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В результате проведенных исследований из объектов внешней среды (водные источ-
ники) было выделено 8 штаммов бактериофагов, специфичных в отношении Aeromonas 
sobria, исследованы их основные биологические свойства: литическая активность, темпера-
турная устойчивость, устойчивость к обработке хлороформом, видовая и родовая спец-
ифичность, морфология негативных колоний.

Введение
Бактериофаги, активные в отношении 

бактерий рода Aeromonas, вызывают науч-
ный и практический интерес, прежде всего, 
как средство выявления названных бакте-
рий (методами фаготипирования и реакции 
нарастания титра фага), а также как средство 
деконтаминации [1, 2].

Бактерии рода Aeromonas играют су-
щественную роль в инфекционной ихтиопа-
тологии. Аэромонозы рыб – это заболева-
ние, встречающееся в рыбоводческих хозяй-
ствах и вызываемое бактериями: Aeromonas 
salmonicida, Aeromonas hydrophila, Aeromo-
nas caveae, Aeromonas sobria [3, 4, 5].

Поскольку существующие методы диа-
гностики не предусматривают типирование 
возбудителей аэромонозов до вида, лече-
ние заболевания заключается в применении 
антибиотиков широкого спектра, высокомо-
лекулярных соединений, содержащих йод, 
формалин [1, 2].

В отечественной литературе нет под-
робной информации о выделении бакте-
риофагов, активных в отношении A. sobria, 
разработке и применению биопрепаратов 
на их основе. Однако есть результаты иссле-
дований бактериофагов, активных в отно-

шении других аэромонад, прежде всего A. 
salmonicida [6, 7] и A. hydrophila [8, 9].

Перечисленные причины обуславлива-
ют необходимость в разработке эффектив-
ной тест-системы для быстрой и точной ин-
дикации и идентификации бактерии A. sobria 
в патологическом материале рыб и образцах 
воды из прудов рыбоводческого назначе-
ния. В качестве дешевого и доступного ме-
тода диагностики аэромонозов правомерно 
рассматривать реакцию нарастания титра 
фага [10-17].

Цель исследования: выделение бак-
териофагов, активных в отношении бакте-
рии A. sobria и изучение их биологических 
свойств.

Задачи:
1. Выделение бактериофагов, актив-

ных в отношении A. sobria,
2. Исследование литической активно-

сти выделенных фагов по методу Грациа,
3. Исследование отношения выделен-

ных бактериофагов к температурному воз-
действию и обработке хлороформом,

4. Исследование видовой и родовой 
специфичности выделенных бактериофагов,

5. Исследование морфологии негатив-
ных колоний выделенных бактериофагов.
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Объекты и методы исследований
Объект исследования.
Выделение бактериофагов проводили 

из образцов воды различных источников: 
Черное море (близ станции Лоо), река Лоо, 
стоячий водоем рядом с железнодорожной 
станцией Лоо, родник в черте города Улья-
новска. Всего исследовано 16 объектов.

Штаммы, используемые в работе.
При выделении бактериофагов в ка-

честве индикаторных бактериальных штам-
мов использовали A. sobria №23, № 22, № 
+/2, №+/1, полученные из музея кафедры 
микробиологии, вирусологии, эпизоотоло-
гии и ветеринарно-санитарной экспертизы 
Ульяновской ГСХА им. П.А. Столыпина. Для 
определения видовой и родовой специфич-
ности выделенных бактериофагов использо-
вали штаммы бактерий следующих видов: 
A. caveae, A. salmonicida, A. hydrophila, Pseu-
domonas aeruginosa, Pseudomonas fluores-
cens, Proteus mirabilis, Escherichia coli, Yersinia 
pseudotuberculosis, Yersinia enterocolitica.

Материалы.
ГРМ-бульон (производства ГНЦ ПМБ, 

п. Оболенск), агар бактериологический (про-
изводства ГНЦ ПМБ, п. Оболенск), дистил-
лированная вода, хлороформ, стандартный 
набор посуды для микробиологических ис-
следований. Для очистки бактериальных 
лизатов использовали фильтродержатели и 
мембранные фильтры с диаметром пор 0,2 
мкм (производства Millipore - Millivac)

Оборудование.
Термостат лабораторный ТС-180, цен-

трифуга лабораторная MULTI CENTRIFUGE 
CM 6 M, водяная баня KL-2, холодильник 
(+4…+8 °С).

Работа проводилась на лабораторной 
базе кафедры микробиологии, вирусологии, 
эпизоотологии и ветеринарно-санитарной 
экспертизы Ульяновской ГСХА им. П.А. Сто-
лыпина.

Методы.
Выделение бактериофагов проводили 

методом накопления по схемам, описан-
ным в работах Викторова Д.А., Золотухина 
С.Н., Насибуллина И.Р. и оптимизированным 
нами с учётом биологических особенностей 
A. sobria и их бактериофагов [6-12].

В 16 колб на 200 мл с 50 мл стерильно-
го концентрированного (2х) мясопептонного 

бульона добавляли по 50 мл исследуемых 
образцов воды. В каждую из колб добавля-
ли по 0,5 мл суточных индикаторных культур 
штаммов A. sobria №23, № 22, № +/2, №+/1. 
Полученную смесь перемешивали и поме-
щали в термостат на 24 часа при 27 °С (оп-
тимум роста A. sobria) [11]. После инкубации 
из полученной в колбах суспензии отбирали 
по 10 мл в стерильные центрифужные про-
бирки, центрифугировали 20 минут при 3000 
об/мин. Супернатант фильтровали через 
мембранные фильтры с диаметром пор 0,2 
мкм (Millipore - Millivac), после чего фильтрат 
помещали в стерильные пробирки для хра-
нения и дальнейшего исследования.

Первичные фаговые стоки пассирова-
ли для получения чистых линий бактериофа-
гов путём 5-10 кратного пересева их бляшек 
[2, 3, 6].

Определение спектра литической ак-
тивности, а также родовой и видовой спец-
ифичности бактериофагов проводили мето-
дом спот-теста [2]. Для этого на чашки Пе-
три, засеянные газонами суточных бактери-
альных культур (A. sobria, A. salmonicida, A. 
hydrophila, A. caveae, A. sobria, P. aeruginosa, 
P. fluorescens, P. mirabilis, E. coli, Y. pseudotu-
berculosis, Y. enterocolitica) по каплям пипет-
кой наносили суспензии исследуемых фагов. 
Посевы A. sobria, A. salmonicida, A. hydrophila, 
A. caveae, A. sobria, P. fluorescens, Y. pseudo-
tuberculosis, Y. enterocolitica культивировали 
24 часа при температуре 27 °С, P. aerugi-
nosa, P. mirabilis, E. coli – при 37 °С (оптимум 
роста бактерий).

Литическую активность бактериофа-
гов, а также морфологию негативных коло-
ний изучали по методам Грациа [2].

Для исследования устойчивости вы-
деленных бактериофагов к обработке хло-
роформом использовали методику, пред-
ложенную Золотухиным С.Н. и Викторовым 
Д.А. [11, 12]. Определение чувствительности 
бактериофагов проводили путем обработки 
суспензий бактериофагов хлороформом в 
соотношении 1:10 при постоянном встряхи-
вании. Контролем служили пробирки с су-
спензиями бактериофагов, не обработанны-
ми хлороформом. После воздействия хлоро-
форма различной продолжительностью (5, 
10, 15, 20 минут) активность бактериофагов 
определяли по методу Грациа.



61

Ве
ст

ни
к

 
Ул

ья
но

вс
ко

й 
го

су
да

рс
тв

ен
но

й 
 

се
ль

ск
ох

оз
яй

ст
ве

нн
ой

 а
ка

де
м

ии

Для изучения температур-
ной устойчивости, ряд проби-
рок с суспензиями исследуемых 
бактериофагов, разведёнными 
мясопептонным бульоном 1:10, 
прогревали на водяной бане в те-
чение 20 минут при температуре 
от 20 °С до 60 °С с интервалами 
10 и 2 °С. Контрольные пробирки 
не прогревали [2, 3, 6]. После воз-
действия температуры активность 
исследуемых фагов определяли 
по методу Грациа.

Исследования по определе-
нию количественных показателей проводи-
ли в 3-5 повторностях. При статистической 
обработке данных использовали программу 
Statistica 8.

Результаты исследований
Было выделено 8 бактериофагов, ак-

тивных в отношении индикаторных штам-
мов A. sobria №23, № 22, № +/2 и №+/1.

Результаты исследования литической 
активности бактериофагов представлены в 
табл. 1.

Установлено, что выделенные бактери-
офаги устойчивы к воздействию температу-
ры до 48°С в течение 20 минут и полностью 
инактивируются при 54°С (табл. 2).

Результаты исследования устойчивости 
бактериофагов к обработке хлороформом 
приведены в табл. 3.

После 5 минут обработки фаголизатов 
хлороформом существенного изменения титра 
бактериофагов не наблюдалось, после 10 минут 
наблюдалось резкое падение титра, после 15 

минут – полная инактивация бактериофагов.
Результаты исследований специфично-

сти бактериофагов представлены в таблицах 
4 и 5.

Морфология негативных колоний вы-
деленных бактериофагов имеет следующие 
характеристики:

- негативные колонии бактериофагов 
Aer.sobr.1–УГСХА, Aer.sobr.3–УГСХА, Aer.
sobr.5–УГСХА имели диаметр 1-2 мм, полно-
стью прозрачны, без зоны вторичного лизи-
са;

- негативные колонии бактериофагов 
Aer.sobr.2–УГСХА, Aer.sobr.7–УГСХА, Aer.
sobr.8–УГСХА – диаметр 0,5-1 мм с мутным 
центром, без зоны вторичного лизиса;

- негативные колонии бактериофагов 
Aer.sobr.4–УГСХА, Aer.sobr.6–УГСХА – диа-
метр 3-4 мм с прозрачным центром и мут-
ной зоной вторичного лизиса на периферии.

Выводы
1. Из 16 водных источников выделено 

Таблица 1
Литическая активность выделенных бактериофа-

гов (по методу Грациа).
№ Штамм бактериофагов Литическая активность
1 Aer.sobr.1- УГСХА 3,0(±0,1)х109

2 Aer.sobr.2 –УГСХА 4,0(±0,4)х107

3 Aer.sobr.3 –УГСХА 5,0(±0,1)х109

4 Aer.sobr.4 –УГСХА 2,0(±0,2)х1010

5 Aer.sobr.5 –УГСХА 5,0(±0,2)х109

6 Aer.sobr.6 –УГСХА 4,0(±0,2)х107

7 Aer.sobr.7 –УГСХА 0,6(±0,1)х106

8 Aer.sobr.8 –УГСХА 4,0(±0,6)х109

Таблица 2 
Устойчивость выделенных бактериофагов к тепловому воздействию.

t,°C Aer.sobr.1- 
УГСХА

Aer.sobr.1- 
УГСХА

Aer.sobr.1- 
УГСХА

Aer.sobr.1- 
УГСХА

Aer.sobr.1- 
УГСХА

Aer.sobr.1- 
УГСХА

Aer.sobr.1- 
УГСХА

Aer.sobr.1- 
УГСХА

20 3,0(±0,1)х109 4,0(±0,4)х107 0,6(±0,1)х1010 2,0(±0,2)х1010 5,0(±0,2)х109 4,0(±0,2)х107 0,6(±0,1)х106 4,7(±0,6)х109

30 3,0(±0,1)х109 4,0(±0,4)х107 0,6(±0,1)х1010 2,0(±0,2)х1010 5,0(±0,2)х109 4,0(±0,2)х107 0,6(±0,1)х106 4,7(±0,6)х109

40 2,8(±0,1)х109 4,0(±0,4)х107 0,6(±0,1)х1010 1,6(±0,2)х1010 5,0(±0,2)х109 4,0(±0,2)х107 3,0(±0,1)х105 4,7(±0,6)х109

46 2,8(±0,1)х109 4,0(±0,4)х107 0,6(±0,1)х1010 1,6(±0,2)х1010 5,0(±0,2)х109 3,9(±0,2)х107 3,0(±0,1)х105 4,5(±0,6)х109

48 2,6(±0,1)х109 4,0(±0,4)х107 0,6(±0,1)х1010 1,6(±0,2)х1010 4,9(±0,2)х109 3,9(±0,2)х107 3,0(±0,1)х105 4,2(±0,6)х109

50 4,9(±0,1)х107 0,6(±0,4)х106 0,6(±0,1)х108 0,7(±0,2)х108 4,3(±0,2)х106 0,6(±0,2)х106 2,5(±0,1)х104 3,9(±0,6)х106

52 0,5(±0,1)х104 0,7(±0,4)х103 0 0,8(±0,2)х104 0,6(±0,2)х103 3,4(±0,2)х102 0 0,6(±0,6)х104

54 0 0 0 0 0 0 0 0
56 0 0 0 0 0 0 0 0
58 0 0 0 0 0 0 0 0
60 0 0 0 0 0 0 0 0
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8 штаммов бактериофагов, активных в отно-
шении A. sobria,

2. Литическая активность выделенных 
бактериофагов (по методу Грациа) составила 
от 0,6(±0,1)х106 до 2,0(±0,2)х1010 БОЕ/мл,

3. Выделенные бактериофаги устой-
чивы к воздействию температуры до 48 °С 
в течение 20 минут и полностью инактиви-
руются при 54 °С; неустойчивы к обработке 
хлороформом в соотношении 1:10 продол-
жительностью свыше 5 минут,

4. Выделенные фаги обладают видо-

вой специфичностью,
5. Определена морфология негатив-

ных колоний выделенных бактериофагов.
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Таблица 3 
Устойчивость выделенных бактериофагов к хлороформу

№ Штамм бактериофагов

Время обработки хлороформом, мин.
Контроль
(0 минут) 5 10 15 20

Титр бактериофагов, БОЕ/мл
1 Aer.sobr.1- УГСХА 3,0(±0,1)х109 2,8(±0,1)х109 4,2(±0,1)х103 0 0
2 Aer.sobr.2 -УГСХА 4,0(±0,4)х107 3,7(±0,4)х107 3,5(±0,4)х102 0 0
3 Aer.sobr.3 -УГСХА 0,6(±0,1)х1010 0,6(±0,1)х1010 0,6(±0,1)х104 0 0
4 Aer.sobr.4 -УГСХА 2,0(±0,2)х1010 1,7(±0,2)х1010 2,2(±0,2)х104 0 0
5 Aer.sobr.5 -УГСХА 5,0(±0,2)х109 4,7(±0,2)х109 0,6(±0,2)х103 0 0
6 Aer.sobr.6 -УГСХА 4,0(±0,2)х107 3,7(±0,2)х107 4,1(±0,2)х103 0 0
7 Aer.sobr.7 -УГСХА 0,6(±0,1)х106 5,0(±0,1)х105 1,2(±0,1)х102 0 0
8 Aer.sobr.8 -УГСХА 4,7(±0,6)х109 4,0(±0,6)х109 1,3(±0,6)х102 0 0

Таблица 4 
Активность бактериофагов по отноше-

нию к гетерогенным бактериальным культу-
рам

№
пп

Штамм 
бактериофагов

Штаммы исследуемых 
бактерий

P.
 a

er
ug

in
os

a

P.
 fl

uo
re

sc
en

s

P.
 m

ira
bi

lis

E.
co

li

Y.
 p

se
ud

ot
ub

er
cu

lo
sis

Y.
 e

nt
er

oc
ol

iti
ca

1 Aer.sobr.1- УГСХА - - - - - -
2 Aer.sobr.2 –УГСХА - - - - - -
3 Aer.sobr.3 –УГСХА - - - - - -
4 Aer.sobr.4 –УГСХА - - - - - -
5 Aer.sobr.5 –УГСХА - - - - - -
6 Aer.sobr.6 –УГСХА - - - - - -
7 Aer.sobr.7 –УГСХА - - - - - -
8 Aer.sobr.8 –УГСХА - - - - - -

«+» наличие зон лизиса , «-» отсут-
ствие зон лизиса.

Таблица 5 
Специфичность выделенных штам-

мов бактериофагов по отношению к бакте-
риям рода Aeromonas

№ Штамм 
бактериофагов

Штамм бактерий рода 
Aeromonas

A.
 so

br
ia

 №
 2

3
A.

 so
br

ia
 №

+/
2

A.
 so

br
ia

 №
 +

/1
A.

 so
br

ia
 №

 2
2

A.
 h

yd
ro

ph
ila

A.
 sa

lm
on

ic
id

a
A.

 c
av

ea
e

1 Aer.sobr.1- УГСХА + + + + - - -
2 Aer.sobr.2 –УГСХА + + + + - - -
3 Aer.sobr.3 –УГСХА + + + + - - -
4 Aer.sobr.4 –УГСХА + + + + - - -
5 Aer.sobr.5 –УГСХА + + + + - - -
6 Aer.sobr.6 –УГСХА + + + + - - -
7 Aer.sobr.7 –УГСХА + + + + - - -
8 Aer.sobr.8 –УГСХА + + + + - - -

«+» наличие зон лизиса, «-» отсут-
ствие зон лизиса.
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