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The article considers the question on the development of methods of allocation of 

bacteriophages, active in respect of Bordetella bronchiseptica. There are the results of own scientific 
researches of biological properties of the selected bacteriophages: morphology negative colonies, 
lytic activity, the spectrum of lytic action, the specificity of action, thermal stability, resistance to the 
action of the chloroform and the change of lytic activity during storage.

УДК 619:616

РАЗРАБОТКА МЕТОДИКИ ДИФФЕРЕНЦИРОВАНИЯ УМЕРЕННЫХ  
И ВИРУЛЕНТНЫХ БАКТЕРИОФАГОВ

Викторов Д.А., кандидат биологических наук,
старший научный сотрудник,
Тел. 9084775573, viktorov_da@mail.ru
Васильев Д.А., доктор биологических наук, профессор
Тел. 8(8422) 55-95-47, dav_ul@mail.ru
Золотухин С.Н., доктор биологических наук, профессор
Тел. 9272703480, fvm.zol@yandex.ru
Гринева Т.А. , соискатель,



Биология фагов

33

Tел. 9033201410, e-mail: tag78@mail.ru
Горшков И.Г., научный сотрудник, 
Тел. 9170572024, i.o.gun@mail.ru
Куклина Н.Г. , научный сотрудник,
Тел. 9176192488, ul_nk@mail.ru
Насибуллин И.Р. , соискатель, Тел. 9053484611, nir72@mail.ru
Парамонова Н.А., аспират кафедры МВЭиВСЭ
Тел. 9170590057, paramonnat@rambler.ru
Артамонов А.М. , соискатель кафедры МВЭиВСЭ
Воротников А.П., студент факультета ветеринарной медицины
Тел. 9279807993, vorot.ru@mail.ru
Антошкин П.А. , студент факультета ветеринарной медицины
Тел. 9603604787, vita1468@mail.ru
ФГБОУ ВПО «Ульяновская ГСХА им. П.А.Столыпина» 

Ключевые слова: Умеренные бактериофаги, вирулентные бактериофаги, лизогения, 
дифференцирование, микробиология

По данным ряда исследователей, разделение бактериофагов на умеренные и виру-
лентные условно и относительно. Однако показатели умеренности/вирулентности бактери-
офагов целесообразно выражать так называемым коэффициентом лизогенизации – отноше-
нием количества лизогенизированных бактериальных клеток к общему количеству бактерий, 
подвергнутых единичному циклу фаговой инфекции. Коллективом авторов разработана и 
апробирована методика дифференцирования умеренных и вирулентных бактериофагов, осно-
ванная на выявлении образования лизогенных клеток.

Актуальность.
Критерии умеренности / вирулентности бактериофагов играют существенную роль 

при их селекции для использования в составе терапевтических препаратов и средств деконта-
минации, поскольку воздействие умеренных бактериофагов на культуру фагочувствительных 
бактериальных клеток приводит к её частичной лизогенизации, результатом которой являет-
ся появление фагорезистентных вариантов. По этой причине в состав биопрепаратов важно 
подбирать наиболее вирулентные (литические) бактериофаги. Однако к настоящему времени 
отсутствуют достоверные методы, позволяющие дифференцировать умеренные бактериофаги 
от вирулентных. Коме того, согласно мнению многих авторов (Ревенко, 1978; Хейс, 1965) раз-
деление бактериофагов на умеренные и вирулентные весьма условно и относительно.

Предлагаемая методика основана на отличительной особенности умеренных бактери-
офагов обусловливать лизогенизацию отдельных клеток чувствительной бактериальной куль-
туры, то есть интегрироватья в генетический аппарат бактерии в виде профага, не вызывая 
при этом лизис; и позволяет с достаточной объективностью оценивать критерии умеренности 
/ вирулентности бактериофагов.

Ход исследования:
Для исследования готовится мясопептонный агар, разливается в стерильные чашки 

Петри и тщательно подсушивается при 37 ºС не менее 24 часов в целях избавления от капель 
конденсата и усиления гигроскопичных свойств поверхности агара. Суспензию 24-часовой 
индикаторной культуры бактерий титруют в мясопептонном бульоне до третьего разведения. 
Исходная суспензия 24-часовой индикаторной культуры бактерий и каждое из трёх получен-
ных разведений засевается газоном на отдельные подготовленные чашки Петри с подсушен-
ным мясопептонным агаром. Для этого суспензия в количестве 0,7 мл с помощью стерильной 
пипетки вносится на поверхность МПА и равномерно распределяется по поверхности агара 
покачивающими движениями, после чего излишек суспензии удаляется стерильной пипеткой, 
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а чашки переворачиваются крышкой вниз и подсушиваются в термостате при оптимальной 
для исследуемой бактериальной культуры температуре около 10-30 минут. После полного под-
сыхания остатков суспензии, полученные четыре чашки с различным разведением бактерий 
разделяются на сектора, в которые раздельно вносится по 50 мкл исследуемых суспензий бак-
териофагов в виде капель. Аналогичным образом проводится засев бактериофагов на чашки 
Петри со стерильным мясопептонным агаром – для контроля на отсутствие жизнеспособных 
бактерий в исследуемых фаговых суспензиях. Чашки термостатируются при оптимальной для 
размножения фагов и индикаторных бактерий температуре в течение 18-24 часов.

Индикаторная культура бактерий должна быть гомогенной, не содержать в своём со-
ставе постороннюю микрофлору. Препараты бактериофагов должны быть полностью осво-
бождены от бактериальных клеток надлежащими способами обработки.

Для того, чтобы избежать растекания и взаимного перемешивания нанесённых на по-
верхность агара капель суспензий исследуемых бактериофагов, агар целесообразно разрезать 
стерильным скальпелем таким образом, чтобы сектора были отделены друг от друга простран-
ством в 2-3 мм (рис. 2, 3).

Схема исследования представлена на рисунке 1.
Оценка результатов:
При оценке результатов, во-первых, учитывается отсутствие роста бактерий на кон-

трольной чашке, куда были засеяны бактериофаги без посева бактериального газона. При об-
наружении роста бактериальных колоний на контрольной чашке, результаты исследования 
нельзя считать достоверными, так как наличие жизнеспособных бактериальных клеток в фаго-
лизате может ввести в заблуждение при оценке роста лизогенных бактерий в опытных чашках. 
В данном случае исследование следует повторить, предварительно применив дополнительные 
способы обработки фаголизата.

Необходимо отметить, что разграничение бактериофагов на умеренные и вирулент-
ные относительно и во многом зависит от особенностей бактериальной тест-культуры и дру-
гих условий (Ревенко, 1978).

На секторах опытных чашек должен наблюдаться лизис бактериального газона в об-
ласти нанесения капель испытуемых бактериофагов. Кроме того, в зоне лизиса в той или иной 
степени может присутствовать рост бактерий, утративших чувствительность к данному бакте-
риофагу вследствие лизогенизации, то есть интеграции профага в генетический аппарат бакте-
риальных клеток, что указывает на умеренность бактериофага. В случае, если во всех четырёх 
опытных чашках в зоне лизиса определённого бактериофага роста лизогенных бактерий не 
наблюдается ни в форме менее интенсивного бактериального «газона», ни в форме отдель-
ных колоний лизогенных клеток, данный бактериофаг считается вирулентным. Бактериофаг, в 
зоне лизиса которого наблюдается рост колоний лизогенных бактерий, считается умеренным. 
Причём, степень вирулентности / умеренности бактериофагов оценивается тем наименьшим 
разведением исходной бактериальной суспензии, при котором наблюдается полный лизис га-
зона без роста лизогенных бактерий. То есть, чем при большей концентрации бактериальных 
клеток на «газоне» наблюдается полный лизис, без роста лизогенных бактерий, тем данный 
бактериофаг более вирулентен.

Вывод: Таким образом, было экспериментально установлено, что процесс образо-
вания фагорезистентных клеток в культуре чувствительных бактерий зависит, во-первых, от 
степени вирулентности/умеренности бактериофага, во-вторых, от множественности фаговой 
инфекции. Очевидно, что с понижением множественности фаговой инфекции возрастает ча-
стота лизогенизации.
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Рис. 2. Лизис бактериального газона (без разведения) 24-часовой индикаторной 
культуры Pseudomonas putida ATCC 12633 штаммами бактериофагов:

1 – Psp102-УГСХА (неполный лизис, в зоне которого бактериальный газон менее чёткий);
2 – Psp101-УГСХА (неполный лизис, формирование отдельных колоний лизогенных бактерий);
3 – Psp6-УГСХА (неполный лизис, в зоне которого бактериальный газон менее чёткий);
4 – Psp1-УГСХА (неполный лизис, в зоне которого бактериальный газон менее чёткий).

Рис. 3. Лизис бактериального газона (разведение -3) 24-часовой индикаторной 
культуры Pseudomonas putida ATCC 12633 штаммами бактериофагов:

1 – Psp102-УГСХА (неполный лизис, формирование отдельных колоний лизогенных 
бактерий);

2 – Psp101-УГСХА (полный лизис);
3 – Psp6-УГСХА (неполный лизис, формирование отдельных колоний лизогенных бактерий);
4 – Psp1-УГСХА (неполный лизис, формирование отдельных колоний лизогенных бактерий).
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 According to some researchers, the division of bacteriophages in the moderate and virulent 
is conditional and relative. However, the moderation/virulence of bacteriophages is appropriate to 
express by the so-called coefficient of lysogenization – ratio of the number of lysogenizated bacterial 
cells to the total number of bacteria, subjected to a single cycle of phage infection. The group of 
authors developed and tested the technique of the differentiation of the moderate and virulent phages, 
based on the detection of formation of lysogenic cells.


