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В статье представлены результаты исследований по изучению биологических свойств 7 новых изо-
лятов бактериофагов бактерий рода Enterobacter и отбору наиболее перспективных штаммов фагов для кон-
струирования на их основе биопрепарата для деконтаминации пищевого сырья и продуктов питания. Установле-
но, что морфология негативных колоний энтеробакторных фагов представлена двумя типами: округлые, 
прозрачные, без зоны неполного лизиса, диаметром до 1 мм, формируемые фагами Е1, Е3, Е6. И круглые, про-
зрачные, без зоны неполного лизиса, до 3-4 мм в диаметре, образуемые фагами Е2, Е4, Е5, Е7. Литическая 
активность исследуемых бактериофагов варьировала от 1,2±0,2 х 107 до 1,8±0,2 х 1010 корпускул в 1 мл по 
Грациа и от 10-7 до 10-10 по Аппельману. Наибольшим диапазоном лизиса изучаемых культур обладали бак-
териофаги Е4 и Е7, суммарный спектр которых составлял более 95 %. Проверка специфичности действия 
выделенных бактериофагов осуществлялась на 90 штаммах бактерий родов Klebsiella, Citrobacter, Escherihia, 
Proteus, Yersinia, Salmonella, Pseudomonas, Staphylococcus, Streptococcus, Rhodococcus, Listeria и показала, что фаги 
являются специфичными по отношению к бактериям рода Enterobacter. Изучаемые фаги обладали выражен-
ной устойчивостью к температурному воздействию до 65 оС и трихлорметану в течение 40 минут. Полу-
ченные результаты позволяют отобрать для дальнейшей работы бактериофаги Е4 и Е7, обладающие всеми 
свойствами, необходимыми для использования их в составе биопрепарата для деконтаминации пищевого сырья и 
продуктов питания.

Исследования проводятся в соответствии с тематическим планом научно-исследовательских ра-
бот, выполняемых по заданию МСХ РФ в 2017 году.

Введение
Как отмечает Продовольственная сельско-

хозяйственная организация Объединенных Наций, 
одной из существенных проблем сегодняшнего дня 
является потеря продовольственного сырья в виде 
мясной и рыбной продукции из-за его порчи в про-
цессе транспортировки [1]. 

Несмотря на то что порча продукции живот-
ного происхождения – это сложный биохимический 
процесс, она в первую очередь зависит от количества 
и видов микроорганизмов, контаминирующих про-
дукцию [2].

Многочисленные данные ученых по изучению 
основных контаминантов пищевой продукции свиде-
тельствуют о том, что третье место по распространен-
ности бактерий семейства Enterobacteriaceae, сразу 
после Escherichia и Klebsiella, занимают бактерии 
рода Enterobacter [3].

Бактерии данного рода довольно часто встре-
чаются в естественных водоемах, сточных водах, в 
пищеварительном тракте животных и человека, на 
растениях [4, 5, 6], что обусловливает высокую сте-
пень загрязнения ими пищевого сырья и продуктов 
питания. 

Следует отметить, что использование в пище-
вой промышленности средств повышения сохран-
ности продукции, в частности химиотерапевтических 
препаратов, приводит к развитию у патогенов устой-
чивости. Кроме того, данные препараты могут нака-
пливаться в сырье и продуктах питания.

Решить эту проблему от части позволит раз-
работка и применение бактериофаговых биопрепа-
ратов в качестве безопасного средства для деконта-
минации пищевого сырья и продуктов питания [7, 8].

Проблеме выделения и изучения бактериофа-
гов посвящено большое число работ, однако бакте-
риофаги бактерий рода Enterobacter изучены недо-
статочно.

В связи с этим целью нашей работы было из-
учение биологических свойств новых изолятов бак-
териофагов бактерий рода Enterobacter и отбор пер-
спективных штаммов фагов для конструирования 
биопрепарата для деконтаминации пищевого сырья 
и продуктов питания.

Задачи исследования:
1. Изучить морфологию негативных колоний 

бактериофагов бактерий рода Enterobacter.
2. Определить литическую активность энтеро-



95

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

бактерных фагов.
3. Изучить спектр литической активности фагов 

бактерий рода Enterobacter.
4. Определить специфичность фагов Enterobacter.
5. Изучить устойчивость энтеробактерных бакте-

риофагов к воздействию температуры и хлороформа.
6. Отобрать штаммы фага с высокой литиче-

ской активностью, выраженной специфичностью и 
широким спектром действия.

Объекты и методы исследований
Бактериофаги, специфичные к бактериям рода 

Enterobacter - 7 изолятов: Е1, Е2, Е3, Е4, Е5, Е6, Е7, выде-
ленные и селекционированные авторами в 2016-2017 
годах. В работе использованы: 21 штамм бактерий 
рода Enterobacter (E.dissolvens – 10, E.cloacae - 11), 90 
штаммов гетерологичных родов Klebsiella, Citrobacter, 
Escherihia, Proteus, Yersinia, Salmonella, Pseudomonas, 
Staphylococcus, Streptococcus, Rhodococcus, Listeria, 
полученные из музея кафедры микробиологии, ви-
русологии, эпизоотологии и ВСЭ Ульяновского ГАУ и 
выделенные нами из объектов окружающей среды 
и санитарного надзора. Культуры бактерий обладали 
типичными для данных видов культуральными, мор-
фологическими и биохимическими свойствами. 

В работе использовали питательные среды: 
мясопептонный бульон (TM Media, Rajasthan, India); 
мясопептонный агар (TM Media, Rajasthan, India) 0,3%-
ный, 0,7%-ный; 1,5%-ный.

Работа с бактериофагами проводилась по ме-
тодикам, ранее апробированным сотрудниками ка-
федры микробиологии, вирусологии, эпизоотологии 
и ВСЭ ФГБОУ ВО Ульяновского ГАУ [9, 10].

Морфологию негативных колоний и литиче-
скую активность фагов бактерий рода Enterobacter 
определяли методом агаровых слоев по A. Gratia. 

Литическую активность фагов в жидкой пита-
тельной среде определяли методом серийных разве-
дений по Аппельману. 

Диапазон литической активности и специфич-
ность селекционированных фагов изучали методом 
нанесения фага на газон гомологичных или гетероло-
гичных бактериальных культур по Отто. 

Результаты исследований
Для определения морфологии негативной ко-

лонии мы высевали фаг в разведении 10-7 - 10-9 по 
Аппельману на чашки методом агаровых слоев. Для 
формирования газона на поверхности агара исполь-
зовали индикаторный штамм Enterobacter, на который 
фаг был выделен. Посевы культивировали в термостате 
при температуре 37 0С. Изучение морфологии негатив-
ных колоний проводили через 18-24 часа (рис. 1-2).

Негативные колонии, образуемые бактериофа-
гами, по наличию зоны неполного лизиса, вторичного 
роста и величине колоний мы разделили на два типа. 
К первому относятся негативные колонии – округлые, 
прозрачные, без зоны неполного лизиса, диаметром 
до 1 мм. Негативные колонии первого типа формиру-
ют фаги Е1, Е3, Е6. Колонии второго типа круглые, про-
зрачные, без зоны неполного лизиса, имеют диаметр 
до 3-4 мм. Колонии второго типа образуются фагами 
Е2, Е4, Е5, Е7.

Литическую активность бактериофага оценива-
ют по его способности вызывать лизис бактериальной 
культуры и выражают это тем максимальным раз-
ведением, в котором испытуемый фаг проявил свое 
литическое действие. Более точным методом оценки 
активности бактериофага является определение ко-
личества активных корпускул фага в единице объема. 
Результаты исследования литической активности вы-
деленных фагов представлены в таблице 1. Литиче-
ская активность исследуемых бактериофагов варьи-
ровала от 1,2±0,2 х 107 до 1,8±0,2 х 1010 корпускул в 1 
мл по Грациа и от 10-7 до 10-10 по Аппельману.

К основным биологическим свойствам бакте-

Рис. 1 – Негативные колонии фага Е-3 Рис. 2 – Негативные колонии фага Е-4

Таблица 1 
Литическая активность бактериофагов бак-

терий рода Enterobacter

Фаг Индикаторная 
культура

Активность по 
Аппельману

Активность по Грациа, 
корпускул в 1 мл

Е1 E.cloacae 1 10-8 7,4±0,2  х 108

Е2 E. dissolvens  3 10-6 1,2±0,2  х 107

Е3 E. dissolvens  3 10-7 1,6±0,2  х 108

Е4 E. dissolvens  1 10-9 3±0,2  х 109

Е5 E. dissolvens  3 10-7 3 ±0,2 х 108

Е6 E. dissolvens  3 10-9 2,8 ±0,2 х 109

Е7 E.cloacae 1 10-10 1,8 ±0,2 х 1010

Рис. 3 – Изучение спектра лити-
ческой активности энтеробактер-
ных бактериофагов
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риофага, имеющим важное практическое и теорети-
ческое значение, относится диапазон литической ак-
тивности – это спектр лизиса гомологичных фагу бак-
терий. Определение спектра литической активности 
проводили методом нанесения капель бактериофага 
на газон изучаемой культуры по методу Отто.

Для этого на поверхность МПА в чашках Петри 
наносили 0,5 мл 18-20-часовой культуры. Бактери-
альную культуру раскатывали равномерно по поверх-
ности среды для получения газона. Для подсушива-
ния ставили в термостат на 20 минут. На дне чашек 
карандашом отмечали одинаковые сектора (по 2 сек-
тора на каждой чашке). На поверхность подсушенной 
среды наносили капли исследуемых бактериофагов 
и наклоняли чашки, чтобы капли стекли. Каждый 
сектор используется для одного фага. В качестве кон-
троля наносили каплю стерильного МПБ. Результаты 
представлены в таблице 2 и на рисунке 6.

Исследования показали, что изучаемые фаги 
характеризуются различным спектром литической 
активности, а также перекрестным лизисом. Бакте-
риофаги Е1 и Е3 являются видоспецифичными. Наи-
большим диапазоном лизиса изучаемых культур 
обладают бактериофаги Е4 и Е7, который составляет 
более 75 %. А суммарный лизис двух этих бактерио-

фагов составляет более 95 %.
По сочетанию показателей проведенных те-

стов нами для дальнейших исследований отобрано 2 
бактериофага – Е4 и Е7. В сумме они оказывают лити-
ческое действие на более 95 % имеющихся у нас куль-
тур и обладают высокой литической активностью. 

Необходимым условием применения фагов 
для деконтаминации пищевого сырья и готовых к упо-
треблению продуктов является отсутствие литическо-
го действия в отношении гетерологичных бактерий 
(специфичность). В качестве гетерологичных культур 
использовали бактерии родов Klebsiella, Citrobacter, 
Escherihia, Proteus, Yersinia, Salmonella, Pseudomonas, 
Staphylococcus, Streptococcus, Rhodococcus, Listeria, по-
лученные из музея кафедры микробиологии, вирусо-
логии, эпизоотологии и ВСЭ Ульяновского ГАУ.

Проверка специфичности действия выде-
ленных бактериофагов осуществлялась нами на 90 
штаммах гетерологичных культур и показала, что бак-
териофаги Е4 и Е7 являются специфичными по отно-
шению к бактериям рода Enterobacter и не активны 
к представителям других родов и семейств бактерий. 

При изучении температурной устойчивости 
бактериофагов Е4 и Е7 установили, что прогревание 
фагов при температуре 63–65 оС не оказало влияния 
на их активность, при более высокой температуре 
фаги теряют свою физиологическую активность и по-
гибают при 83–85 оС. 

Для изучения устойчивости бактериофагов Е4 
и Е7 к хлороформу фаголизат обрабатывали трих-
лорметаном в соотношении 1:10 при постоянном 
помешивании в течение 10–40 минут. После чего 
определяли активность фаголизата исследуемых бак-
териофагов методом агаровых слоев. Установили, 
что устойчивость к хлороформу бактериофагов Е4 и 
Е7 выражена и в течение 40 минут составляет 100 %.

Выводы
Нами были изучены основные биологические 

свойства энтеробактерных бактериофагов Е1, Е2, Е3, 
Е4, Е5, Е6, Е7, выделенных и селекционированных ав-
торами в 2016-2017 годах. 

Морфология бляшкообразующих единиц бак-
териофагов представлена двумя типами: округлые, 
прозрачные, без зоны неполного лизиса, диаметром 
до 1 мм, формируемые фагами Е1, Е3, Е6. И круглые, 
прозрачные, без зоны неполного лизиса, до 3-4 мм в 
диаметре, образуемые фагами Е2, Е4, Е5, Е7.

Литическая активность исследуемых бактерио-
фагов варьировала от 1,2±0,2 х 107 до 1,8±0,2 х 1010 кор-
пускул в 1 мл по Грациа и от 10-7 до 10-10 по Аппельману. 

Установлено, что изучаемые фаги характе-
ризовались различными диапазонами литического 
действия, а также перекрестным лизисом. Бактери-
офаги Е1 и Е3 оказались видоспецифичными. Наи-
большим диапазоном лизиса изучаемых культур об-
ладали бактериофаги Е4 и Е7, который составлял 75 
%. А суммарный лизис двух этих бактериофагов со-
ставлял более 95 %.

Проверка специфичности действия выделен-

Таблица 2 
Результаты исследования спектра лити-

ческой активности выделенных бактериофагов

Фаг
Испытанные 

штаммы 
Enterobacter

Чувствительные 
к фагу

% лизируемых 
штаммов

Е1 21 8 38
Е2 21 11 52
Е3 21 4 19
Е4 21 16 76
Е5 21 13 62
Е6 21 12 57
Е7 21 17 81

Таблица 3 
Специфичность бактериофагов Е4 и Е7

Род
Количество 

исследуемых 
штаммов

Фаг 
Е4

Фаг 
Е7

Контроль 
(МПБ)

Klebsiella 2 - - -
Citrobacter 6 - - -
Escherihia 12 - - -
Proteus 6 - - -
Yersinia 34 - - -
Salmonella 2 - - -
Listeria 19 - - -
Pseudomonas 4 - - -
Rhodococcus 1 - - -
Staphylococcus 4 - - -
Enterobacter 21 + + -

Примечание: «+» - лизис культуры; «-» - от-
сутствие лизиса.
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ных бактериофагов Е4 и Е7 осуществлялась нами на 
90 штаммах бактерий родов Klebsiella, Citrobacter, 
Escherihia, Proteus, Yersinia, Salmonella, Pseudomo-
nas, Staphylococcus, Streptococcus, Rhodococcus, Lis-
teria и показала, что бактериофаги Е4 и Е7 являются 
специфичными по отношению к бактериям рода 
Enterobacter и не активны к представителям других 
родов и семейств бактерий. 

Изучаемые фаги обладали выраженной устой-
чивостью к температурному воздействию до 65 оС, 
при более высокой температуре фаги теряли свою 
физиологическую активность и погибали при 83–85 
оС. Устойчивость к хлороформу бактериофагов Е4 и Е7 
выражена и в течение 40 минут составляет 100%.

Таким образом, для дальнейшей работы нами 
отобраны бактериофаги Е4 и Е7, обладающие всеми 
свойствами, необходимыми для использования их в 
составе биопрепарата для деконтаминации пищево-
го сырья и продуктов питания.
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The article presents results of studies on biological properties of 7 new bacteriophage isolates of Enterobacter genus bacteria and selection of the most 

prospective phage strains for constructing a biopreparation for decontamination of food raw materials and food products on their basis. It is established that the 
morphology of negative colonies of enterobacterial phages is represented by two types: rounded, transparent, without an incomplete lysis zone, up to 1 mm in 
diameter, formed by phages E1, E3, E6. And round, transparent, without an incomplete lysis zone, up to 3-4 mm in diameter, formed by phages E2, E4, E5, E7. The 
lytic activity of the bacteriophages studied varied from 1,2±0,2 х 107 to 1,8±0,2 х 1010 corpuscles in 1 ml by Grazia method and from 10-7 to 10-10 by Appelman. 
The bacterial phages E4 and E7 possessed the greatest range of lyses of the studied cultures, the total spectrum of which was more than 95%. The specificity of 
the isolated bacteriophage activity was tested on 90 strains of the bacteria of Klebsiella, Citrobacter, Escherichia, Proteus, Yersinia, Salmonella, Pseudomonas, 
Staphylococcus, Streptococcus, Rhodococcus, Listeria genera and showed that the phages are specific for bacteria of Enterobacter genus. The phages studied had 
a significant resistance to temperatures up  to 65 ° C and trichloromethane for 40 minutes. The obtained results allow to select the bacteriophages E4 and E7 for the 
further work. They possess all the properties necessary for their use as a part of the biopreparation for decontamination of food raw materials and food products.
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