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В статье представлены результаты исследований, связанных с подбором оптимальных условий по-

становки реакции нарастания титра фага с бактериофагами активными в отношении бактерий вида K. 
oxytoca. При использовании метода реакции нарастания титра фага применяли бактериофаги Кох-9 УГСХА 
и Кох-11 УГСХА, обладающие строгой специфичностью и достаточной литической активностью в отноше-
нии бактерий вида K. oxytoca (K. oxytoca 86 - индикаторная культура для бактериофага Кох-9 УГСХА, K. oxy-
toca 124 - индикаторная культура для бактериофага Кох-11 УГСХА). Проведенные исследования заключались 
в определении количественного показателя реакции (имеющего диагностическое значение) и установлении 
оптимального временного параметра, обеспечивающего наиболее полное взаимодействие корпускул фага 
с бактериями. Заражающая концентрация культур варьировала в пределах 101-105 м.к./мл.. При подборе 
временного параметра реакции, обеспечивающего оптимальное взаимодействие фага с бактериями, при-
меняли метод предварительного подращивания исследуемого материала и увеличивали время контакта ис-
следуемого материала с бактериофагом. Установлено, что наиболее эффективным для постановки данной 
реакции является режим, где заражающая концентрация бактериями вида K. oxytoca равна 103 м.к./мл, при 
5 часовой инкубации исследуемого материала с фагом. Анализ полученных результатов позволил заключить 
об отсутствии необходимости в предварительном подращивании материала исследования при темпера-
туре 37 °С в течение 5, 6, 10, 16 и 24 часов. Общее время исследований составило 22 часа. Увеличение времени 
подращивания исследуемого материала до 16 часов позволяет обнаружить бактерии вида K. oxytoca в коли-
честве 102 м.к./мл, но при увеличении сроков исследования до 37 часов.

введение
Для разработки мер борьбы и профилак-

тики заболеваний животных и человека, вы-
зываемых бактериями вида K. oxytoca или про-
текающих с их участием, остаются актуальными 
вопросы индикации и идентификации данного 
микроорганизма в разных субстратах [1, 2]. Для 
сокращения времени исследований, связанных 
с индикацией бактерий в различных объектах 
внешней среды, в практике широко используют 
метод реакции нарастания титра фага (РНФ) [3, 
4]. В 2006 году Е.А. Булькановой с соавт. были 
разработаны биотехнологические параметры из-
готовления и контроля биопрепарата на основе 
бактериофагов К-10 УГСХА и К-81 УГСХА, для уско-
ренной индикации и идентификации энтеробакте-
рий вида K. pneumoniae в патологическом матери-
але, кормах, пищевом сырье и объектах внешней 
среды. Диагностическая чувствительность данно-
го биопрепарата позволяет обнаруживать бакте-
рии рода Klebsiella в минимальной концентрации 
103 – 104м.к./мл за 18 – 22 часа [5, 6]. 

При использовании метода РНФ применя-
ется специальный индикаторный фаг, обладаю-

щий строгой специфичностью, высоким титром, 
высокой адсорбционной способностью, урожай-
ностью и коротким скрытым периодом [7].

Цель исследования заключалась в подборе 
оптимальных параметров постановки реакции 
нарастания титра фага с помощью специфическо-
го бактериофага для индикации бактерий вида 
K.oxytoca.

объекты и методы исследований
В работе использовали штаммы бактерио-

фагов: Кох-9 УГСХА, Кох-11 УГСХА. В качестве ис-
следуемого материала использовали мясопеп-
тонный бульон, контаминированный 18-часовы-
ми индикаторными культурами K. oxytoca в раз-
ных заражающих концентрациях. Индикаторной 
культурой для фага Кох-9 УГСХА является штамм 
K. oxytoca 86, для фага Кох-11 УГСХА – штамм K. 
oxytoca 124. Постановку и оценку результатов 
реакции нарастания титра фага для индикации 
бактерий вида K. oxytoca проводили согласно ме-
тодикам В.Я. Ганюшкина (1988), С.Н. Золотухина 
(2006), Е.А. Булькановой (2006) [8, 9, 10, 11].

результаты исследований 
Определение количественного показате-
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ля - это установление уровня нарастания титра 
фага по сравнению с контролем. Для этого в кол-
бы с 50 мл стерильного мясопептонного бульона 
вносили 1 мл индикаторных штаммов K. oxytoca 
в концентрации 101, 102, 103, 104, 105 м.к./мл, со-
держимое перемешивали в течение 10 мин. Для 
каждого разведения в колбах готовили ряд из 
трех пробирок: пробирка № 1 являлась опытной, 
где присутствовал фаг в смеси с исследуемым ма-
териалом. Пробирка № 2 являлась контролем на 
присутствие «свободного» фага, содержала толь-
ко исследуемый материал. Пробирка №3 слу-
жила контролем титра индикаторного фага. Для 
работы использовали бактериофаги в рабочем 
разведении (104 фаговых корпускул в 1 мл). Для 
определения количественного показателя реак-
ции пробирки выдерживали в термостате при 
температуре 37°С в течение 5 часов. После этого 
содержимое пробирок разводили мясопептон-
ным бульоном (из расчета 0,25 мл смеси к 4,5 мл 
МПБ) для получения сосчитываемого числа не-
гативных колоний, прогревали на водяной бане 
в течение 30 минут (60 °С), затем исследовали 
методом агаровых слоев. Чашки с посевами куль-
тивировали в термостате при температуре 37 °С в 
течение 16 часов. Для учета результатов подсчи-
тывали количество негативных колоний бактери-
офага, выросших на плотной питательной среде. 
На рисунке 1 представлена предлагаемая схема 
постановки реакции нарастания титра фага.

Критерии оценки показателей РНФ:
- увеличение количества корпускул инди-

каторного фага в сравнении с контролем в 2,5 

раза - сомнительная оценка РНФ; 
- увеличение количества корпускул инди-

каторного фага в сравнении с контролем от 3 до 5 
раз - слабоположительная оценка РНФ; 

- увеличение количества корпускул инди-
каторного фага в сравнении с контролем свыше 5 
раз - положительная оценка РНФ; 

- увеличение количества корпускул инди-
каторного фага в сравнении с контролем более 
чем в 10 раз - резко положительная оценка РНФ.

Расчет нарастания титра фага производи-
ли путем сравнения числа колоний на чашке № 
1 (опытная) и № 3 (контроль титра фага). В случае 
обнаружения в исследуемом материале «сво-
бодного» фага (лизис индикаторной культуры в 
чашке № 2) реакцию не учитывали (таблица 1-2).

В результате проведенных исследований 
нами было установлено, что количество фаговых 
частиц более чем в 5 раз превышает количество 
фаговых корпускул в контрольных пробах, при 
контаминации МПБ бактериями вида K. oxytoca 
в концентрации 103 м.к./мл для фага.

Оптимальным временем реакции нараста-
ния титра фага будем считать время экспозиции 
материала с фагом, которое позволит обеспечить 
индикацию 103 микробных клеток в 1 мл. Чтобы 
установить временной параметр реакции, обе-
спечивающий оптимальное взаимодействие 
корпускул фага с бактериями, применяли метод 
предварительного подращивания исследуемого 
материала при температуре 37 °С в течение 5, 6, 
10, 16 и 24 часов, а во второй серии опытов уве-
личивали время контакта исследуемого материа-

таблица 1
Показатели диагностического значения рнФ фага кох-9 уГсХа

Концентрация 
культуры, м.к./мл

Количество негативных колоний, шт Нарастание 
титра, раз Результат РНФ

Чашка № 1 Чашка № 2 Чашка № 3
101 3 – 8 – –
102 25 – 11 2,3 –
103 106 – 18 5,9 +
104 полный лизис – 31 более 20 +
105 полный лизис – 22 более 20 +

таблица 2 
Показатели диагностического значения рнФ фага кох-11 уГсХа

Концентрация 
культуры, м.к./мл

Количество негативных колоний, шт Нарастание 
титра, раз Результат РНФ

Чашка № 1 Чашка № 2 Чашка № 3
101 8 – 11 – –
102 46 – 24 1,92 –
103 174 – 26 6,7 +
104 полный лизис – 30 более 20 +
105 полный лизис – 20 более 20 +
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ла с бактериофагом до 5, 6, 10, 
16 и 24 часов. 

Первая серия опытов 
включала: колбы с МПБ, кон-
таминированные бактериями 
K. oxytoca в концентрации 101 
– 105, ставили в термостат при 
температуре 37 °С на 5, 6, 10, 
16, 24 часа. Ставили реакцию 
по указанной выше схеме (со 
всеми разведениями культу-
ры). Все пробирки выдержи-
вали в термостате в течение 5 
часов, после чего содержимое 
пробирок разводили в сте-
рильном МПБ для возможно-
сти подсчета негативных коло-
ний бактериофага (из расчета 
0,25 мл смеси к 4,5 мл МПБ). 
Пробирки прогревали на во-
дяной бане 60 °С в течение 30 
минут и высевали на чашки 
методом агаровых слоев. Чаш-
ки с посевами культивировали 
в термостате при температуре 
37 °С в течение 16 часов (та-
блица 3). 

В результате исследо-
ваний установлено, что ме-
тод РНФ с предварительным 
подращиванием исследуе-
мого материала в течение 5 
часов позволяет обнаружить 
бактерии вида K.oxytoca в ко-
личестве 103 м.к./мл, время 
проведения исследований со-
ставляет 26 часов. Увеличение 
времени подращивания ис-
следуемого материала до 16 
часов позволяет обнаружить 
бактерии вида K. oxytoca в количестве 102м.к./мл 
с увеличением сроков исследования до 37 часов. 
Подращивание материала в течение 24 часов су-
щественно не повлияло на результаты РНФ. 

Отметим, что в предыдущих исследовани-
ях бактериологическим методом бактерии вида 
K. oxytoca обнаруживались в концентрации 104 

- 105 м.к./мл, при этом на исследование затра-
чивалось 72 часа. Из которых на выделение - 24 
часа, на идентификацию и дифференциацию по 
биохимическим тестам- 48 часов.

Вторая серия опытов: в колбы с 50 мл сте-
рильного МПБ вносили 1,0 мл индикаторных 
штаммов K. oxytoca в концентрации 101 – 105 
м.к./мл, содержимое перемешивали в течение 
10 мин. Опытные пробирки ставили в термостат 

при 37 °С на 5, 6, 10, 16, 24 часа. Ставили реак-
цию по указанной выше схеме. Все опытные про-
бирки прогревали на водяной бане при 60 °С в 
течение 30 минут, затем исследовали методом 
агаровых слоев (16 часов) (таблица 4).

Инкубация исследуемого материала с фа-
гами Кох-9 УГСХА и Кох-11 УГСХА в течение 5 ча-
сов позволяет обнаружить бактерии изучаемого 
вида в концентрации 103 м.к./мл за общее затра-
чиваемое время 21 час, инкубация материала в 
течение 6 часов позволяет обнаружить бактерии 
изучаемого вида в концентрации 103 м.к./мл за 
общее затрачиваемое время 22 часа, 16-часовая 
экспозиция материала с фагами характеризуется 
одинаково высокой чувствительностью реакции 
(102 м.к./мл) с увеличением сроков исследования 
до 32 часов. Стоит также учесть расход времени 

рис. 1- Предлагаемая схема постановки реакции нарастания 
титра фага
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на процесс постановки эксперимента (1 час).
выводы
В результате проведенных исследований 

установлено, что РНФ с предварительным под-
ращиванием материала является одинаково чув-
ствительной по сравнению с РНФ без подращи-
вания, но более продолжительной по времени. 
Наиболее оптимальным является режим РНФ 
при инкубации исследуемого материала с фагом 
в течение 5 часов, поскольку позволяет обнару-
жить бактерии K. oxytoca в количестве 103 м.к./мл, 
общее время исследований при этом составляет 
22 часа. Таким образом, установленные параме-
тры постановки РНФ позволяют обнаружить бак-
терии вида K. oxytoca в исследуемом материале 
за более короткий период времени в сравнении 
с бактериологическими исследованиями. 
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таблица 3 
Чувствительность рнФ в зависимости от времени подращивания исследуемого материала

Длительность 
подращивания 
исследуемого 
материла, час

Инкубация 
опытных 

пробирок, час

Инкубация 
опытных чашек в 
термостате, час

Концентрация бактерий K.oxytoca, 
обнаруживаемая методом РНФ Общее время 

исследований, 
часКох-9 УГСХА Кох-11 УГСХА

5 5 16 103 103 26
6 5 16 103 103 27

10 5 16 103 103 31
16 5 16 102 102 37
24 5 16 102 102 45

таблица 4 
Чувствительность рнФ в зависимости от времени инкубирования исследуемого материала с 

исследуемыми бактериофагами

Длительность 
инкубирования 

исследуемого материла 
с бактериофагом, час

Инкубация опытных 
чашек в термостате, 

час

Концентрация бактерий 
K.oxytoca, обнаруживаемая 

методом РНФ 
Время 

исследований, 
час

Кох-9 УГСХА Кох-11 УГСХА
5 16 103 103 21
6 16 103 103 22

10 16 102 103 26
16 16 102 102 32
24 16 102 102 40
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sElEction of suitablE paramEtEr of phaGE titEr GroWth rEaction sEtup for indication of 
K.oxytoca bactEria

sadrtdinova G.r., Zolotukhin s.n., Vasilyev d.a.
FSBEI HE Ulyanovsk SAU

432017, Ulyanovsk, Novyy Venets bld., 1;
8 (8422) 55-95-47; E-mail: sadrtdinova-guzlik@rambler.ru
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The article presents the results of studies related to the selection of appropriate conditions for reaction setup of phage titer growth with bacteriophages 

active against bacteria of K. oxytoca species. When using the phage titer growth reaction method, the bacteriophages Kokh-9 UGSKHA and Kokh-11 UGSKHA 
were used, which had strict specificity and sufficient lytic activity against bacteria of K. oxytoca species (K. oxytoca 86 - indicator culture for the bacteriophage 
Kokh-9 UGSKHA, K. Oxytoca 124 is indicator culture for the bacteriophage Kokh-11 UGSKHA). The conducted research consisted in specification of reaction 
quantitative parameter (which has diagnostic value) and specification of appropriate time parameter, which provides the best interaction of corpuscles of a 
phage with bacteria. The infectious concentration of cultures varied within the limits of 101-105 m.с. / ml. When selecting the time parameter of the reaction, 
which ensures appropriate interaction of the phage with bacteria, the method of preliminary growth of the studied material was used and the contact time 
of the studied material with the bacteriophage was increased. It was found that the most effective for this reaction is the regime where the infecting bacterial 
concentration of K. oxytoca species is equal to 103 m.c. / ml, with a 5-hour incubation of the test material with the phage. The analysis of the obtained results 
made it possible to conclude that there was no need in preliminary growth of the research material at 37 ° C for 5, 6, 10, 16 and 24 hours. The total research 
time was 22 hours. An increase of the growth time of the studied material to 16 hours allows to detect bacteria of K. oxytoca species in the amount of 102 m.c. 
/ ml, provided that there is an increase of the research period to 37 hours.
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