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ДИФФЕРЕНЦИРОВАНИЕ ЛАКТОФАГОВ НА ОСНОВЕ РЕСТРИКЦИОННОГО

АНАЛИЗА ИХ ДНК

This is the first study by restriction analysis on lactic acid bacteria bacteriophages isolated from 

dairy plants in the Republic of Belarus. Over a period of one year, twenty three lactococcal phages were 

isolated from samples taken from different dairy plants. Some parameters of lactophage DNA restric-

tion digestion were optimized and it was shown, that restriction analysis method has high reproducibil-

ity of results. Phages were characterized by genome size and restriction patterns with EcoRI and Hin- 

dlll. The genome sizes of phages were estimated between 16,1 and 38,4 kb. Twenty three lactococcal 

bacteriophages were classified into four groups based on their genome sizes, same restriction endonu-

clease recognition and restriction sites in the lactococcal bacteriophage genomes. In each group one 

typical phage was revealed.

Введение. Потери сырья, а также пониже-

ние качества кисломолочных продуктов обу-

словлены снижением активности ферментаци-

онных процессов в результате поражения за- 

квасочной микробиоты бактериофагами [1].

Борьба с фаголизисом требует постоянного 

фагового мониторинга на предприятиях. Необ-

ходима регулярная работа по выделению новых 

штаммов бактериофагов, чья изменчивость ха-

рактеризуется высокой скоростью [2], а также 

по их дифференцированию и выявлению типо-

вых представителей.

В настоящее время считается, что критиче-

скими признаками для дифференцирования 

бактериофагов являются наличие специфиче-

ской морфологии вирусных частиц, которую 

можно изучить с помощью электронной микро-

скопии, а также особое расположение сайтов 

рестрикции в геноме [3]. В нашей стране 

вплоть до последнего времени исследования 

фагов лактококков с использованием этих кри-

териев для классификации не проводили, что не 

позволяло организовать как фаговый монито-

ринг, так и целенаправленную работу по полу-

чению фагоустойчивых вариантов лактококков.

В задачи данного исследования входило 

изучение нуклеиновых кислот лактофагов, 

циркулирующих на молочных комбинатах Рес-

публики Беларусь, с целью адаптации метода 

рестрикционного картирования для их диффе-

ренцирования.

Объекты и методы исследования. Объек-

тами исследования являлись вирулентные по 

отношению к бактериям Lactococcus lactis фаги, 

выделенные в период с октября 2005 г. по но-

ябрь 2006 г. из различных кисломолочных про-

дуктов производства Республики Беларусь. Ис-

точники и способы выделения фагов описаны 

ранее [4]. Тест-культурами бактерий, в клетках 

которых происходила репродукция лактофагов, 

служили штаммы Lactococcus lactis из коллек-

ции кафедры биотехнологии и биоэкологии, а 

также сквашивающие молоко бактерии, выде-

ленные из тех же источников, что и фаги.

Получение фаголизатов с высоким титром 

осуществляли в жидкой среде M l7 в присут-

ствии 0,5% глюкозы и 5 мМ СаС12. Извлечение 

и очистку фаговой ДНК проводили по обще-

принятым методикам [5], рестрикционный ана-

лиз -  в условиях, оговоренных фирмой- 

производителем ферментов («Fermentas», Лит-

ва). Разделение фрагментов рестрикции осуще-

ствляли в 0,7% агарозном геле в ТАЕ буфере 

при 150 В.

Результаты. На начальном этапе произво-

дили подбор условий для извлечения из вирио- 

нов нативной ДНК, ее очистки, рестрикционно-

го расщепления и визуализации полученных 

фрагментов. Решающее значение имели сле-

дующие факторы:

-т и т р  фаголизатов (не менее Ю10 БОЕ/мл);

-степ ен ь очистки препаратов выделенной 

фаговой ДНК;

-напряжение при электрофоретическом раз-

делении рестрикционных фрагментов ДНК. Оп-

тимизированные условия позволили получить 

удовлетворительные результаты по изучению 

фрагментов рестрикции ДНК лактофагов (рис. 1).

Рис. 1. Продукты 

полного гидролиза 

ДНК фага Е7: 

1 ,2 -  E7/EcoRl;

3 -Д Н К  

фага A/HindIII;

4, 5 -  Е7/ Hindlll

Как видно из приведенных данных, в двух 

экспериментах для независимо выделенных, 

очищенных и расщепленных с помощью фер-

ментов EcoRI и H indlll проб ДНК фага Е7 име-

ет место хорошая воспроизводимость: количе-

ство фрагментов рестрикции и их подвижность
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остаются одинаковыми. Это обстоятельство 

выгодно отличает анализируемый признак 

(расположение сайтов рестрикции в геноме) от 

фенотипических характеристик лактофагов, 

таких, например, как морфология негативных 

колоний и спектр литического действия.

С использованием двух рестрикционных 

ферментов осуществлено рестрикционное кар-

тирование 23 коллекционных лактофагов. В 

табл. 1 приведена величина полученных фраг-

ментов, а также размер целых фаговых гено-

мов, который вычисляли по сумме размеров 

фрагментов, образованных в результате полной 

рестрикции ДНК каждым из ферментов.

Анализ систематизированных в табл. 1 дан-

ных, позволяет выявить определенные законо-

мерности:
1) геномы большинства лактофагов (за ис-

ключением Е12, Е16 и Е21) содержат по не-

сколько сайтов рестрикции только для одного 

из двух выбранных ферментов -  либо для 

EcoRI, либо для Hindni;

2) для некоторых фагов из числа проанали-

зированных количество и размер рестрикцион-

ных фрагментов полностью совпадают, как, 

например, для Е8, Е14 и Е18;
3) ДНК некоторых фагов характеризуется 

сходной величиной, но несколько различаю-

щимися спектрами продуктов рестрикции (на-

пример, Е1 и Е6; Е1 и Е20).

Обсуждение результатов. Принцип мето-

дологии рестрикционного картирования заклю-

чается в выявлении в геномах исследуемых 

микроорганизмов сайтов рестрикции для раз-

личных рестрикционных ферментов. Общность 

в наличии и расположении этих сайтов в гено-

мах свидетельствует об общности происхожде-

ния и высокой степени генетического родства. 

Кроме того, как показано (рис. 1, табл. 1), ре-

зультаты рестрикционного картирования таких 

небольших геномов, как фаговые, позволяют с 

высокой степенью воспроизводимости получать 

легко анализируемые количественные характе-

ристики. Эти важные отличительные особенно-

сти делают названный метод незаменимым при 

дифференцировании фагов, выделенных из 

сходных экологических ниш и специфичных по 

отношению к близкородственным бактериям. 

Такие фаги обычно имеют похожие фенотипи-

ческие признаки (морфологию, круг бактерий- 

хозяев, отношение к инактивирующим агентам 

и др.), так что найти достоверные различия меж-

ду ними оказывается нелегко. Ситуация ослож-

няется еще и тем, что у этих чрезвычайно просто 

организованных форм жизни происходит бы-

строе закрепление в популяциях и накопление 

адаптационных мутаций. В результате с высокой 

скоростью возникают варианты фагов с обнов-

ленным спектром литического действия и дру-

гими измененными характеристиками.

Таблица 1

Размеры геномов и фрагментов рестрикции ДНК лактофагов

Группа Фаг

Количество фраг-

ментов при рестрик-

ции ферментом
Размер ге- 

нома, kbp

Величина фрагментов, kbp

EcoRI Hindni EcoRI Hindlll

XI

Е1 4 - 22,3 8,2; 6,3; 5,2; 2,7 -

Е2 2 — 22,9 17,4; 5,5 -

Е 8 , Е14, Е18 4 — — 27,2 13,2; 7,3; 4,5; 2,2 -

Е6 3 - 27,4 15,6; 7,3; 4,5 -

Е13 3 — 16,1 7,6; 6,1; 2,4 —

Е20 4 - 24,8 11,2; 8,4; 3,2; 2,0 -

Е22 2 - 28,0 13,5; 4,5 -

Е17 2 - 19,1 11,3; 8 , 8 -

ЕЮ 4 - 26,3 15,2; 5,0; 4,8; 1,3 —

Х2

ЕЗ, El 1, Е15 - 13 36,7
9,1; 4,7; 4,1; 3,2; 2,8; 2,3; 2,0; 1,8; 

1,5; 1,4; 1,1; 1,0; 0,8

Е7 - 15 36,1
6 ,2; 5,7; 5.0; 3,9; 3,0; 2,7; 2,0; 1,7; 

1,4; 1,3; 0,9; 0,8; 0,6; 0,5; 0,4

Е21 2 13 38,4 20,4; 18,0
10,2,4,2,3,8,3,2; 2,8; 2,5; 2,3; 1,2; 

1,8; 1,6; 1,5; 1,2; 1,1

ХЗ

Е23 3 37,2 18,2; 10,3; 8,3 . » ' i  ■

Е9 3 - 36,0 18,2; 10,3; 7,5
. ,* , \  .

Е5, Е12 4 2 36,1 17,1; 8,2; 7,5; 3,3 32,1; 4,0

Х4

Е19 -  ; 7 34,7 15.9, 7.1,' 4,0; 4,1,1,8; 1,1; 0,7

Е4 4 7 28,7 18,9; 4,4; 4,1; 2,3 6,1; 5,2; 4,9; 4,1; 3,5; 2,7; 2,2

Е16 4 8 28,9 18,9; 4,6; 4,1; 2,3 6,3; 5,1; 4,9; 4,2; 3,5; 2,7; 2,2; 1,3
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Фенотипические свойства лактофагов Е8, Е14, Е18

Таблица 2

Свойства Е 8 Е14 Е18

Морфология негативных 

колоний

Прозрачные, диаметр 

3,0 мм
Мутные, диаметр 3,5 мм Прозрачные, диаметр 2,8 мм

Спектр литического дейсвия 407/1,502, 503 407/1,411,502, 503 502, 503,407/1

Выживае- 

мость, %, 

при воз-

действии

ультрафиолета 1 , 1 1 , 2 1 , 0

цитрата 16,0 14,6 15,0

Результаты рестрикционного анализа гено-

мов 23 лактофагов, полученные с использова-

нием всего двух ферментов, дают возможность 

распределить выделенные фаги в четыре доста-

точно обособленные группы (табл. 1) и, таким 

образом, осуществить их дифференцирование 

на основании объективного генетического кри-

терия. В каждой из сформированных групп на-

ходятся представители с похожими, но не абсо-

лютно одинаковыми фенотипическими призна-

ками. Это подтверждают, например, данные 

табл. 2, где для трех лактофагов, идентичных 

по составу рестрикционных фрагментов, при-

ведены другие свойства.Рестрикционное карти-

рование лактофагов, выделенных из произведен-

ных в Республике Беларусь кисломолочных про-

дуктов, позволило выявить несколько типичных 

представителей, различающихся комплексом 

свойств и преобладающих в составе проанализи-

рованных проб. Фрагменты рестрикции этих фа-

гов представлены на рис. 2.

XI (Е8 ) Х2(Е7) ХЗ (Е23) Х4 (Е19)

Рис. 2. Фрагменты рестрикции типичных 

представителей групп

Заключение. Выявление типовых лакто-

фагов в результате дифференцирования об-

ширной коллекции этих организмов с при-

влечением генетических признаков открывает 

возможности для более оперативного и адек-

ватного скрининга фагоустойчивых вариан-

тов заквасочных бактерий, что должно спо-

собствовать сокращению распространения 

явления фаголизиса при производстве фер-

ментированных молочных продуктов. С дру-

гой стороны, сокращение числа изучаемых 

фагов за счет выявления типовых форм об-

легчает и делает направленной работу по 

анализу последовательности нуклеотидов в 

их ДНК, что является необходимым этапом в 

процессе воздания ДНК-зондов для обнару-

жения этих опасных агентов в сырье и про-

дуктах.
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