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Аннотация:	В	производстве	ферментированных	молочных	продуктов	на	территории	Республики	Беларусь	чаще	
других	 используют	 молочнокислые	 бактерии,	 относящиеся	 к	 р.	 Lactococcus.	 Непрерывный	 фаговый	 мониторинг	
позволяет	ограничить	экономические	потери	от	фаголизиса	при	производстве	кисломолочных	продуктов,	а	также	
снизить	риск	контаминации	готовой	продукции	патогенной	микробиотой.	Для	этого	необходимо	выделять,	иденти-
фицировать,	определять	свойства	бактериофагов,	циркулирующих	на	предприятиях,	принимая	во	внимание,	что	на	
каждом	отдельном	предприятии	присутствуют	определенные	виды	(типы)	фагов,	что	обусловлено	ассортиментом	
выпускаемой	продукции,	применяемыми	видами	заквасок	и	соблюдением	санитарно-гигиенических	условий.	В	ста-
тье	представлены	исследования	по	выделению	и	характеристике	бактериофагов	лактококков.	Из	51	фагосодержа-
щего	образца	продукции,	отобранного	на	территории	Республики	Беларусь,	выделено	68	бактериофагов.	Определен	
спектр	их	литической	активности.	На	основании	результатов	ПЦР	с	видоспецифичными	праймерами	39	бактерио-
фагов	отнесены	к	виду	С2.	Один	бактериофаг	по	результатам	ПЦР	идентифицирован	как	вид	Р335.	Бактериофагов	
вида	936	среди	выделенных	вирусов	не	выявлено.	Проведена	дифференциация	лактококкофагов	вида	С2.	Проведен	
подбор	рестриктаз,	позволяющих	различать	фаги	внутри	вида	С2.	Разработана	схема	внутривидовой	дифференци-
ации	бактериофагов	 лактококков	 с	 помощью	ПДРФ-анализа.	Использование	ПДРФ-анализа	позволило	разделить	
39	лактофагов	вида	С2	на	шесть	групп.	Благодарности.	Работа	выполнена	в	рамках	исследований	по	заданию	9.5.50	
«Изучение	видового	разнообразия	молочнокислых	бактерий,	выделенных	из	природных	источников,	изменчивости	
фагов	лактококков,	выделенных	на	молокоперерабатывающих	предприятиях,	в	зависимости	от	сезонности	и	регио-
нальности»	ГПНИ	«Инновационные	технологии	в	АПК».
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STUDYING THE DIVERSITY OF LACTOCOCCI BACTERIOPHAGES OBTAINED FROM FERMENTED 
DAIRY PRODUCTS USING MOLECULAR GENETIC METHODS

Abstract:	For	production	of	fermented	milk	products	 in	 the	territory	of	 the	Republic	of	Belarus,	 lactic	acid	bacteria	re-
lated	to	p.	Lactococcus	are	used	more	often.	Continuous	phage	monitoring	makes	it	possible	to	limit	economic	losses	due	to	
phagolysis	at	production	of	fermented	milk	products,	as	well	as	to	reduce	the	risk	of	contamination	of	finished	products	with	
pathogenic	microbiota.	It	is	necessary	to	identify	and	determine	the	properties	of	bacteriophages	for	that	circulating	at	enter-
prises,	considering	that	at	each	individual	enterprise	there	are	no	specific	types	(kinds)	of	phages,	which	is	due	to	the	assortment	
of	products,	types	of	ferments	used	and	hygiene	conditions.	The	article	dwells	on	studies	on	isolation	and	characterization	of	
lactococci	bacteriophages.	Of	the	51	phagocontaining	samples	of	products	selected	in	the	territory	of	the	Republic	of	Belarus,	68	
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bacteriophages have been isolated. The spectrum of their lytic activity was determined. Based on the results of PCR with species 
specific primers, 39 bacteriophages are classified as C2 type. One bacteriophage was identified as P335 according to PCR results. 
939 type bacteriophages were not detected among the isolated viruses. Differentiation of C2 type lactococcal phages was carried 
out. A selection of the restriction enzymes allowing to distinguish phages inside the C2 type is carried out. A scheme of intraspe-
cific differentiation of lactococci bacteriophages was developed using RFLP analysis. RFLP-analysis allowed to divide 39 lacto-
phages of type C2 into six groups. Acknowledgements. The work was carried out within the framework of research under task 
9.5.50 “Study of species diversity of lactic acid bacteria obtained from natural sources, variability of lactococci phages obtained 
at milk processing plants, depending on season and region” of GPNI “Innovative technologies in agro-industrial complex”.
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Введение. В современных экономических условиях проблема получения гарантированно вы-
сококачественной продукции является центральной на любом молокоперерабатывающем пред-
приятии. Для ее решения необходим системный подход к организации и контролю всех этапов 
производства, включая контроль его санитарно-гигиенического состояния, основного и вспомо-
гательного сырья, технологического процесса и готовой продукции [1–3]. В этой связи требуется 
разработка комплекса мероприятий, направленных на предотвращение фаголизиса заквасочной 
микрофлоры как на молокоперерабатывающих предприятиях, так и на предприятиях – изгото-
вителях бактериальных заквасок для молочной промышленности [4–6]. Проблема фаголизиса 
в молокоперерабатывающей отрасли достаточно остра и обусловлена особенностями биотех-
нологического процесса [3, 7–9]. Производство кисломолочных продуктов и сыров основано на 
внесении в пастеризованное молоко заквасок, содержащих чистые культуры молочнокислых 
бактерий, непосредственно сквашивающих молоко. Во время этого биотехнологического про-
цесса возникает угроза разрушения клеток молочнокислых бактерий вирусами – фагами, что 
приводит к торможению или полной остановке сквашивания. В результате качество производи-
мых продуктов резко ухудшается [8, 10–13].

Бактериофаги широко распространены в природе, а мезофильные лактококки и другая тех-
нически важная микрофлора молока являются для них естественной экологической нишей [12, 
13]. Фаги попадают в молоко сразу же после доения – после окончания бактерицидной фазы 
молока, при поступлении его на молочные заводы их количество может достигать 106 и более 
фаговых частиц в 1 мл сырого молока [10, 12, 13].

Особенностью фаговой инфекции является то, что она может протекать скрыто и достаточно 
долго существовать на предприятии, оставаясь не выявленной. Умеренное заражение заквасоч-
ных культур фагом может пройти для сквашивания молока незаметно. Однако при длительном 
применении отдельных партий бактериальных заквасок и концентратов вирулентность фага мо-
жет резко повыситься, что приводит к вспышкам фаголизиса на внешне достаточно благополуч-
ных предприятиях [12, 13]. Так как молочнокислые бактерии вида Lactococcus lactis чаще всего 
используются при производстве различных групп молочных продуктов (сметаны, творога, сы-
ров), то на молочных комбинатах именно лактофаги распространены в наибольшей степени [10, 
12, 13]. При этом на каждом отдельном предприятии выделяются фаги определенных видов, раз-
личающихся по вирулентности и спектру литической активности. Высоковирулентные фаги, как 
правило, имеют широкий спектр литической активности [12, 13]. При этом опасность фаголизи-
са выше на крупных предприятиях, что обусловлено большими объемами переработки молока, 
получаемого из многих источников. Все это создает уникальные условия для их изменчивости, 
в результате чего появляются новые формы фагов [10–13]. 

Следовательно, необходимо постоянно контролировать фаговую ситуацию на молокопере-
рабатывающих предприятиях, а при производстве бактериальных заквасок учитывать их фаго-
устойчивость. Для этого необходимо выделять, идентифицировать, определять свойства бакте-
риофагов, циркулирующих в настоящее время на предприятиях, принимая во внимание, что на 
каждом отдельном предприятии присутствуют определенные типы фагов, что обусловлено ас-
сортиментом выпускаемой продукции, применяемыми видами заквасок, соблюдением санитар-
но-гигиенических условий и работами по мониторингу бактериофагов [14–17]. 
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Для подбора производственных штаммов с высокой фагоустойчивостью в первую очередь 
нужно иметь коллекцию диагностических бактериофагов. Все новые заквасочные культуры 
должны тестироваться с помощью набора типовых бактериофагов для выявления чувствитель-
ных к бактериофагам молочнокислых микроорганизмов [17–21]. 

В настоящее время известно более 700 фагов лактококков. Традиционно их систематизиро-
вали морфологически электронным микроскопированием. Все из огромного количества извест-
ных фагов молочнокислых лактококков относятся к порядку Caudovirales, который является 
чрезвычайно обширным и разнородным как генетически, так и морфологически. Он включает 
в себя три семейства: Myoviridae, Siphoviridae и Podoviridae. Большинство фагов молочнокислых 
лактококков принадлежат к сем. Siphoviridae, лишь некоторые – к Podoviridae [12, 14, 20]. С при-
менением молекулярно-генетических методов (ДНК-ДНК-гибридизации, секвенирование гено-
ма) установлено, что фаги L. lactis подразделяются на 10 различающихся групп [14]. В результа-
те исследований, проведенных на территории США и Канады, было установлено, что подавля-
ющее количество промышленно значимых фагов относятся к трем основным видам семейства 
Siphoviridae: 936, c2 и P335 [15, 16]. На территории Республики Беларусь распространены фаги 
видов С2 и 936, а также вида P034 сем. Podoviridae [17, 18]. В этой связи актуальным является 
изучение принадлежности фагов к наиболее значимым группам с помощью ПДРФ-анализа для 
проведения мониторинга циркуляции лактофагов на молокоперерабатывающих производствах 
с применением новых молекулярно-генетических подходов.

Материалы и методы исследований. Объектами исследований являлись 68 изолятов лако-
тококкофагов, выделенных из 51 фагосодержащего образца молочной продукции, рассолов из 
солильных бассейнов, сыворотки подсырной и творожной и т.п., а также производственные, ин-
дикаторные и фагочувствительные культуры лактококков из Республиканской коллекции про-
мышленных штаммов заквасочных культур и их бактериофагов РУП «Институт мясо-молоч-
ной промышленности».

Культивирование микроорганизмов осуществляли в среде МРС [22]. Агаризованные плот-
ные среды содержали 1,5 % агара, полужидкие среды – 0,6 % агара. Инкубировали микроорга-
низмы в термостате при 30 ± 1°С. SB-буфер готовили согласно прописям, приведенным в [23].

Для получения изолированных негативных колоний бактериофагов готовили десятичные 
разведения подготовленной фагосодержащей пробы продукции. Получение и характеристи-
ка фагосодержащих проб продукции приведены в [24]. Индикаторную культуру выращивали 
в жидкой МРС среде при (30 ± 1) °С в течение 16 ± 2 ч, после чего 0,3 мл выросшей культуры 
смешивали с 5 мл той же среды, содержащей 0,6 % агара, предварительно расплавленной и ох-
лажденной до 45 °С, и 1 мл подготовленного фагосодержащего образца из соответствующего 
десятичного разведения. Смесь равномерно распределяли по поверхности агаризованной среды, 
предварительно разлитой по 20 ± 5 мл в чашки Петри и подсушенной. После застывания верхне-
го слоя посевы инкубировали в термостате при (30 ± 1) °С в течение 16 ± 2 ч. Для дальнейшей ра-
боты использовали чашки Петри с изолированными негативными колониями, различающимися 
по морфологии. 

При получении лизата изолятов лактококкофагов использовали изолированные негативные 
колонии вирусов, отобранные из чашек Петри. В пробирку с (1,0 ± 0,01) мл жидкой среды МРС 
вносили бактериологической петлей индикаторную культуру и аккуратно вырезали негативную 
колонию бактериофага. Тщательно ресуспендировали и выдерживали в течение (45 ± 5) мин, после 
чего 0,3–0,5 мл инфицированного бульона вносили в пробирку со средой МРС, содержащей 0,6 % 
агара, и заливали в чашки Петри методом агаровых слоев. При получении на чашке Петри сплош-
ной зоны лизиса в чашку добавлялит 5–7 мл жидкой питательной среды и тщательно ресуспен-
дировали верхний слой в добавленной среде. Полученный фаголизат очищали от бактериальных 
клеток и остатков агара путем центрифугирования при 3000–3600 об/мин в течение 30 мин.

Для проведения ПЦР использовали праймеры, обладающие специфичностью по от-
ношению к лактофагам видов c2 (c2A (5’ CAGGTGTAAAAGTTCGAGAACT 3’) и c2C 
(5’ TCAGATAATGCACCTGAATC 3’)), Р335 (Р335А (5’ GAAGCTAGGCGAATCAGTAA3’) и Р335В 
(5’ GATTGCCATTTGCGCTCTGA3’)) и 936 (936А (5’ TCAATGGAAGACCAAGCGGA 3’) и 936В 
(5’ GTAGGAGACCAACCCAAGCC 3’)).
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При проведении ПЦР реакционная смесь (20 мкл) содержала 2 мкл 10X реакционного буфера 
(Праймтех, Беларусь), 1,5мM MgCl2, по 0,2 мМ каждого дезоксирибонуклеозидтрифосфата, по 
2 мкМ каждого из праймеров, 1 единицу Bio Taq – полимеразы (Праймтех, Беларусь). В качестве 
матрицы использовали 0,5 мкл лизата. 

ПЦР проводили на термоциклере “MJ MINI CYCLER, 48-WELL” (Bio-Rad, USA). Реакцию 
начинали инкубированием смеси при 94 °C в течение 5 мин, затем следовало 35 циклов, состо-
ящих из инкубаций: 94 °C – 45 с, 55 °C – 1 мин, 72 °C – 1 мин, а завершали выдерживанием 
смеси при 72 °C в течение 5 мин. Продукты амплификации разделяли с помощью электрофореза 
в 1%-ном агарозном геле, содержащем этидиум бромид, в SB-буфере при напряжении 30В на на-
чальном этапе (выход образцов из лунки) и дальнейшем повышении до 70 В. Гели фотографиро-
вали с помощью системы гель-документирования GelDoc XR System Image Lab (Bio-Rad, USA).

Рестрикцию ампликонов бактериофагов проводили согласно рекомендациям производите-
ля Fermentas (Литва). Рестрикционная смесь содержала 5 мкл продукта амплификации, 1 мкл 
10Х буфера для рестрикции, 4 мкл деионизированной воды, 0,1–0,2 мкл (1–2 Ед) рестриктазы 
Alu I или Taq I. Рестрикционную смесь выдерживали в течение 4 ч при 37 °С (для рестриктазы 
Alu I) или при 65 °С (для рестриктазы Taq I). Для визуализации полученных в ходе рестрикции 
ДНК-фрагментов электрофорез проводили в 2%-ном агарозном геле, содержащем этидиум бро-
мид, и SB-буфере при напряжении 30 В. Гели фотографировали с помощью системы гель-доку-
ментирования GelDoc XR System Image Lab (Bio-Rad, USA).

Результаты и их обсуждение. Как было показано ранее, из 169 образцов молочной продук-
ции (сметана и сметанный продукт, творог, сыр, ряженка, йогурт и йогуртный продукт, молоко 
сырое), приобретенной в торговой сети, а также образцов сыворотки творожной и подсырной, 
рассолов из солильных бассейнов, луж с пола цеха, проб воздуха и т.п., отобранных на молоко-
перерабатывающих предприятиях страны, 94 образца продукции содержали бактериофаги лак-
тококков. По результатам анализа воздействия бактериофагосодержащей молочной продукции 
на индикаторные культуры установлено, что большая часть образцов, выделенных в различные 
периоды года (62 % зимой и летом, 70 % весной, 80 % осенью), содержала вирусы, лизирующие 
от 1 до 5 индикаторных культур [24]. Для выделения изолятов бактериофагов использовали 
51 фагосодержащий образец продукции, содержащий вирусы, лизирующие наибольшее количе-
ство индикаторных культур, и произведенной на молокоперерабатывающих предприятиях всех 
шести областей Республики Беларусь в течение года. Среди зимних образцов для выделения ви-
русов использовали 5 вариантов творога и творожной сыворотки, 4 вида сметан и 7 сыра и под-
сырной сыворотки; из весенних образцов – 6 вариантов творога и творожной сыворотки, 6 видов 
сметан и 11 образцов сыра и подсырной сыворотки; из образцов летнего периода – 8 вариан-
тов творога и творожной сыворотки, 5 видов сметан и 9 образцов сыра и подсырной сыворотки. 
Получено 68 чистых линий бактериофагов.

Рис. 1. Характеристика выделенных бактериофагов лактококков по спектру литической активности
Fig. 1. Characteristic of the obtained lactococci bacteriophages according to lytic activity spectrum
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Для выделенных 68 бактериофагов получены лизаты, содержащие не менее 1 ç 108 БОЕ/мл. 
Проведено определение спектра их литической активности. Для этого использовали 62 штам-
мов лактококков: 36 фагочувствительных и индикаторных культур, используемых для опреде-
ления фагочувствительности, и 26 коллекционных штаммов, используемых для изготовления 
на их основе бактериальных заквасок (рис. 1).

Как видно на рис. 1, все 68 выделенных лактофагов лизировали до 30 из 62 исследованных 
культур: 23,3 % вирусов лизировали от 1 до 5 штаммов, 30 % – от 6 до 10 штаммов, 23,3 % – от 
11 до 15 штаммов, 10 % – от 16 до 20 штаммов, 13,3 % – от 21 до 30 штаммов.

Проведена идентификация 68 бактериофагов лактококков с помощью видоспецифичной 
полимеразной цепной реакции, для чего использовали праймеры, видоспецифичные к бакте-
риофагам видов С2, 936, Р335. В качестве негативного контроля использовали ПЦР смесь без 
добавления матрицы.

В результате амплификации с использованием С2 видоспецифичных праймеров синтези-
рован фрагмент гена mcp (основного белка капсида), который является консервативной обла-
стью фагов вида С2. Для 39 бактериофагов (в7/1, в13/1, в13/2, в14/1, в15/1, в17/1, в17/2, в17/3, 
в19/1, в20/1, в21/2, в22/2, в23/4, в26/1, в27/2, в28/1, в31/1, в31/2, в39/2, в46/1, в46/2, л2/1, л16/1, 
л16/2, л18/1, л18/2, л23/1, л23/2, л24/1, л24/2, л25/1, л25/2, л25/3, з18/3, з19/2, з38/1, з40/1, з40/2, 
о42/1) получены ампликоны с размером около 475 п.о. 

Для 29 фагов (в9/1, в14/2, л15/1, л15/2, л19/1, л30/1, л31/1, л31/3, л36/1, л36/2, л37/1, л37/2, 
л38/1, л38/2, л40/1, л42/1, л43/1, л43/2, л54/1, з11/1, з15/1, з15/2, з15/3, з19/1, з29/1, з32/1, з38/2, 
з38/3, о42/2), принадлежность которых к виду С2 не была установлена, проводили полимераз-
ную цепную реакцию с праймерами, специфичными для видов Р335 и 936 

По результатам проведения видоспецифичной ПЦР с праймерами для вида Р335 в образце 
л40/1 синтезирован фрагмент длиной около 672 п.о, что соответствует размеру консерватив-
ной области фагов вида Р335. Бактериофагов вида 936 среди выделенных вирусов не обна-
ружено.

Как видно из полученных результатов, особый интерес для наших исследований пред-
ставляют фаги вида С2, как наиболее распространенные на молокоперерабатывающих 
предприятиях Республики Беларусь. Еще в 1988 г. Pillidge и Jarvis сообщили о построении 
рестрикционной карты фага С2 [25], а в настоящее время проведено секвенирование и ана-
лиз структурных генов данного фага. Установлено, что размер генома фага С2 составляет 
22163 п.о. Идентифицировано 39 открытых рамок считывания, «ранний» и «поздний» про-
моторы, терминатор транскрипции. Составлена детальная транскрипционная карта фага 
С2 [26, 27].

При анализе генома еще одного фага данной группы – bIL 67 – установлено, что его струк-
тура на 80 % сходна со структурой фага С2 [28]. Секвенирование геномов нескольких пред-
ставителей фагов данной группы позволило выявить консервативные последовательности для 
каждой из них и подобрать праймеры, позволяющие проводить идентификацию вновь изоли-
руемых фагов [29–31]. Метод ПДРФ-анализа позволяет выявлять различия внутри консерва-
тивной области геномов лактофагов вида С2 и проводить внутривидовую дифференциацию 
коллекционных и вновь выделенных лактофагов.

Для дифференциации бактериофагов лактококков внутри вида разработали схему проведе-
ния ПДРФ-анализа. В настоящее время в открытом доступе содержатся сведения о строени-
ях геномов около 20 лактококкофагов. Для работы выбраны бактериофаги вида С2, для кото-
рых известны нуклеотидные последовательности их консервативных областей: bIL67(L33769), 
Q38(AF152411), Q44(AF152412), c2(L48605), eb1(AF152410), GR6 (DQ110948), CB17 (DQ110947). 
Для разработки схемы дифференциации лактококкофагов использовали нуклеотидные после-
довательности консервативных областей гена, кодирующего основной белок капсида. Для фа-
гов вида С2 это участок гена длиной 475 п.о.

С помощью программы MEGA 5.1 проведен анализ схожести нуклеотидных последова-
тельностей фагов внутри консервативных областей для семи фагов вида С2 (табл. 1).
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Т а б л и ц а  1.  Различие в нуклеотидных 
последовательностях консервативных областей фагов вида С2, %

T a b l e  1.  Difference in nucleotide sequences of conservative 
areas of C2 type phages, %

Фаг bIL67 Q44 c2 CB17 eb1 GR6 Q38

bIL67 – 9,302 8,759 8,743 8,759 8,743 8,984

Q44 – 6,165 6,416 6,165 6,416 5,023

c2 – 5,727 0,000 5,727 5,601

CB17 – 5,727 0,000 6,004

eb1 – 5,727 5,601

GR6 – 6,004

Q38 –

Как видно из табл. 1, для фагов вида С2 вариабельность генных последовательностей состав-
ляет около 5–9 %.

Данные исследований позволяют предположить наличие рестриктаз, с применением которых 
будут получены рестрикционные фрагменты различной длины, что позволит дифференцировать 
фаги внутри вида. Для проведения рестрикционного анализа продуктов амплификации поиск 
ферментов осуществляли с помощью программы Biosequence editor. Установлено, что для диф-
ференциации фагов вида С2 наиболее оптимально использовать рестриктазы Mwo I, Alu I, Taq I.

С помощью программы MapDraw (DNAStar Inc.) составлены рестрикционные карты исследу-
емых фагов (рис. 2).

Как видно на рис. 2, известные фаги вида С2 можно разделить на 5 групп: С2, eb1; CB17, GR6; 
Q38; Q44; bIL67.

Таким образом, для дальнейшей работы выбраны рестриктазы Alu I и Taq I, позволяющие 
достоверно различать фаги между собой.

Для 39 штаммов лактофагов, отнесенным к виду С2 по результатам видоспецифичной ПЦР, 
проведена внутривидовая дифференциация с использованием ПДРФ-анализа консервативных 
областей бактериофагов лактококков данного вида.

Полученные в результате проведения ПЦР ампликоны подвергали воздействию ферментов ре-
стрикции Alu I и Taq I в двух независимых реакциях. Результаты рестрикции представлены на 
рис. 3, 4 и в табл. 2.

Анализ табл. 2 и рис. 3, 4 показал, что лактофаги, отнесенные к виду С2, при обработке фер-
ментами рестрикции дают различные рестрикционные профили, что позволяет дифференциро-
вать их на группы внутри вида. 

Учитывая результат воздействия двух рестриктаз на продукты амплификации – Alu I 
и Taq I, у исследованных бактериофагов лактококков выделили 6 различных ПДРФ-профилей и, 
соответственно, 6 различных внутривидовых групп:

– группа 1: при обработке рестриктазой Alu I дают видимые фрагменты длиной около 330
и 110 п.о., и при обработке рестриктазой Taq I дают видимые фрагменты длиной около 430 
и 30 п.о. (16 фагов); 

– группа 2: при обработке рестриктазой Alu I дают видимые фрагменты длиной около 290
и 170 п.о., и при обработке рестриктазой Taq I дают видимый фрагмент длиной около 460 п.о. 
(1 фаг); 

– группа 3: при обработке рестриктазой Alu I дают видимые фрагменты длиной около 330
и 110 п.о., и при обработке рестриктазой Taq I дают видимые фрагменты длиной около 460 п.о. 
(13 фагов);

– группа 4: при обработке рестриктазой Alu I дают видимые фрагменты длиной около 290
и 110 п.о., и при обработке рестриктазой Taq I дают видимые фрагменты длиной около 460 п.о. 
(6 фагов);



 Весці Нацыянальнай акадэміі навук Беларусі. Серыя аграрных навук. 2018. Т. 56.  № 1. C. 109–121 115

– группа 5: при обработке рестриктазой Alu I дают видимые фрагменты длиной около 170 
и 110 п.о., и при обработке рестриктазой Taq I дают видимый фрагмент длиной около 460 п.о. 
(2 фага);

– группа 6: при обработке рестриктазой Alu I дают видимые фрагменты длиной около 170 
и 110 п.о., и при обработке рестриктазой Taq I дают видимые фрагменты длиной около 430 
и 30 п.о. (1 фаг).

Таким образом, среди лактококкофагов вида С2, выделенных на территории Республики 
Беларусь, преобладают вирусы, для которых рестрикционный анализ продукта амплифика-
ции mcp-гена эндонуклеазой Alu I позволяет визуализировать фрагменты размером около 330 
и 110 п.о. – подвиды 1 и 3, различающиеся между собой размером рестрикционных фрагментов, 
получаемых с использованием фермента Taq I (рис. 5).

Среди чистых линий бактериофагов, выделенных из образцов продукции, изготовленной 
в зимний период, идентифицировать удалось лишь 35,7 % вирусов, в весенний период – 91,3 % 
вирусов, в летний – 48,3 %, в осенний – 50 % выделенных лактококкофагов.

Рис. 2. Рестрикционный анализ консервативных последовательностей лактофагов вида С2. В верхней части каждой 
рестрикционной карты представлена длина исследуемой последовательности (п.о) и показаны места рестрикции ис-

следуемой последовательности каждым ферментом
Fig. 2. Restriction analysis of conservative sequences of C2 type lactophages. At the top of each restriction map the length of 

the examined sequence is presented; the restriction points of the sequence studied by each enzyme are shown
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Рис. 3. Электрофоретический анализ продуктов обработки ампликонов ДНК рестриктазой Alu I. Дорожка 1 – про-
дукт амплификации, не подвергнутый рестрикции; дорожка 2 – молекулярный маркер 100 bp DNA Ladder (Biolabs); 

дорожки 3–15 – продукты амплификации чистых линий лактофагов, подвергнутые рестрикции ферментом Alu I
Fig. 3. Electrophoretic analysis of DNA amplicons sample products treated with restriction enzyme Alu I. Lane 1 – unrestricted 
amplification product, lane 2 – molecular marker 100 bp DNA Ladder (Biolabs), lanes 3–15 – amplification products of the 

pure lactophage lines that were restricted by  Alu I enzyme

Рис. 4. Электрофоретический анализ продуктов обработки ампликонов ДНК рестриктазой Taq I.  
Дорожки 1–7, 10–15 – продукты амплификации чистых линий лактофагов, подвергнутые рестрикции ферментом 

Taq I, дорожка 8 – молекулярный маркер 100 bp DNA Ladder (Biolabs), дорожка 9 – продукт амплификации,  
не подвергнутый рестрикции

Fig. 4. Electrophoretic analysis of DNA amplicons sample products treated with restriction enzyme Taq I.  
Lanes 1–7, 10–15 – amplification products of the pure lactophage lines that were restricted by Taq I enzyme, lane 8 – 

molecular marker 100 bp DNA Ladder (Biolabs), lane 9 – unrestricted amplification product).
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Среди лактококкофагов, выделенных в зимний период года, выявлены лактококкофаги толь-
ко трех типов: 4-го, 5-го и 6-го типа. Для всех идентифицированных бактериофагов зимнего 
периода при рестрикционном анализе продукта амплификации, обработанного ферментом Alu 
I, характерно образование фрагмента длиной около 110 п.о. Среди фагов, выделенных в летний 
период, преобладали вирусы 1-го и 3-го типа, в то же время не регистрировали наличия фагов 
5 и 6 групп. Среди летних бактериофагов регистрировали бактериофаги вида С2, относящиеся 
к 1, 3 и 4 группам. Таким образом, бактериофаги вида С2 типов 5 и 6 встречаются только в про-
дукции, изготовленной в зимний период; бактериофаги вида С2 тип 2 выявлены только в летний 
период, бактериофаги 4-го типа выявлены в образцах продукции, отобранных в зимний, весен-
ний и летний периоды (рис. 6).

Т а б л и ц а  2.  Длина рестрикционных фрагментов после обработки продуктов ПРЦ  
ферментами рестрикции

T a b l e  2.  Length of restriction fragments after products treatment by PCR restriction enzymes

Лактофаги
Длина фрагментов рестрикции после обработки рестриктазой 

Alu I, п.о.
Длина фрагментов рестрикции после 

обработки рестриктазой Taq I, п.о. Тип ПДРФ-
профиля

~475 п.о. ~330 п.о. ~290 п.о. ~170 п.о. ~110 п.о. ~460 п.о. ~430 п.о. ~30 п.о.

в 7/1, в 13/1, 
в 13/2, в 15/1, 
в 26/1, в 27/2, 
в 28/1, в 31/1, 
в 31/2, л 16/1,
л 16/2, л 23/1,
л 23/2, л 24/1,
о 42/1, л 24/2

– + – – + – + + 1

в 14/1 – – + + – + – 2
в 17/1, в 17/2, 
в 17/3, в 19/1, 
в 20/1, в 21/2, 
в 22/2, в 23/4, 
в 46/1, в 46/2, 
л 2/1, л 18/1, 
л 18/2

– + – – + + – – 3

в 39/1, л 25/1, 
л 25/2, л 25/3, 
з 40/1, з 40/2

– – + – + + – – 4

з 18/3, з 29/1 – – – + + + – – 5
з 19/1 – – – + + – + + 6

Рис. 5. Дифференциация лактококкофагов вида C2 установленная на основании ПДРФ-анализа
Fig. 5. Differentiation of C2 type lactococciphages based on RFLP analysis
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Рис. 6. Анализ внутривидовой принадлежности вновь выделенных лактофагов в зависимости от сезонности. 
Fig. 6. Analysis of intraspecific affiliation of newly obtained lactophagi depending on season

Выводы
1. Из 51 фагосодержащих образцов продукции выделено 68 чистых линий бактериофагов, 

для которых получены фаголизаты содержащие не менее 1×108 БОЕ/мл. Определен спектр ли-
тической активности вновь выделенных бактериофагов с использованием 36 культур, использу-
емых для определения фагочувствительности, и 26 производственных коллекционных штаммов.

2. С использованием имеющихся данных о генетическом строении консервативных обла-
стей 7 лактококкофагов, относящихся к виду С2, и программного обеспечения проведен подбор 
рестриктаз, позволяющих различать фаги внутри видов. Разработана схема внутривидовой диф-
ференциации бактериофагов лактококков с помощью ПДРФ-анализа. 

3. На основании результатов ПЦР с видоспецифичными праймерами 39 бактериофа-
гов отнесены к виду С2. 1 бактериофаг по результатам ПЦР идентифицирован как вид Р335. 
Бактериофагов вида 936 среди выделенных вирусов не выявлено. 28 бактериофагов с исполь-
зованием видоспецифичной ПЦР отнести к видам С2, 936 и Р335 не удалось. Установлено, что 
среди промышленных бактериофагов преобладают лактококкофаги вида С2.

4. Показана дифференцирующая способность рестриктаз Alu I и Taq I. Проведена дифферен-
циация лактококкофагов внутри вида С2 с применением видоспецифичной ПЦР, а также путем 
сравнения длин рестрикционных фрагментов, полученных в результате обработки продуктов 
ПЦР ферментами рестрикции. 

5. Использование ПДРФ-анализа позволило разделить 39 лактофагов вида С2 на шесть 
групп, из которых наиболее распространенными оказались 1 и 3, для которых рестрикционный 
анализ продукта амплификации mcp-гена эндонуклеазой Alu I позволяет визуализировать фраг-
менты размером около 330 и 110 п.о. – подвиды 1 и 3, различающиеся между собой рестрикцион-
ным профилем, получаемым с использованием фермента Taq I. Установлено, что бактериофаги 
вида С2 типов 5 и 6 встречаются только в продукции, изготовленной в зимний период; бакте-
риофаги вида С2 2-го типа выявлены только в продукции летнего периода, бактериофаги 4-го 
типа выявлены в образцах продукции, отобранных в зимний, весенний и летний периоды, а 1-го 
типа – в весенний, летний и осенний периоды.

6. Установлено, что при выделении бактериофагов из образцов молочной продукции вне за-
висимости от места и времени отбора продукции вирусы обладают различным спектром лити-
ческой активности. Фаги, выделенные в зимнее время, лизировали, в среднем, 13,3 % индика-
торных и фагочувствительных культур, выделенные весной – 22,2 % культур, летом – 22,8 % 
культур, осенью – 16,6 %. Максимальную литическую активность регистрировали для вирусов, 
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выделенных из образцов сыра, изготовленных в Гродненской обл.: отобранного зимой з32/1 (ли-
зировал 61,1 % культур) и отобранного летом л32/2 (лизировал 63,9 % культур), а также творога, 
изготовленного в Брестской области, в20/1 (лизировал 61,1 % культур).
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