
В  п л ане о б с у ж д е н и я  п о л у ч ен н ы х  р езул ь татов  с л ед у е т  п о д ч ер к н у ть , ч то  в н а сто я щ ей  р а б о т е  в сх ем е  
с и н т е за  ара-Г  с и сп о л ь зо в а н и ем  р еа к ц и й  т р а н сгл и к о зи л и р о в а н и я  и д еза м и н и р о в а н и я  впервы е п р им енены  
три р ек о м б и н а н т н ы х  б а к тер и ал ьн ы х ф ер м ен та .

И ссл едо в а н и я  вы п олнены  при ф и н а н со в о й  п о д д ер ж к е  Г П П И  «Н ов ы е б и о т ех н о л о ги и » .
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ПЦР-ДЕТЕКЦИЯ ЛАКТОФАГОВ В МОЛОКЕ И ПРОДУКТАХ 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ РАЗРАБОТАННЫХ ПРАЙМЕРОВ

О. В. Дмитриева, А. П. Райский, Н. А. Белясова

Белорусский государственный технологический университет, Минск, Беларусь,
e-mail: 7050743@gmail.com

Для выявления вирулентных лактофагов и лизогенных бактерий Lactococcus lactis в настоящее время 
используют методы титрования проб на потенциально чувствительных бактериях. Этот малоэффектив­
ный подход опасен тем, что заранее невозможно предсказать, будут ли подобранные наугад бактерии 
поддерживать репродукцию фагов, содержащихся в пробе [1]. Гораздо более надежным и оперативным 
является метод детекции фагов, основанный на ПЦР-анализе. Данный метод нашел довольно широкое 
распространение в странах Европы, в Америке, Австралии, где используется для выявления в сырье, воде, 
полуфабрикатах, заквасках, а также в готовых продуктах лактофагов, доминирующих в этих странах
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I i ' v i i i i ,  -  c2, 936 и P335 [2]. Для ПЦР-детекции фагов названных групп сконструированы олигонуклеотид- 
мыс праймеры, обеспечивающие амплификацию фрагментов генов, уникальных для представителей каж- 
м>11 группы. Однако для лактофагов группы Р034 таких праймеров не создано, поскольку эти фаги встре­
чаются крайне редко в странах, где эффективно борются с фаголизисом, и Р034-фаги остаются малоизу­
ченными. В то же время, как показано ранее [3], фаги группы Р034 составляют более 17% изолятов 
номинирующих в Беларуси лактофагов, что предопределяет необходимость разработки способа их ПЦР- 
м секции. Для успешной борьбы с фаговой инфекцией и предотвращения развития фаголизиса необходи­
мо иметь возможность вовремя выявлять фаги всех групп.

В данной работе представлены результаты детекции фагов в составе молока и молочных продуктов 
| использованием известных и впервые разработанных праймеров.

В работе использовали пробы молока и молочных продуктов, произведенных на различных комбина- 
Iих Республики Беларусь, а также пробы полуфабрикатов из технологических потоков одного из молоч­
ных комбинатов.

ПЦР-анализ осуществляли в объеме 50 мл, содержащем 1 рмоль/л каждого из трех пар праймеров, 
I иецифичных по отношению к фагам групп с2, 936, Р335 и Р034; 1,25 U Гад-полимеразы ДНК («Fermentas». 
1игва), 7ад-буфер 1х и 1 мкл пробы. В качестве контроля вместо лизата в рабочую смесь вносили 1 мкл 

стерильной среды М17. Амплификацию осуществляли в термоциклере «Терцик» при следующих режи­
мах: 3 мин при 94 °С, 35 циклов по 30 с при 94 °С, 1 мин при 50 °С и 1 мин при 72 °С, последний шаг -  
7 мин при 72 °С. ПЦР-продукты разделяли с использованием 1,5%-ного агарозного геля в ТАЕ-буфере, 
окрашивали бромистым этидием и визуализировали в УФ (X = 280 нм).

Праймерами служили следующие последовательности: для фагов группы с2 -  5' CAATCGAAGCAG- 
( 11GTAAAAGTTCGAGAAC 3', 5' GCTTTATCCATTTGTAGGTATGCTTCTGC 3'; для фагов группы 936 -  5' 
ATCAGTTGGCTCAATGGAAGACCAAGCGG 3', 5' GTTGCTTCTGCTGTTGGTGTCAAATGAGGA 3'; для 
фагов группы Р335 -  5' GAAGCTAGGCGAATCAGTAAACTTGCTAG 3', 5' CGGCTATCTCGTCAATTGT- 
ICCGGTTGC 3'; для фагов группы Р034 — впервые разработанные праймеры 5' ACCTGAAACACTTC- 
( CCCGTCCA 3', 5' GCGGTTTCATGGGTCGAGTGGT 3'.

Согласно размерам и числу выявленных в мультиплексной ПЦР ампликонов можно судить о присут- 
С1 вии в пробах лактофагов молочных продуктов определенных видов. Эти данные систематизированы 
и табл. 1. На рис. 1 приведены результаты гель-электрофореза амплифицированных фрагментов ДНКлак- 
тофагов в предоставленных пробах.

Как следует из представленных данных, в 50% исследованных образцов полуфабрикатов содержатся 
лактофаги. Можно констатировать, что на данном предприятии распространены в основном фаги группы с2, 
ДНК которых в мультиплексной ПЦР обеспечивает формирование ампликонов размером 444 Ьр. По- 
видимому, основным источником этих лактофагов является молоко, в котором также обнаружены фаги 
группы с2. Кроме того, очевидна приуроченность лактфагов к процессам приготовления творога: фаги 
группы с2 присутствуют во всех пробах из технологической цепочки получения зерненого и мягкого тво­
рога. Более того, в пробах мягкого творога выявлены ДНК фагов двух групп: с2 (ампликон 444 Ьр) и 936 
(ампликон 318 Ьр).

Таблица 1. Результаты ПЦР-детекции лактофагов в образцах полуфабрикатов из технологических потоков

№  о б р а з ц а И с т о ч н и к Р а з м е р  а м п л и к о н а .  Ь р П р и н а д л е ж н о с т ь  в ы я в л е н н ы х  ф а г о в  к г р у п п е

1 Пастеризованное молоко Ампликоны отсутствуют
2 Смесь для приготовления творожной пасты Ампликоны отсутствуют
3 Сыворотка зерненого творога 444 с2
4 Ряженка Ампликоны отсутствуют
5 Зерно творога 444 с2
6 Пастеризованная смесь для приготовления ряженки Ампликоны отсутствуют
7 Сырое молоко 444 с2
8 Обрат зерненого творога Ампликоны отсутствуют
9 Простокваша Ампликоны отсутствуют
10 Творог мягкий 318.444 936, с2

Чтобы убедиться в объективности полученных с помощью ПЦР-анализа результатов, дублировали 
исследование образцов полуфабрикатов с помощью обычного метода агаровых слоев [4]. В качестве ин­
дикаторных бактериальных культур использовали 4 коллекционных штамма L. lactis с широким фаготи- 
пом. Результаты испытаний приведены в табл. 2.
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Рис. 1. ГЩР-продукты образцов полуфабрикатов из технологических потоков: 1,1 2 -  100 Ьр маркер, 2 -9 -образцы полуфабрикатов 
из технологических потоков (см. табл. 1), 10 -  контроль (фат В1М BV-32), II -  контроль (не содержит образца ДНК)

Таблица 2. Выявление зон лизиса на газонах бактерий при титровании проб продуктов

№ образца Источник
Наличие зон лизиса на газонах тест-культур

L. lactis 502 L. lactis 503 L. lactis 510 L. lactis 411

1 Пастеризованное молоко - - - -

2 Смесь для приготовления творожной пасты - - - -

3 Сыворотка зерненого творога + + + +
4 Ряженка - - - -

5 Зерно творога + + + +
6 Пастеризованная смесь для приготовления ряженки - - - -

7 Сырое молоко + + + -

8 Обрат зерненого творога - - - -

9 Простокваша - - - -

10 Творог мягкий + + - -

Как следует из представленных в табл. 2 данных, в трех пробах 
(«сыворотка зерненого творога», «зерно творога» и «сырое молоко») 
присутствуют поливалентные лактофаги, которые репродуцируются 
в клетках всех четырех взятых в исследование индикаторных бакте­
рий. В пробе «творог мягкий» методом титрования выявлены нега­
тивные колонии только на газонах бактерий L. laclis 502 и 503. Воз­
можно, это связано с низким титром каждого из видов фагов в пробе 
(согласно результатам ПЦР-анализа, в данной пробе присутствуют 
фаги двух видов). Для подтверждения принадлежности выделенных 
фагов к соответствующим группам исследовали их вирионы с помо­
щью трансмиссионной электронной микроскопии (JEM-100CX). В ре­
зультате в исследованной выборке обнаружены представители фагов 
двух групп, чьи вирионы различаются морфологией капсидов и длиной 
отростков (рис. 2).

Можно заключить, что результаты микроскопического анализа подтвердили объективность метода 
ПЦР-детекции лактофагов с использованием нового набора праймеров.

а б
Рис. 2. Электронные микрофотографии 
лактофагов: а) представителей группы 
936: б) представителей группы вида с2

Таблица 3. Результаты ИЦР-детекцпи лактофагов в образцах продуктов

Продукт (предприятие-изготовитель) Размер ампликона, Ьр Группа фагов

Сырок творожный (ГМЗ г. Новогрудок)

444 с2
Сыр «Голландский» (ГМЗ г. Щучин)
Сметана (ГМЗ г. Щучин)
Масса творожная (ГМЗ г. Могилев)
Творог «Нежирный» (ГМЗ г. Новогрудок) 196 Р335
Творог 9% (ГМЗ г. Щучин)

392 Р034
Сметана 10% (ГМЗ г. Барановичи)
Творог 5% (Глубокский МКК)

318 936
Сыр «Российский» (ГМЗ г. Ружаны)
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Разработанный метод опробован при выявлении лактофагов в образцах кисломолочных продуктов из 
различных регионов страны. Всего проанализировано 34 образца, из них в девяти пробах (26,5%) обнару­
жены фаги четырех доминирующих групп. Результаты анализа контаминированных продуктов приведе­
ны в табл. 3.

Таким образом, разработанные праймеры к уникальным фрагментам ДНК фагов группы Р034 со­
вместно с уже известными последовательностями, специфичными к геномам фагов групп с2, 936 и Р335, 
позволяют выявлять и идентифицировать в ходе мультиплексной ПЦР лактофаги четырех групп в молоке 
н молочных продуктах.
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Глюкозооксидаза (ГО) ((З-О-глюкозо: 0 2-1-оксидоредуктаза, КФ 1.1.3.4.) -  фермент класса оксидоре­
дуктаз, катализирующий окисление P-D-глюкозы до p-D-глюконолактона и пероксида водорода. Фермент 
широко используется в пищевой промышленности в качестве антиоксиданта и консерванта [1], в медици­
не -  в качестве диагностического и терапевтического средства [2]. В химической промышленности фер­
мент применяется для получения гидрохинона, глюконовой кислоты и ее солей [3].

В лаборатории ферментов Института микробиологии НАН Беларуси трансформацией с использованием 
метода электропорации получен высокоактивный рекомбинантный штамм Р. adametzii ЛФ F-2044.1.17 [4].

Цель работы — выделить, очистить ГО Р. adametzii ЛФ F-2044.1.17 и изучить основные физико-хими­
ческие свойства фермента.

В современной биотехнологии для получения препаратов ГО используют методы ультрафильтрации, 
ионообменной хроматографии, гель-фильтрации и гель-электрофореза, позволяющие разделить высоко- 
it низкомолекулярные компоненты смеси, обессолить и сконцентрировать растворы ферментов [5-7]. 
В зависимости от требуемой степени очистки получаемого ферментного препарата применяются как от­
дельные методы, так и их сочетание.

Концентрирование и обессоливание культуральной жидкости Р. adametzii ЛФ F-2044.1.17 осущест­
вляли последовательно на половолоконных мембранных элементах из полисульфона на основе мембраны 
11C ЮМ с рабочими объемами 0,2 и 1 м2 («МИФИЛ», Беларусь), а также на ячейке для ультра фильтрации 
с рабочим объемом 200 мл и рабочей площадью мембраны 25 см2 с использованием мембраны УПМ 10. 
11олученный частично очищенный препарат «Глюкозооксидаза-1» характеризовался ферментативной ак­
тивностью 742,48 ед/мл и удельной активностью 101,71 ед/мг белка (таблица). Степень очистки фермента 
составила 1,17 раз.

Характеристика препаратов ГО Р. adametzii ЛФ F-2044.1.17

Препарат Глюкозооксидазная 
активность, ед/мл

Удельная активность глюкозооксидаз. 
сд/мг белка Степень очистки

Фильтрат культуральной жидкости 9,65 ±  0,29 86,94 ± 2.61 1.00
«Глюкозооксидаза-1» 742,48 ± 22,27 101,71 ±3,05 1,17
«Глюкозооксидаза-2» 3767,43 ± 113,02 142,76 ± 4.28 1.64
«Глюкозооксидаза-3» 666.54 ± 19,20 204,46 ±6,13 2,35
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