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В результате комплекса проведённых исследований были выделены 6 изолятов бак-
териофагов �seudomonas chlororaphis, изучены основные биологические свойства и рассмо-�seudomonas chlororaphis, изучены основные биологические свойства и рассмо- chlororaphis, изучены основные биологические свойства и рассмо-chlororaphis, изучены основные биологические свойства и рассмо-, изучены основные биологические свойства и рассмо-
трены перспективы их применения в целях индикации и идентификации бактерий �seu-Pseu-
domonas chlororaphis методом реакции нарастания титра фага, а также фагоиндикации 
названного вида бактерий в различных объектах санитарного надзора. Полученные резуль-
таты направлены на сокращение сроков выявления возбудителя до 18-24 часов.

Введение
Pseudomonas сhlororaphis способна 

вызывать псевдомоноз рыб [1,2,3]. Гибель 
и уменьшение темпов роста рыбы наносят 
значительный экономический ущерб рыбо-
водческим хозяйствам. Бактериологические 
методы диагностики псевдомонозов, ис-
пользуемые в настоящее время, являются 
трудоемкими и продолжительным. Видо-
вое типирование требует выделения чистой 
культуры возбудителя с дальнейшей поста-

новкой ряда биохимических тестов. Затраты 
времени могут составлять от 3,5 до 5 суток 
[3,4].

На основании выше изложенного акту-
альным является поиск перспективных бак-
териофагов, специфически инфицирующих 
P. сhlororaphis, для индикации бактерий в 
объектах санитарного надзора методом ре-
акции нарастания титра фага (РНФ) [4,5].

Методы фагоиндикации и фагоиден-
тификации имеют следующие преимуще-
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ства: не требуют наличия дорогостоящего 
оборудования и материалов, высококвали-
фицированных специалистов, реакция на-
растания титра фага не требует выделения 
чистой культуры, позволяет сократить про-
должительность исследования до 24 часов, 
обладает высокой специфичностью и чув-
ствительностью (при применении надле-
жащих штаммов фагов); с помощью фагов 
можно осуществлять фаготипирование бак-
териальных штаммов [5].

Цели исследования: выделение бакте-
риофагов P. сhlororaphis из водных источни-
ков, изучение их биологических свойств, се-
лекция и отбор наиболее перспективных по 
критериям спектра литической активности 
и специфичности в целях конструирования 

биопрепарата для индикации и идентифи-
кации P. сhlororaphis.

Объекты и методы исследований
Для выделения бактериофагов P. 

сhlororaphis исследовано 30 проб из водных 
источников Ульяновской области. В каче-
стве индикаторной культуры использовали 
референс-штамм P. сhlororaphis В-1246, по-
лученный во Всероссийской коллекции ми-
кроорганизмов (г. Пущино).

Первичное выделение бактериофагов 
проводили методом накопления [5] по усо-
вершенствованной нами схеме, представ-
ленной на рисунке 1.

В колбы с 50 мл концентрированного 
мясопептонного бульона добавляли иссле-
дуемую воду в количестве 50 мл, доводя 

Рис. 1 – Схема выделения и пассирования бактериофагов P. сhlororaphis (пояснения в 
тексте)
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концентрацию среды до обычной, и 1 мл 
18-часовой бульонной культуры индикатор-
ного штамма P. сhlororaphis В-1246. После 24 
часов культивирования при 28ºС (оптимум 
роста P. сhlororaphi) полученную суспензию 
в количестве 5 мл переносили в стерильные 
пробирки и центрифугировали 20 минут при 
3000 об/мин. Супернатант фильтровали че-
рез бактериальные фильтры с диаметром 
пор 0,2 мкм (Millipore - Millivac). Наличие 
бактериофагов в фильтрате определяли ме-
тодом спот-теста. На чашки Петри с мясо-
пептонным агаром проводили посев 18-ча-
совой бульонной культуры индикаторного 
штамма P. сhlororaphis В-1246 сплошным 
газоном. После подсыхания газона на по-
верхность агара наносили 20 мкл исследу-
емого фильтрата. Контроль бактериального 
загрязнения фильтрата проводили на чаш-
ках Петри со стерильным мясопептонным 
агаром. Посевы просматривали через 24, 
36, 48 часов. Присутствие в исследуемом 
материале бактериофагов определяли по 
наличию зон лизиса бактериального газона 
или отдельных негативных колоний в обла-
сти нанесения капли фаголизата.

Для усиления активности выделен-
ных бактериофагов и для получения чистых 
линий проводили пассирование с последу-
ющим пересевом типичных колоний мето-
дом агаровых слоев по Грациа до получения 
чистых линий бактериофага [5]. Всего для 
каждого из выделенных бактериофагов про-
водилось от 5 до 9 последовательных пасса-
жей.

На втором этапе исследований были 
изучены следующие основные биологиче-
ские свойства выделенных бактериофагов 
[7,8]:

- морфология негативных колоний,
- литическая активность,
- спектр литической активности,
- специфичность действия,
- температурная устойчивость.
Литическую активность определяли по 

методам Аппельмана и Грациа [6]. Для опре-
деления спектра литической активности ис-
пользовали референс-штамм P. сhlororaphis 
В-1246 и выделенные нами ранее 16 поле-

вых штаммов [9,11]. При определении спец-
ифичности использовали следующие штам-
мы: Pseudomonas putida №901 IV-89; ATCC 
12633 IV-87, В-1292, В-899, Pseudomonas 
fluorescens 13525 IV-96, В-896, В-970, В-1470, 
полученные во Всероссийской коллекции 
микроорганизмов (г. Пущино), P. aeruginosa 
№128, №381, №1677 и 14 штаммов бактерий 
других родов: Aeromonas hydrophila, �roteus 
mirabilis, Morganella morganii, Klebssiella 
pneumoniae, Salmonella spp., Staphylococcus 
aureus, Streptococcus spp., Bacillus cereus, E. 
coli, Enterobacter cloacae, �itrobacter freundii, 
Yersinia pseudotuberculosis, Yersinia entero- entero-entero-
colitica, Stenotrophomonas maltophila, полу-
ченные из музея кафедры микробиологии, 
вирусологии, эпизоотологии и ветеринарно-
санитарной экспертизы ФГБОУ ВПО «Улья-
новская ГСХА им. П.А. Столыпина».

Результаты исследований
С использованием разработанной схе-

мы было выделено 6 культур бактериофагов 
P. сhlororaphis и изучены их основные био-
логические свойства [5,7,10]. Полученные 
бактериофаги на газоне индикаторной куль-
туры образовывали негативные колонии 
округлой формы диаметром до 1 мм, с про-
зрачным центром, без зоны вторичного ли-
зиса. Все изучаемые бактериофаги являлись 
термолабильными, полностью инактивиро-
вались после воздействия температуры от 
47 до 51ºС в течение 20 минут (таблица 1). 
Литическая активность фагов по методу Гра-
циа составила от 0,8(±0,2) х 103 до 4,0(±0,1) 
х 107 БОЕ/мл. Спектр литической активности 
выделенных нами бактериофагов составил 
от 47,0 до 82,3 % из 17 имеющихся у нас 
штаммов бактерий вида �. сhlororaphis (та-�. сhlororaphis (та-. сhlororaphis (та-hlororaphis (та- (та-
блица 2).

Отсутствие лизиса на газоне бактерий 
гетерологичных родов и видов свидетель-
ствовало о строгой специфичности выде-
ленных бактериофагов по отношению к бак-
териям P. сhlororaphis (таблица 3).

Негативные колонии выделенных бакте-
риофагов имели диаметр от 0,5 мм (Pс1F-УГСХА, 
Pс14F-УГСХА) до 1,0 мм (Pс6F-УГСХА, Pс11F-
УГСХА, Pс12F-УГСХА, Pс25F-УГСХА), полностью 
прозрачные, без зоны вторичного лизиса.
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Таблица 1 
Чувствительность выделенных бактериофагов к температурному воздействию

Штамм бак-
териофага

Температура воздействия, ºС
42 44 45 47 49 51

Титр бактериофагов по Грациа, БОЕ/мл
Pс1F-УГСХА 1,0(±0,3) х 104 4,9(±0,2) х 103 0,9 (±0,3) х 102 0 0 0
Pс6F-УГСХА 1,2(±0,3) х 104 1,0(±0,3) х 104 0,7(±0,3) х 104 4,9(±0,4) х 103 0,6(±0,4) х 102 0
Pс11F-УГСХА 0,7(±0,1) х 107 3,8(±0,2) х 106 0,7(±0,2) х 104 0 0 0
Pс12F-УГСХА 1,0(±0,2) х 106 2,9(±0,2) х 105 1,0(±0,3) х 105 0,6(±0,3) х 103 0 0
Pс14F-УГСХА 0,8(±0,2) х 103 3,4(±0,2) х 102 0,6(±0,2) х 102 2,8(±0,2) х 101 0 0
Pс25F-УГСХА 4,0(±0,1) х 107 1,2(±0,3) х 107 1,8(±0,3) х 106 1,0(±0,7) х 104 3,1(±0,5) х 102 0

Таблица 2 
Различия в свойствах выделенных бактериофагов P. сhlororaphis

Свойства Штаммы бактериофагов
Pс1F-УГСХА Pс6F-УГСХА Pс11F-УГСХА Pс12F-УГСХА Pс14F-УГСХА Pс25F-УГСХА

Литическая 
активность по 
Грациа

1,0(±0,3) х 104 1,2(±0,3) х 104 0,7(±0,1) х 107 1,0(±0,2) х 106 0,8(±0,2) х 103 4,0(±0,1) х 107

Спектр литиче-
ской активности 52,9 % 76,4 % 82,3% 47,0% 58,8 % 76,4%

Таблица 3 
Специфичность выделенных бактериофагов

Вид бактерий
(колич. штаммов)

Штаммы бактериофагов
Pс1F-
УГСХА

Pс6F-
УГСХА

Pс11F-
УГСХА

Pс12F-
УГСХА

Pс14F-
УГСХА

Pс25F-
УГСХА

P. putida (4) - - - - - -
P. aeruginosa (3) - - - - - -
�. fluorescens (4) - - - - - -
A. hydrophila - - - - - -
�. mirabilis - - - - - -
M. morganii - - - - - -
K. pneumoniae - - - - - -
Salmonella spp. - - - - - -
S. aureus - - - - - -
Streptococcus - - - - - -
B. cereus - - - - - -
E.coli - - - - - -
E. cloacae - - - - - -
C. freundii - - - - - -
Y. pseudotuberculosis - - - - - -
Y. enterocolitica - - - - - -
S. maltophila - - - - - -

Примечание: «-» - отсутствие лизиса.
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Выводы
1. В результате проведённых исследо-

ваний нами было выделено 6 культур бакте-
риофагов P. сhlororaphis, изучены их основ-
ные биологические свойства. 

2. По результатам полученных данных, 
в целях конструирования биопрепарата для 
индикации и идентификации P. сhlororaphis, 
наиболее перспективным является бакте-
риофаг Pс11F-УГСХА с титром 0,7(±0,1) х 107 

БОЕ/мл, спектром литической активности 
82,3% и выраженной специфичностью в от-
ношении бактерий P. сhlororaphis.
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