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На сегодняшний день обнаружено множество генов интеграз, антибиотикорезистентности и токсинов, которые могут быть 
встроены в фаговый геном. Весьма актуальным является изучение выделенных фагов на предмет наличия в них этих 
генов. Наиболее информативным методом для выявления генетических детерминант факторов патогенности и интеграз 
является полногеномное секвенирование. Целью нашего исследования было изучить не только биологию холерного бакте-
риофага Vibrio phage Rostov 7, но и провести полногеномное секвенирование с дальнейшей оценкой перспектив его прак-
тического использования. Наличие или отсутствие генетических детерминант факторов резистентности, токсинов и инте-
граз проверяли при помощи созданной нами базы данных и разработанного программного обеспечения под названием 
PhageAnalyzer. При помощи электронно-микроскопического исследования установлена морфология корпускул холерного 
бактериофага Rostov 7, а также подтверждена его специфичность. На газоне индикаторной культуры бактериофаг Rostov 
7 образует прозрачные негативные колонии диаметром 1,0–1,5 мм. Анализ нуклеотидных последовательностей показал, 
что размер его генома составляет 45903 п.н. с общим количеством ORF 35, также обнаружены гены, характерные для 
хвостатых фагов. Установлено, что бактериофаг Rostov 7 имеет обособленное положение и является уникальным. В струк-
туре генома найдены две интегразы (YP_009043902.1 и YP_009043892.1), поэтому использование фага в профилактиче-
ских или лечебных препаратах исключено, так как он является умеренным. Генетических детерминант факторов антибио-
тикорезистентности и токсинов не обнаружено. В настоящее время бактериофаг активно используется в эксперименталь-
ной деятельности лаборатории и для конструирования диагностических препаратов. Полная геномная последовательность 
Vibrio phage Rostov 7 депонирована в международной базе GenBank (NCBI) под номером MK575466.1.
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Currently а variety ofgenes encodingintegrases, antibiotic resistance, and toxins had been identifiedwhich maybe inserted into the 
phage genome. The study of isolated phages for the presence of these genes are highly relevant. The most informative method 
for identifying genetic determinants of pathogenicity factorsand integrase is genome sequencing. The aim of our study was to study 
not only the biology of the cholera bacteriophage Vibrio phage Rostov 7, but also to conduct wholegenome sequencing with a 
further assessment of the prospects for its practical use.The presence or absence of genetic determinants of resistance factors, 
toxins and integrase was checked with the help of the database created by us and the software developed, named “PhageAnalyzer”. 
The morphology of the cholera bacteriophage Rostov 7 corpuscleswas determinedby means ofelectron microscopy, andhis 
specificity was confirmed. On the lawn of the indicator culture, the bacteriophage Rostov 7 forms transparent negative colonies 
with a diameter of 1.0–1.5 mm. Analysis of the nucleotide sequencesrevealedthatitsgenome size is 45903 bp with the total number 
of ORF 35, genes characteristic of caudate phageswerealso found. The bacteriophage Rostov 7 was shown to have a separate 
position andto beunique. Two integrases were found in the genome structure (YP_009043902.1 and YP_009043892.1), therefore, 
the use of phage in prophylactic or therapeutic preparations is excluded, since it is moderate. Genetic determinants of resistance 
factors and toxins were not detected. At the moment thebacteriophage is actively used in the experimentalworkof the laboratory. 
Vibrio phage Rostov 7 can be successfully used to construct diagnostic products. The complete genomic sequence of Vibrio phage 
Rostov 7 isdepositedin the international database NCBI GenBank under the accession number MK575466.1.
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П родолжающаяся седьмая пандемия холеры привлекла 
пристальное внимание исследователей к проблеме 

холерных вибрионов. Бактериофаги являются постоянными 
спутниками холерных вибрионов, а их присутствие в клетках 
бактерий приводит к появлению новых свойств [1]. Фаги 
удобно использовать для решения таких вопросов, как взаи-
моотношение вируса с бактериальной клеткой [2], действие 
инактивирующих факторов на фаги, изменчивость свойств 
бактерий при передаче генетической информации фагами, а 
также разработка эффективных методов профилактики и 
фагодиагностики возбудителей болезней. 

Вирулентные формы фагов являются основным элемен-
том биологической борьбы с бактериальной инфекцией. 
Их  поиск и изучение свойств представляют большой инте-
рес [3]. Подтверждение вирулентности или умеренности 
бактериофага можно осуществить в ходе выявления генов, 
кодирующих известные интегразы [4]. Фаги идентифициру-
ют как вирулентные, если у них нет гена интегразы. На се-
годняшний день обнаружено множество генов интеграз, 
антибиотикорезистентности и токсинов, которые могут быть 
встроены в фаговый геном. Весьма актуальным является 
изучение выделенных фагов на предмет наличия в них этих 
генов. Наиболее информативным методом для выявления 
генетических детерминант факторов патогенности и инте-
граз является полногеномное секвенирование.

Цель исследования: изучить биологические свойства 
холерного бактериофага Vibrio phage Rostov 7, а также про-
вести полногеномное секвенирование с дальнейшей оцен-
кой перспектив его практического использования.

Материалы и методы

В исследование взят бактериофаг Rostov 7, выделен-
ный нами ранее из окружающей среды. Источником вы-
деления фага послужили пробы воды, доставленные для 
исследования на вибриофлору. Биологические свойства 
изучали общепринятыми методами [5]. Образцы просма-
тривали в  трансмиссионном электронном микроскопе 
JEM-1011. Электронограммы получены при помощи CDC-
камеры Olimpus-SlS-Veleta и программного обеспечения 
iTEM-TEMimagingPlatform. Выделение ДНК фагов проводи-
ли в соответствии с ранее описанными методиками [6–8]. 
Количество и качество выделенной ДНК контролировали 
электрофорезом в 0,8% агарозном геле. Отсутствие бак-
териальных хромосом в пробах подтверждали методом 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) с использованием 
ген-специфичных праймеров для определения фрагментов 
ДНК hly и ctx+. Раствор фаговой ДНК хранили при темпе-
ратуре –20°С. Геномная последовательность бактериофа-
гов была определена с использованием высокопроиз
водительного секвенирования (high-throughput sequencing) 
на платформе Miseq (Illumina). Оценку первичных данных 
секвенирования проводили с использованием программы 
FastQC [9]. Для тримминга и коррекции ридов использова-
ли алгоритмы Trimmomatic [10] и Lighter [11]. Сборку гено-
мов, представленных в виде ридов, проводили с исполь
зованием программы Spades [12]. Сравнение собранного 
генома с аннотированными последовательностями извест-
ных бактериофагов проводили при помощи алгоритма 

BLASTN 2.2.29 (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Наличие или 
отсутствие генетических детерминант факторов рези-
стентности, токсинов и интеграз проверяли при помощи 
созданной нами базы данных и разработанного программ-
ного обеспечения PhageAnalyzer, позволяющего прово-
дить быстрый анализ данных полногеномного секвениро-
вания бактериофагов.

Результаты и обсуждение

Выделенный нами из водных объектов окружающей 
среды при мониторинге холеры бактериофаг Rostov 7 на 
газоне индикаторной культуры образует прозрачные нега-
тивные колонии диаметром 1,0–1,5 мм. Vibrio phage Rostov 7 
активен в отношении V. cholerae О1 серогруппы биовара 
El Tor. Специфичность фага Rostov 7 в отношении хозяина 
подтверждена на большом наборе представителей близко-
родственных микроорганизмов семейств Vibrionaceae, Pseu
domonadaceae, Enterobacteriaceae. Спектр литической ак-
тивности – 66,3%. Серологические свойства – VII серотип.

По данным электронно-микроскопического исследования 
холерный бактериофаг Rostov 7 относится по морфологии 
корпускул к V морфогруппе по классификации Тихоненко 
А.С. (1968) и типу A семейства Myoviridae по классификации 
Ackermann H.W. (1987) (рис. 1).

Vibrio phage Rostov 7 имеет отросток сложного строения, 
чехол которого способен к сокращению.

Анализ нуклеотидных последовательностей показал, что 
размер генома бактериофага Rostov 7 составляет 45903 п.н. 
с общим количеством ORF 35, также обнаружены гены, 
характерные для хвостатых фагов. Путем сравнения с име-
ющимися в NCBI генами обнаружено 28 ORF из рода Vibrio 
и 7 ORF из других родов с установленными функциями. 

Рис. 1. Морфология холерного бактериофага Rostov 7 (увеличе-
ние ×150 000). А – многогранная головка (453 × 510 Ǻ); В – отросток 
(1023 Ǻ).
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Обнаружены гомологичные последовательности в извест-
ных бактериальных геномах – гипотетические белки гамма-
протеобактерий и профаг Bacillus subtilis. Также найдены 
две интегразы со сходством 96,6% (YP_009043902.1) и 94% 
(YP_009043892.1). Генетических детерминант факторов ре-
зистентности и токсинов не обнаружено.

После анализа данных, предоставленных системой 
BLASTN, были обнаружены всего лишь два холерных бакте-
риофага, гомологичных Rostov 7, – X29 (KJ572845.2) и phi2 
(KJ545483.2) с 83% перекрытием генов и идентичных на 
98,15% и 98% соответственно, из группы Vibrio phage (рис 2). 
В сиквенсах найденных холерных фагов, так же как и 
у  Rostov 7, найдены гены интеграз, значит, они являются 
умеренными.

На рисунке 2 видно, что процент совпадения генома 
Rostov 7 с фагами, найденными в системе BLASTN, невелик. 
Из дендрограммы на рисунке 3 понятно, что Vibrio phage 
Rostov 7 имеет обособленное положение, поэтому считается 
уникальным.

Заключение

Для характеристики бактериофагов использования 
основных биологических методов исследования недоста
точно. Полногеномное секвенирование дает более полную 
информацию о структуре и свойствах фагов, а также оказы-
вается полезным для получения достоверных данных при 
тонкой внутривидовой дифференциации фагов.

В итоге нашего исследования было установлено, что бак-
териофаг Rostov 7 имеет обособленное положение и являет-
ся уникальным. В структуре генома найдены две интегразы, 
поэтому использование фага в профилактических или ле-
чебных препаратах исключено, так как он является умерен-
ным. В настоящее время бактериофаг активно используется 
в экспериментальной деятельности лаборатории и для кон-
струирования диагностических препаратов.

Полная геномная последовательность Vibrio phage 
Rostov 7 депонирована в международной базе NCBI GenBank 
под номером MK575466.1.
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Рис. 3. Дендрограмма для Vibrio phage Rostov 7.
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Компания Hologic Inc. получила одобрение Европейского Сооб-
щества на применение Panther Fusion Bordetella. Это набор для ПЦР-
анализа в реальном времени для выявления и дифференциации 
Bordetella pertussis и Bordetella parapertussis из образцов мазков из 
носоглотки, взятых у пациентов с симптомами заболевания. Система 
позволяет лабораториям обрабатывать до 500 анализов за 8 часов.

 
Bordetella assay now CE marked Europe [Electronic resource]. 

URL: https://www.clinlabint.com/detail/clinical-laboratory/bordetella-assay-now-ce-marked-europe/ 

Экспрес-тест на S. pneumoniae и L. pneumophila

Streptococcus pneumoniae является основной причиной внебольничной пневмонии, а Legionella pneumophila является при-
чиной дорогостоящих госпитализаций и интенсивной терапии. Клинически различать две бактерии сложно, и из-за различий 
в лечении заболеваний руководящие принципы рекомендуют двойное тестирование.

Тест ImmuView Antigen позволяет теперь легко различать оба микроорганизма у пациентов с предполагаемой инфекцией, 
что позволяет врачам начать правильное лечение антибиотиками. Это единственный быстрый тест, который определяет и 
Streptococcus pneumoniae, и Legionella pneumophila в одном тесте. ImmuView очень прост в использовании, не требует специ-
ального оборудования и показывает результат всего за несколько минут. На самом деле, всего за 3 простых шага, он опре-
деляет, есть ли у пациента двойная инфекция или нет, инфекция пневмонии, инфекция Legionella или ничего из этого.

S. pneumoniae and L. pneumophila rapid test [Electronic resource]. 
URL: https://www.clinlabint.com/detail/clinical-laboratory/s-pneumoniae-and-l-pneumophila-rapid-test/
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