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В статье представлены результаты исследований по выделе-
нию бактериофагов, специфичных для Bacillus subtilis. При исследова-
нии 84 проб объектов внешней среды выделено 8 фагов. Литическая 
активность от (1,2±0,2) х107 до (8,0±0,3) х109 БОЕ/мл,  специфичность 
– фаги не лизируют иных представителей группы «Bacillus subtilis», 
спектр литического действия составил 88,6 % на 35 штаммах. 

Исследования проводятся в соответствии с Тематическим  
планом научно-исследовательских работ, выполняемых  

по заданию МСХ РФ в 2019 году.

Введение. Согласно литературным данным группа «Bacillus 
subtilis» включает 8 видов: B. subtilis, B. amiloliguefaciens, B. atrophaens, 
B. licheniformis, B. mojavensis, B. pumilus, B. sonorensis, B. vallismortis 
[1]. По мнению некоторых исследователей, представители группы в 
действительности являются патоварами (патогенными вариантами) 
единственного вида, и все же филогенетическое и фенотипическое 
разграничение этой группы поддерживает генетический статус [2]. Вну-
треннее разграничение различных 16S рРНК групп внутри рода Bacillus в 
настоящее время далеко не ясно. Многие из этого рода распадаются на 
несколько очевидно четких групп рРНК последовательности, таких как 
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«Bacillus subtilis группа», «Bacillus cereus группа» и «Bacillus sphaericus 
группа», но хотя такие разделения могут также быть фенотипически 
отличимыми, промежуточные организмы могут сделать удовлетвори-
тельное подразделение сложным [3]. Для ускоренной дифференциа-
ции представителей этих групп целесообразно, наш взгляд, разработать 
систему фаготипирования, поэтому цель наших исследований – это вы-
деление из объектов внешней среды бактериофагов, специфичных для 
бактерий Bacillus subtilis.

Материалы и методы исследований. В исследованиях нами 
были использованы объекты внешней среды: пробы сточных вод, по-
чвы и пищевых продуктов. Методика исследований - метод обогаще-
ния «с подсевом». Биологические свойства – литическая активность, 
специфичность и спектр литического действия изучали по Васильеву 
Д.А. [4]. В исследованиях было использовано 14 культур Bacillus subtilis, 
выделенных авторами и идентифицированных по Bergey’s Manual of 
Systematics of Archaea and Bacteria [1]; бактерии В. subtilis – 21 штамм; 
B. pumilus – 18 штаммов, B. cereus – 25 штаммов, B. mycoides – 15 штам-
мов, B. megaterium – 14 штаммов, , B. thuringiensis – 4 штамма были 
получены из музея НИИЦМиБ ФГБОУ ВО Ульяновский ГАУ.

Результаты исследований и их обсуждение. Нами были прове-
дены исследования объектов ветеринарно-санитарного надзора на на-
личие в них бактериофагов, специфичных для B. subtilis, и установлено 
следующее:

- выделено и селекционировано 14 изолятов бактериофагов, ко-
торые отличались по времени пассирования – 5,5 до 7,0 часов; индика-
торной культуре для наработки вирионов бактериофага – B. subtilis 61/ 
Bs – 1 УлГАУ, B. subtilis 3/ Bs – 2 УлГАУ, B. subtilis 3П/ Bs – 3 УлГАУ, B. subtilis 
98/ Bs – 4 УлГАУ, B. subtilis 8/ Bs – 5 УлГАУ, B. subtilis 21/ Bs – 6 УлГАУ, В. 
subtilis 17/ Bs – 7 УлГАУ, B. subtilis 5/ Bs – 8 УлГАУ. При проведении иссле-
дований был подобран оптимальный метод очистки бактериофагов от 
индикаторной культуры – это мембранная фильтрация с применением 
фильров filter type: 0,45 µm GV и filter type: 0,22 µm GV; 

- установлена морфология бляшкообразующих единиц – вирио-
ны фага на плотной питательной среде образуют зоны лизиса округлой 
формы, которые были сгруппированы нами по показателям размера и 
степени прозрачности в 2 группы: типа. 1 тип: прозрачные, до 5 мм в 
диаметре; 2 тип: прозрачные более 5 мм в диаметре;

- определена специфичность действия выделенных бактериофа-
гов – экспериментально установлено, что вышеназванные бактериофа-
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ги не лизируют бактерии B. pumilus, B. cereus, B. mycoides, B. megaterium, 
B. thuringiensis;

- изучена литическая активность – установлено, что по методу 
Грациа показатель находится в диапазоне от 1,7х106 до 8,0х109 БОЕ/мл, 
по методу Аппельмана – 10-5 до 10-8 (таблица 1); определено, что при 
хранении в условиях бытового холодильника в течение 3, 6, 9 месяцев 
укупоренных в стерильные флаконы без применения консервирующих 
веществ бактериофагов, показатель литической активности снижался 
после 6 месяцев на 1 порядок, после девяти месяцев изменений зафик-
сировано не было;

- спектр литического действия, определяемый у выделенных 
бактериофагов, позволяет рекомендовать бактериофаг Bs – 4 УлГАУ, на-
рабатываемый на бактериальном штамме B. subtilis 98, как производ-
ственно-перспективный штамм фага для конструирования биопрепара-
та, он лизирует 31 культуру В. subtilis, что составляет 88,6 %; необходимо 
также подчеркнуть, что нами не были выявлены фаги, способные лизи-
ровать 1-2 культуры;

Выводы. При проведении исследований объектов ветеринарно-
санитарного надзора на наличие бактериофагов, специфичных для B. 
subtilis было установлено, что из 84 проб объектов внешней среды вы-
делено 8 фагов, применяя метод обогащения «с подсевом».

Таблица 1 – Показатели литической активности  
и спектра литического действия

Бактериальная культура
B. subtilis / название фага

Тип ко-
лонии

Спектр 
литического 
действия на 

35 штаммах, %

Литическая активность

по Грациа. 
БОЕ/мл

по Ап-
пельма

ну
B. subtilis 61/ Bs – 1 УлГАУ 1 80,0 (2,8±0,2) х109 10-8

B. subtilis 3/ Bs – 2 УлГАУ 1 22,9 (2,4±0,7) х108 10-7

B. subtilis 3П/ Bs – 3 УлГАУ 1 28,6 (4,0±0,6) х107 10-6

B. subtilis 98/ Bs – 4 УлГАУ 2 88,6 (8,0±0,3) х109 10-8

B. subtilis 8/ Bs – 5 УлГАУ 2 17,1 (1,5±0,3) х107 10-6

B. subtilis 21/ Bs – 6 УлГАУ 2 54,3 (5,1±0,5) х108 10-8

В. subtilis 17/ Bs – 7 УлГАУ 1 37,2 (3,0±0,7) х107 10-6

B. subtilis 5/ Bs – 8 УлГАУ 1 20,0 (1,2±0,2) х107 10-6
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Литическая активность выделенных фагов находилась в диапа-
зоне от 1,7х106 до 8,0х109 БОЕ/мл,  они были специфичны в пределах 
вида и совокупный спектр литического действия составил 100% на 35 
штаммах. Бактериофаг Bs – 4 УлГАУ рекомендован как производствен-
но-перспективный штамм для конструирования биопрепарата, так как 
лизирует 31 культуру В. subtilis, что составляет 88,6 % и его литическая 
активность составляет (8,0±0,3) х 109 БОЕ/мл.
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The article presents the results of studies on the isolation of bacterio-
phages specific to Bacillus subtilis. In the study of 84 samples of objects of the 
external environment 8 phages were isolated. Lytic activity from (1,2±0,2) х107 
to (8,0±0,3) х109 BOE/ml, specificity (not licked by other members of «Bacillus 
subtilis» group), lytic spectrum – 88,6% on 35 strains.


