirabilis и Proteus vulgaris, для конструирования терапевтического 
биопрепарата с целью профилактики и лечения желудочно-кишечных заболеваний молодняка сельскохозяй-
ственных животных и птицы. 

Введение
Анализ литературных источников свиде-

тельствует о том, что доля бактерий рода Proteus в 
тонком кишечнике молодняка сельскохозяйствен-
ных животных и птицы в хозяйствах, неблагопо-
лучных по желудочно-кишечным заболеваниям, 
может составлять до пятидесяти процентов [1-3]. 
Невысокий процент летальности приводит к вы-
соким экономическим затратам, так как снижение 
живой массы переболевших животных и птицы и 
понижение иммунного статуса в перспективе при-
водит к недополучению прироста на 1 кормовую 
единицу, или 1 рубль инвестиций [4]. 

Поиск экологически чистых и эффективных 
терапевтических средств для лечения и профи-
лактики бактериальных инфекций не может ис-
ключать применение биопрепаратов на основе 
специфических бактериофагов [5-9]. Благодаря 
особенностям своей биологии бактериофаги мо-
гут являться мощными агентами горизонтального 
переноса генов от бактерии к бактерии. Бактери-

офаги, предназначенные для целей фаготерапии 
и фагопрофилактики инфекционных болезней, 
должны быть исследованы методами геномики 
для определения их потенциальной способно-
сти к переносу генов бактерий [10]. Основными 
путями переноса и экспрессии «генов вирулент-
ности» бактериофагами является или лизоген-
ная конверсия (в случае, когда геном умеренного 
фага содержит нежелательные гены), или фаговая 
трансдукция [11]. Гены, которые могут содержать 
бактериофаги и появление которых в геноме ин-
фицированных бактерий может вызывать нежела-
тельные явления (к примеру, повышенную виру-
лентность), можно разделить на несколько групп в 
соответствии с их продуктами: 1) гены внеклеточ-
ных токсинов; 2) гены, продукты которых участву-
ют в прикреплении и колонизации бактериями 
поверхностей; 3) гены ферментов, изменяющих 
серотип бактерий; 4) гены белков, помогающих 
инвазии бактерий в ткани. Разумеется, что нали-
чие подобных генов в бактериофагах для целей 
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терапии и профилактики бактериальных заболе-
ваний абсолютно недопустимо. Кроме отсутствия 
генов вирулентности, фаги должны быть также 
безусловно литическими (вирулентными) и не вы-
зывать трансдукцию хозяйской ДНК [12-15]. 

Цель исследований – проведение молеку-
лярно-генетических исследований протейных бак-
териофагов для подтверждения оригинальности, 
вирулентной природы и отсутствия локусов пато-
генности. 

Объекты и методы исследований
Из 94 проб из хозяйств, неблагополучных 

по желудочно-кишечным заболеваниям, было 
выделено 8 бактериофагов, специфичных к бак-
териям рода Proteus. Установлено, что данные 
бактериофаги характеризовались показателем 
литической активности в диапазоне от 4,2±0,2х106 

до 1,9±0,1х109 БОЕ/мл (по методу A. Gratia) и от 10-5 

до 10-8 (по методу Аппельмана), были специфич-
ны в пределах рода, обладали перекрестным ли-
зисом в пределах видов Proteus vulgaris и Proteus 
mirabilis. Совокупный процент лизиса восьми бак-
териофагов на 42 культурах составил 100 % [16-17]. 

Анализ изученных биологических свойств 
бактериофагов Proteus позволил нам выбрать для 
дальнейших исследований, направленных на из-
учение молекулярно-генетической характеристи-
ки, включающей определение размера фагового 
генома, бактериофаг Pr – 6 УГСХА. Работа была 
направлена на определение процента его иден-
тичности с таксономически наиболее близкими 
бактериофагами, проверку отсутствия в составе 
ДНК генов, кодирующих токсины, интегразы, ре-
прессоры транскрипции, и другие нежелательные 
локусы [18]. 

Для получения полноразмерных нуклео-
тидных последовательностей генома бактериофа-
га использовали полногеномное секвенирование 
ДНК бактериофагов второго поколения (Ion Torrent, 
Thermo Fisher Scientific, США). Штамм бактериофа-
га был секвенирован трижды. Данные каждого 
раунда секвенирования были проанализированы 
методами биоинформатики. Фильтрация качества 
прочтений (ридов) позволила собрать геном бак-
териофага с высокой достоверностью. 

В исследованиях были использованы би-
блиотеки баз данных GeneBank (США), EMBL (Ев-
ропейская молекулярно-биологическая библио-
тека), DDBJ (Японская база данных нуклеотидных 
последовательностей).

Для оптимизации ПЦР-протокола, в реак-
циях со штаммами Proteus spp., был использован 
электрофоретический метод детекции продуктов 
амплификации.

Результаты исследований
На рис. 1 собранный геном сравнивали с из-

вестными ДНК бактериофагов, депонированных в 
GenBank NCBI, для определения кодирующих об-
ластей геномов.

В результате проведенных исследований 
была составлена карта линейной ДНК выделенно-
го и селекционированного нами ранее бактерио-
фага Pr – 6 УГСХА. В соответствии с известными ана-
логами были определены продукты экспрессии их 
генов. Качественный состав протеинов бактери-
офага соответствует таковым у аннотированных 
аналогов, имеет четкие гомологии нуклеотидного 
и аминокислотного наборов. В структуре протеи-
нов наблюдается закономерность, присущая дан-
ным вирусным частицам – наличие структурных 
и неструктурных компонентов. Также выявлены 
продукты генов, не имеющие четко определенных 
функциональных характеристик, так называемые 
гипотетические белки, имеющие аналогии в анно-
тированных геномах бактериофагов, активных в 
отношении изучаемых видов бактерий. В таблице 
1 представлен биоинформационный анализ соот-
ветствия известных генов с данными секвениро-
вания бактериофага. На основе биоинформаци-
онного анализа данных сиквенса было доказано 
отсутствие локусов патогенности. Однако сама 
процедура секвенирования достаточно дорогая 
и трудоемкая, поэтому в данной работе мы поста-
вили себе целью показать возможность использо-
вания метода ПЦР для доказательства отсутствия 
локусов патогенности в геноме бактериофага.

Следующим этапом исследований была 
разработка систем молекулярно-генетической ин-
дикации (с использованием ПЦР – полимерназно-
цепной реакции) автономных генетических эле-
ментов (островков патогенности) в геномах бак-
териофагов, активных в отношении Proteus ssp. и 
предполагаемых для применения в качестве тера-
певтических средств для лечения энтеробактери-
альных инфекций, вызываемых вышеназванными 
штаммами бактерий, в ветеринарной медицине. 

На первом этапе в библиотеке баз данных 
GeneBank (США), EMBL (Европейская молекуляр-
но-биологическая библиотека), DDBJ (Японская 
база данных нуклеотидных последовательностей) 
была определена уникальность гена-кандидата и 
выбран фрагмент, кодирующий ген toxin RelE. 

После анализа в библиотеках баз данных 
GeneBank (США), EMBL (Европейская молекуляр-
но–биологическая библиотека), DDBJ (Японская 
база данных нуклеотидных последовательно-
стей) нуклеотидных последовательностей всех 
вышеуказанных генов, они были просканирова-
ны системой Blast базы данных GeneBank (США) 
на предмет совпадения с последовательностями 
ДНК известных микроорганизмов. Установлено, 
что данные генетические последовательности яв-
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ляются уникальными для Proteus phage toxin RelE 
и не имеют совпадений с другими видами микро-
организмов.

После выбора специфичного гена-кандида-
та для молекулярно-генетической идентификации 
«островка патогенности», носителем которого 
могут быть бактериофаги, активные в отношении 
Proteus ssp., были определены наиболее консер-
вативные участки выбранных мишеней путем их 
сравнения у различных штаммов Proteus phage в 
базе данных GeneBank.

На эти консервативные участки приложени-
ем Primer BLAST этой базы данных в режиме on-
line были положены праймеры, отвечающие не-

которым условиям, определенным нами: длина 
праймеров должна составлять 18–24 пары нукле-
отидов, температура плавления праймера должна 
быть 60–70 ˚С, размер фланкируемого праймера-
ми участка гена должна составлять не менее 100 и 
не более 1000 п.о.

После определения праймеров, они были 
выровнены программой Gene Runner Version 3.05, 
определены димеры, при возможном их неком-
плементарном связывании с самими собой или 
попарно. В оконченном варианте праймеры, тео-
ретическая специфичность и фрагменты амплифи-
цируемых участков представлены на рисунке 2 и в 
таблице 2.

Рис. 1 - Карта линейной ДНК бактериофага Proteus c расшифровкой кодирующих областей ге-
нома

Рис.2 - Варианты праймерных систем для амплификации гена toxin RelE генома фагов, актив-
ных в отношении Proteus spp.
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Для оптимизации ПЦР-протокола, в реак-
циях со штаммами Proteus spp., выделенными из 
образцов патологического материала и объектов 
санитарного надзора животноводческих и пти-
цеводческих помещений из хозяйств, неблагопо-
лучных по желудочно-кишечным заболеваниям, 
был использован электрофоретический метод де-
текции продуктов амплификации. Результаты экс-
периментальных исследований индикации спец-
ифического фрагмента гена RelE культур Proteus 
spp. с разработанными системами олигонуклеоти-
дов представлены на рисунке 3.

В результате проведенных экспериментов в 
геноме Pr – 6 УГСХА локусов патогенности выявле-
но не было.

Выводы
В результате проведенных исследований 

были получены сиквенсовые данные генома бак-
териофага Pr – 6 УГСХА, была составлена карта 
линейной ДНК c расшифровкой кодирующих об-
ластей генома. В соответствии с известными ана-
логами были определены продукты экспрессии 
их генов. Качественный состав протеинов бакте-
риофага соответствует таковым у аннотированных 
аналогов, имеет четкие гомологии нуклеотидного 
и аминокислотного наборов. В структуре протеи-
нов наблюдается закономерность, присущая дан-
ным вирусным частицам – наличие структурных 
и неструктурных компонентов. Также выявлены 
продукты генов, не имеющие четко определен-
ных функциональных характеристик, так называ-
емые гипотетические белки, имеющие аналогии 
в аннотированных геномах бактериофагов, ак-
тивных в отношении изучаемых видов бактерий. 
Разработана система молекулярно-генетической 
индикации (с использованием ПЦР) автономных 
генетических элементов (островков патогенности) 
в геномах бактериофагов, активных в отношении 
Proteus ssp. и предполагаемых для применения 
в качестве терапевтических средств для лечения 
энтеробактериальных инфекций, вызываемых 
вышеназванными штаммами бактерий, в вете-
ринарной медицине. Определена уникальность 
гена-кандидата, и выбран фрагмент, кодирую-

Таблица 1 
Биоинформационный анализ соответ-

ствия известных генов с данными секвениро-
вания бактериофага Proteus 

Таблица 2
Характеристика праймеров к участкам гена toxin RelE генома фагов, активных в отношении 

Proteus spp.
Параметр Характеристика

участок  гена toxin RelE
Прямой праймер (f)  5’-3’ AGCAAATCAAACTATTGGCTACAGA

Обратный праймер (r)  5’-3’ TGCTTTTGGATACGCCATAACT
Расчетная температура плавления прямого праймера 60,0˚С

Расчетная температура плавления обратного праймера 59,9˚С
Теоретическая специфичность Proteus mirabilis, Proteus vulgaris RelE gene

Длина амплифицируемого участка (п.о.) 215
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щий ген toxin RelE. Характеристика праймеров к 
участкам гена toxin RelE генома фагов, активных 
в отношении Proteus spp.: прямой праймер (f) 5’-
3’ – AGCAAATCAAACTATTGGCTACAGA; обратный 
праймер (r) 5’-3’ – TGCTTTTGGATACGCCATAACT; рас-
четная температура плавления прямого праймера 
- 60,0 ˚С; расчетная температура плавления обрат-
ного праймера - 59,9 ˚С; теоретическая специфич-
ность - Proteus mirabilis, Proteus vulgaris RelE gene; 
длина амплифицируемого участка (п.о.) – 215. По 
результатам экспериментальных исследований 
индикации специфического фрагмента гена RelE 
культур Proteus spp. с разработанными системами 
олигонуклеотидов в геноме протейного бактерио-
фага Pr – 6 УГСХА локусов патогенности выявлено 
не было. 

Полученные данные позволяют рекомендо-
вать бактериофаг Pr – 6 УГСХА, специфичный к бак-
териям видов Proteus mirabilis и Proteus vulgaris, 
для конструирования терапевтического биопрепа-
рата с целью профилактики и лечения желудочно-
кишечных заболеваний молодняка сельскохозяй-
ственных животных и птицы 
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MOLECULAR-GENETIC CHARACTERISTICS OF STRAINS OF PROTEUS BACTERIOPHAGES

Vasilyev D.A., Feoktistova N.A., Suldina E.V.
Mastilenko A.V.

FSBEI HE Ulyanovsk SAU
432017, Ulyanovsk, Novyy Venets Boulevard, 1; 8 (8422) 55-95-47

e-mail: feokna@yandex.ru

Key words: Proteus, bacteriophages, genome, sequencing, primers, therapeutic agents
The molecular genetic characteristic of the sequenced bacteriophage Pr-6 UGSKhA is presented in the article. A map of linear DNA has been compiled 

with the decoding of the genome coding regions. Expression products of their genes have been determined in accordance with known analogs. A system of 
molecular genetic indication (using PCR) of autonomous genetic elements (islets of pathogenicity) in the genomes of bacteriophages active against Proteus 
ssp. has been developed and they are supposed to be used as therapeutic agents for the treatment of enterobacterial infections caused by the above strains 
of bacteria in veterinary medicine. Based on the results of experimental studies of indication of a specific fragment of the RelE gene of Proteus spp. with the 
developed systems of oligonucleotides in the genome of Proteus bacteriophage Pr-6 UGSKhA, pathogenicity loci were not revealed. The data obtained make 
it possible to recommend the bacteriophage Pr-6 UGSKhA specific to Proteus mirabilis and Proteus vulgaris bacteria for the construction of a therapeutic 
biological agent for prevention and treatment of gastrointestinal diseases of young farm animals and poultry.
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