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Данные, представленные в таблице, 
не выявили различий в соотношении масс 
внутренних органов животных всех под-
опытных групп к массам внутренних ор-
ганов контрольных аналогов.  

Выводы. Таким образом, результа-
тами эксперимента установлено отсут-
ствие дополнительной нагрузки на внут-
ренние органы лабораторных крыс, свя-
занной с длительным применением селе-
флана в субтоксических дозах.  
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С целью выбора генетического маркера для анализа фагов аэромонад проведен 
филогенетический анализ последовательностей структурных генов ДНК-лигаз и ами-
нокислотных последовательностей самих ферментов бактериофагов T4-типа, заража-
ющих аэромонады. Полученные данные обсуждаются в контексте использования этих 
маркеров для таксономии бактериофагов для их использования в терапии и профи-
лактики заражений аквакультуры. 

Ключевые слова: аквакультура; аэромонозы рыб; бактериофаги; ген ДНК-
лигазы, Т4-бактериофаги 
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In order to select a genetic marker for the analysis of phages of Aeromonas, a phylogenetic anal-
ysis of the sequences of structural genes of DNA ligases and amino acid sequences of the enzymes of 
T4-type bacteriophages infecting aeromonads was carried out. The data obtained are discussed in the 
context of the use of these markers for the taxonomy of bacteriophages for their use in therapy and 
prevention of aquaculture infections. 
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Аквакультура рыбы несет суще-
ственные экономические потери, связан-
ные с бактериальными инфекциями. 
Борьба с инфекциями рыбы необходима и 
для получения здорового питания челове-
ка. Аэромонады – это повсеместно распро-
страненные свободноживущие организмы, 
обитающие в основном в водной среде. Эти 
бактерии являются условно-патогенными 
микроорганизмами, которые вызывают 
различные типы инфекций у широкого 
круга хозяев, включая рыб и людей. 
Например, Aeromonas hydrophila является 
этиологическим агентом аэромонозной 
септисемии и обычно ассоциируется с та-
кими симптомами, как покраснение или 
гниение плавников, небольшие язвенные 

поражения на коже и кровоизлияния, за 
которыми часто следует смерть рыб в те-
чение нескольких часов после проявления 
болезни. Подробных данных об экономи-
ческих потерях в производстве рыбы, свя-
занных с инфекцией A. hydrophila довольно 
мало. Например, бразильские рыбоводы 
сообщают, что распространенность аэро-
монозной септисемии является причиной 
20-30 % ежегодной смертности в промыш-
ленной аквакультуре. A. salmonicida явля-
ется возбудителем фурункулеза рыб се-
мейства лососевых. Впервые этот вид 
аэромоноза описан Эммерихом и Вайбелем 
еще в 1894 году. Работы последних деся-
тилетий показали, что достаточно часто 
происходит инфицирование A. salmonicida 
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и представителей других семейств рыб. 
Человеческие инфекции возникают в ре-
зультате травм на рабочем месте или воз-
действия во время рекреационных меро-
приятий, лечения пиявками, потребления 
воды или пищи рядом с водоемами.  

Бактериофаги широко исследуются 
для использования в животноводстве [1-
3]. Большинство бактериофагов Т4-типа 
не способны к горизонтальному переносу 
генов бактерий как генов устойчивости к 
антибиотикам, так и генов патогенности 
за счет фаговой трансдукции. Это являет-
ся существенным преимуществом в ис-
пользовании именно их в фаговой тера-
пии [2-4]. Одной из перспектив контроля 
аэромонад является поиск новых бакте-
риофагов, специфичных к штаммам A. 
hydrophila или A. salmonicida, выделенных 
в районах содержания аквакультуры. Для 
таксономического определения новых 
фагов, выделенных из зараженных водое-
мов, требуется использование генетиче-
ских маркеров, которые позволяют 
надежно устанавливать с помощью ПЦР и 
секвенирования ДНК степень родства 
или, наоборот, расхождения между вновь 
выделенными и хорошо изученными 
штаммами бактериофагов. 

В качестве исследуемого маркера 
использовали ген ДНК-лигазы – ключево-
го белка репликации, рекомбинации и ре-
парации геномной ДНК этих бакте-
риофагов. Ген этого белка (ген 30) обо-
значен цифрой у бактериофага Т4. Циф-
рами у бактериофага Т4 обозначают так 
называемые «существенные» гены, то 
есть, те гены, мутации по которым оста-
навливают развитие бактериофага. В слу-
чае гена 30 (гена ДНК-лигазы) мутации 
приводят к остановке репликации геном-
ной ДНК фага Т4. Сравнительное исследо-
вание генов ДНК-лигаз проводится нами 
на регулярной основе уже несколько де-
сятилетий и приоритетно было начато 
нами [5]. В данной работе проведено со-
поставление сходства аминокислотных и 
нуклеотидных последовательностей ДНК-
лигаз известных бактериофагов аэромо-

над семейства Tevenvirinae, перспектив-
ных для фаговой терапии гидробионтов 
при заболевании аэромонозами. 

Методика исследований. Для вы-
бора последовательностей было проведе-
но сравнение аминокислотных последо-
вательностей PSI-BLAST [2] с базой дан-
ных белков GenBank. Предварительное 
множественное выравнивание и построе-
ние филогенетических деревьев проводи-
лось с использованием пакета программ 
Mega6 [3]. Для исследования были взяты 
аминокислотные последовательности 
ДНК-лигаз и транслированных открытых 
рамок (структурных генов) бакте-
риофагов аэромонад 65, Aeh1. Для рекон-
струкции филогении и построения фило-
генетических деревьев белков и ДНК ис-
пользовали метод UPGMA для предвари-
тельного анализа. Филогенетический ста-
тистический тест каждый раз был прове-
ден методом бутстрэппинга (Bootstrap 
method) с 1000 повторов. Аминокислот-
ные замены учитывались с помощью ста-
тистической модели JTT (Jones-Taylor-
Thornton model) [4].  

Результаты исследований и их   
обсуждение. Применению бактериофагов 
как антибактериальных агентов предше-
ствуют ряд стадий научной работы по 
выделению и таксономической иденти-
фикации бактериовирусов. Быстрое пер-
вичное определение изолированного из 
природы бактериофага наиболее рацио-
нально проводить с помощью ПЦР. На 
следующем этапе можно предпринять 
полногеномное секвенирование бакте-
риофагов, но для первичного анализа мо-
жет оказаться достаточным секвенирова-
ние отдельных генетических маркеров. В 
отличие от бактерий, бактериофаги и ви-
русы в целом более разнообразны. «Ко-
эффициент разнообразия» вирусов пре-
вышает соответствующий параметр у 
бактерий на порядки. В этой ситуации 
выбор и предварительный теоретический 
анализ удобных генетических маркеров 
может оказаться весьма существенным. 
Более того для различных групп вирусов 
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идентификационные генетические мар-
керы могут быть разными. Для большин-
ства групп бактериофагов в качестве ос-
новного генетического маркера группы 
используется ген главного белка капсида. 
Но данные генетический маркер может 
оказаться применимым для таксономии 
нового фага до подсемейства или в луч-
шем случае рода. Для надежной иденти-
фикации рода бактериофага и внутри ро-
дов необходимо использование ряда ге-
нетических маркеров, а не только одного 
гена основного белка капсида. Для выбора 
стратегии быстрой первичной таксоно-
мической идентификации бактериофагов 
необходимо подобрать адекватные по-
ставленной задаче генетические маркеры. 
Выбор и анализ пригодности для исполь-
зования таких маркеров можно осуще-
ствить на основе филогенетического эво-
люционного анализа сходства их после-
довательностей из уже известных гено-
мов бактериофагов той или иной группы. 
Различные базы данных биологических 
последовательностей, в первую очередь 
GenBank Национальных институтов здо-
ровья США предоставляют для этого до-
статочно большие возможности как по 
наличию большого числа секвенирован-
ных геномов, так и ассоциированных ме-
тодов их исследования. В первую очередь 
методов сравнения последовательностей 
с БД. Одними из основных методов явля-
ются различные варианты алгоритма 
BLAST. На следующем этапе сравнения 
производят построение филогенетиче-
ских деревьев аминокислотных и нуклео-
тидных последовательностей на основе 
выбранного генетического маркера. По 
расположению исследуемых и контроль-
ных последовательностей на филогенети-
ческих деревьях судят о применимости 

исследуемого маркера для таксономии 
бактериофагов. Метод UPGMA хорош тем, 
что он отражает в первую очередь про-
стое сходство последовательностей меж-
ду собой, что и необходимо для последу-
ющего выбора олигонуклеотидов-
праймеров для первичной таксономии 
новых выделенных бактериофагов.  

На первом этапе мы предприняли 
сравнение полных аминокислотных по-
следовательностей ДНК-лигаз бакте-
риофагов аэромонад и контрольных по-
следовательностей других бактериофагов 
подсемейства Tevenvirinae. Результаты 
сравнения представлены на рисунке 1. 
Было показано, что ДНК-лигазы кон-
трольных фагов, близкородственных ви-
русу Т4, образуют отдельную ветвь и тем 
самым дерево ферментов фагов аэромо-
над Т4-типа имеет хорошее укоренение. 
Филогенетический анализ методом UP-
GMA АТФ-зависимых ДНК-лигаз бакте-
риофагов аэромонад разделил их на две 
группы. Это группа фага Aeromonas virus 
Aeh1, а именно Aeromonas virus Ah1, 
Aeromonas phage AsFcp, Aeromonas phage 
PX29 и Aeromonas phage phiAS5. Другая 
группа - группа фага Aeromonas virus 65, 
кроме него в данную группу входят 
Aeromonas virus 65.1, Aeromonas phage 
CC2, Aeromonas phage AS-yj, Aeromonas 
phage AS-zj, Aeromonas phage AS-sw, 
Aeromonas phage Assk, Aeromonas phage 
Asswx 1, Aeromonas phage AS-szw и 
Aeromonas phage Aswh 1. При этом Vibrio 
phage vB_VmeM-32, согласно этому анали-
зу отличается от контрольных вирусов 
кишечной палочки и более близок к бак-
териофагам аэромонад обеих групп. 
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Рисунок 1 – Филогенетическое дерево эволюционного сходства аминокислотных 

последовательностей ДНК-лигаз бактериофагов аэромонад (обозначены черными 
кружками) и контрольных последовательностей вирусов E. coli близкородственных Т4 
(обозначены ромбами, Т4 – черным ромбом), а также последовательности ДНК-лигазы 
вибриофага vB VmeM-32 (обозначена треугольником), полученное методом UPGMA [6]. 
Показано оптимальное дерево с суммой длин ветвей = 2,88133313. Процент повторяю-
щихся деревьев, в которых связанные таксоны сгруппированы вместе в тесте началь-
ной загрузки (1000 повторов), показан рядом с ветвями [7]. Эволюционные расстояния 
были рассчитаны с использованием матрицы JTT [8] и выражены в единицах числа 
аминокислотных замен на сайт. Этот анализ включал 18 аминокислотных последова-
тельностей. Все позиции, содержащие пробелы и отсутствующие данные, были удале-
ны (вариант полного удаления). В окончательном наборе данных было 432 позиции. 
Эволюционный анализ проводился в MEGA X [9] 

Как показало наше исследование, 
выполненное при помощи построения 
множественного наложения программой 
MASKL, центральная часть последова-
тельности ДНК-лигазы фага Т4 наиболее 
консервативна и кодирует активный 
центр фермента. N-концевой домен от-
ветственен за компартментализацию 
фермента, а С-концевой домен - за связы-
вание ДНК. Было предпринято филогене-

тическое исследование наиболее консер-
вативной центральной части последова-
тельностей, кодирующей активные цен-
тры этих ферментов. Результат этого ис-
следования в виде филогенетического де-
рева представлен на рисунке 2. Эволюци-
онный анализ центральных частей ами-
нокислотных последовательностей ДНК-
лигаз бактериофагов аэромонад подсе-
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мейства Tevenvirinae был проведен анало-
гично предыдущему – методом UPGMA. 

Данное филогенетическое дерево 
существенно отличается от предыдущего. 
Разделение фагов аэромонад на две груп-
пы и составы этих групп остались такими 
же. Но аминокислотная последователь-
ность ДНК-лигазы фага Т4 C была отнесе-
на в результате этого исследования к 

группе Aeromonas virus Aeh1, а ДНК-
лигазы фагов кишечной палочки 
Escherichia phage vB EcoM G37-3 и 
Escherichia virus KFS-EC сгруппировалась с 
последовательностями из фагов аэромо-
над сильнее, чем последовательность из 
вибриофага, которая расположилась от-
дельно, определяя корень данного дерева.  

 

 

Рис. 2 – Филогенетическое дерево эволюционного сходства аминокислотных по-
следовательностей активного центра ДНК-лигаз бактериофагов аэромонад и кон-
трольных последовательностей вирусов E. coli близкородственных Т4, а также после-
довательности ДНК-лигазы вибриофага vB VmeM-32, полученное методом UPGMA [6]. 
Обозначения такие же, как на Рис.1. Показано оптимальное дерево с суммой длин вет-
вей = 2,77253350. Остальные параметры работы программы были аналогичные 
предыдущему исследованию. В окончательном наборе данных было всего 57 позиций. 
Эволюционный анализ проводился в MEGA X [9]. 

 
Результаты статистического иссле-

дования полученных деревьев также 
сильно различались. В окончательном 
наборе данных было 432 позиции в пер-
вом случае, а во втором было всего 57 по-
зиций. Процент разветвления ветвей, в 
которых родственные белки сгруппиро-

ваны вместе, оказался во втором анализе 
более высоким, но более низким для кор-
ня разделения фагов аэромонад на две 
группы. В первую очередь эти проценты 
(частоты) в ряде случаев были ниже 
внутри групп. Хотя можно и пренебречь 
этими статистическими результатами, ес-
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ли решать вопрос только об отнесении 
какого-либо нового фага к одной из двух 
данных выявленных в этом исследовании 
таксономический групп.  

С наименьшей вероятностью опре-
делено распределение по отдельным вет-
вям последовательностей из Aeromonas 
phage AS-szw, Aeromonas phage AS-sw, 
Aeromonas phage AS-yj, Aeromonas phage 
Assk и Aeromonas phage AS-zj – 87%. Но 
вероятность отделения этих фагов от 
других фагов этой же группы уже имеет 
более высокий процент. Следовательно, 
этот анализ не позволяет изучить эволю-
ционную историю аминокислотных по-
следовательностей ряда фагов аэромонад 
внутри групп, что не существенно для за-
дачи первичной таксономии новых фагов 
аэромонад. Этот анализ позволяет досто-
верно идентифицировать фаги аэромонад 
и распределить на обнаруженные в 

предыдущем исследовании две группы. 
Данный анализ подтвердил дивергенцию 
фагов аэромонад на две родственные 
группы, два «подрода». Скорее всего для 
выбора праймеров для ПЦР в этом случае 
придется задействовать последователь-
ности, кодирующие и другие домены дан-
ных белков. На это указывает попадание 
последовательности активного центра 
ДНК-лигазы фага Т4 в ветвь группы фага 
Aeromonas virus Aeh1 в данном анализе.  

Мы предприняли аналогичные ана-
лизы методом UPGMA последовательно-
стей структурных генов и центральных 
последовательностей структурных генов, 
кодирующих активные центры исследуе-
мых ДНК-лигаз. Полученные в результате 
анализа деревья сходств этих нуклеотид-
ных последовательностей представлены 
на рисунках 3 и 4.  

 

 

 
Рис. 3 – Филогенетическое дерево эволюционного сходства структурных генов 

ДНК-лигаз бактериофагов аэромонад и контрольных последовательностей вирусов E. 
coli близкородственных фагу Т4, а также последовательности гена ДНК-лигазы виб-
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риофага vB VmeM-32, полученное методом UPGMA [6]. Бактериофаги аэромонад обо-
значены кружками, фаги кишечной палочки – ромбами, вибриофаг – треугольником. 
На рисунке показано оптимальное дерево с суммой длин ветвей = 3.83296688. Процент 
повторяющихся деревьев, в которых связанные таксоны сгруппированы вместе в тесте 
начальной загрузки (1000 повторов), показан рядом с ветвями [7]. Эволюционные рас-
стояния были рассчитаны с использованием метода максимального совокупного прав-
доподобия и выражены в единицах количества замен оснований на сайт. Этот анализ 
включал 18 нуклеотидных последовательностей. Все позиции, содержащие пробелы и 
отсутствующие данные, были удалены (вариант полного удаления). В окончательном 
наборе данных было всего 1125 позиций. Эволюционный анализ проводился в MEGA X 
[9]. 
 

 
Рис. 4 – Филогенетическое дерево эволюционного сходства структурных генов 

ДНК-лигаз бактериофагов аэромонад и контрольных последовательностей бакте-
риофагов E. coli близкородственных фагу Т4, а также последовательности гена ДНК-
лигазы вибриофага vB VmeM-32, полученное методом UPGMA [6]. Обозначения такие 
же, как на Рис.3. Показано оптимальное дерево с суммой длин ветвей = 2,46982507. 
Процент повторяющихся деревьев, в которых связанные таксоны сгруппированы вме-
сте в тесте начальной загрузки (1000 повторов), показан рядом с ветвями [7]. Эволю-
ционные расстояния были рассчитаны с использованием метода максимального сово-
купного правдоподобия и выражены в единицах количества замен оснований на сайт. 
Этот анализ включал 18 нуклеотидных последовательностей. Все позиции, содержа-
щие пробелы и отсутствующие данные, были удалены (вариант полного удаления). В 
окончательном наборе данных было всего 440 позиций. Эволюционный анализ прово-
дился в MEGA X [9]. 

На обоих деревьях, отражающих 
сходства и различия нуклеотидных по-

следовательностей генов ДНК-лигаз и их 
центральных частей, контрольные бакте-
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риофаги кишечной палочки распределя-
ются в отдельную достаточно удаленную 
ветвь. Это говорит о возможности полу-
чения праймеров для ПЦР, с помощью ко-
торых можно идентифицировать только 
фаги аэромонад, отделяя их от других фа-
гов подсемейства. Как и при анализе бел-
ковых последовательностей происходит 
разделение бактериофагов аэромонад на 
две отдельные группы.  

Выводы. 1. С помощью анализа ме-
тодом UPGMA аминокислотных последо-
вательностей ДНК-лигаз бактериофагов 
аэромонад, частей этих аминокислотных 
последовательностей, составляющих ак-
тивный центр данных ферментов, анали-
за аналогичным методом генов этих фер-
ментов и нуклеотидных последователь-
ностей, кодирующих активные центры 
данных ферментов, было показана воз-
можность использования данного марке-
ра для идентификации исследуемых фа-
гов и их ближайших родственников.  

2. Было показано, что по последова-
тельностям данного генетического мар-
кера возможно разделение новых выде-
ленных в целях фаговой терапии рыбы 
бактериофагов аэромонад на две хорошо 
разделенные по данному маркеру систе-
матические группы. 

Исследование было частично под-
держано грантом РФФИ №20-54-53018 
ГФЕН_а, для Зимина А.А. и Никулина вы-
полнено ими в рамках этого проекта. 
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