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В статье описана методика селекции специфических бактери-
офагов Bacillus cereus. После проведения многократных серии пасса-
жей на индикаторных культурах и доведения титра каждого из 57 
бактериобагов не менее 1 х 10 9 корпускул в 1 мл. мы укупоривали их в 
стерильные флаконы и хранили при низкой температуре (4 - 6 °С) без 
введения консервантов.

Известно, что для подтверждения наличия бактерий Bacillus 
сereus в пищевых продуктах и клинических образцах за рубежом при-
меняют серологические (ИФА) и молекулярно-генетические (ПЦР) 
методы. Наиболее распространенный (классический) метод иденти-
фикации этого вида бацилл основан на выделении чистой культуры 
на MYP среде Мозеля – желточный агар с маннитом, полимиксином 
и феноловым красным, и ее последующем биохимическом тестирова-
нии. Однако, нестабильность ферментативных реакций Bacillus cereus 
затрудняют межвидовую дифференциацию бактерий первой морфо-
логической группы рода Bacillus и, кроме того, требуют серьезных 
временных затрат. В связи с этим, вопрос о разработке ускоренного 
достоверного метода идентификации бактерий Bacillus cereus все еще 
остается актуальным [1-5].

Начиная с 2006 года сначала в США, а потом и в Европе все более 
широкое распространение получает теория использования бактерио-
фаг-опосредованного биоконтроля в сфере санитарно-эпидемиоло-
гических мероприятий, проводимых в сельском хозяйстве, пищевой 
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промышленности, пунктах общественного питания, ЛПУ и организо-
ванных коллективах. W.J. Lee (2011) и J.H. Lee (2012) продемонстри-
ровали возможность включения специфических бактериофагов, лити-
чески активных в отношении бактерий Bacillus cereus, в процедуры 
по деконтаминации продуктов питания. В Российской Федерации на 
сегодняшний день отсутствуют данные о созданных фаговых биопре-
паратов, в том числе  диагностических, специфичных в отношении 
бактерий Bacillus cereus. Разработка бактериофаговой тест-системы 
позволит не только ускорить процедуру по идентификации бактерий 
Bacillus cereus в продуктах питания и клинических образцах, но и даст 
возможность дифференцировать бациллы внутри данного вида на фа-
говары и фаготипы [6-8]. 

Выделение «чистых линий» фага проводили путем последователь-
ных пассажей изолированных морфологически однотипных негативных 
колоний на мясопептонном агаре с перевиванием на мясопептонный 
бульон. Для этого негативные колонии или участки лизиса отвивали в 
пробирки с 4,5 мл МПБ, добавляли по 0,2 мл 18-часовой индикаторной 
культуры Bacillus cereus. Параллельно ставили контроль роста культуры 
без добавления фага. Засеянные пробирки инкубировали в термостате 
при 37 0С в течение 4 – 8 часов до образования в контрольной пробирке 
выраженного помутнения и образовании пленки на поверхности среды. 
Опытная пробирка должна была визуально отличаться от контроля – 
быть более прозрачной и не иметь пленки на поверхности среды. Затем 
содержимое пробирки с фагом освобождали от микробных клеток пу-
тем центрифугировали при 3000 об/мин в течение 30 минут, с последу-
ющим фильтрованием через мембранные фильтры d = 0,22 – 0,45 мкм. 
В качестве основного метода очистки от бактериальных клеток выбрали 
фильтрование, так как обработка фаголизата хлороформом и темпера-
турой не инактивирует бактерий, по причине устойчивости спор к вы-
шеперечисленным факторам (Калдыркаев и соавт., 2009). Полученный 
фаголизат переносили в стерильную пробирку и использовали для про-
ведения следующего пассирования фага. 

Селекцию бактериофагов и повышение их литической активно-
сти проводили методом многократного пассирования фага на индика-
торной культуре Bacillus cereus в соответствии с методикой, описан-
ной и использованной Габриловичем И.М. (1992), Золотухиным С.Н. 
(1994) и модифицированной Феоктистовой Н.А.[9]. Последователь-
ные разведения фага в мясопептонном бульоне (10-7 – 10-10) засевали 
методом агаровых слоев по Грациа. После инкубирования посевов 



225

       Ветеринарные науки
               

при 37 °С через 18 – 20 часов получали изолированные негативные 
колонии. Одну из таких негативных колоний переносили в пробирку с 
мясопептонным бульоном, добавляли 0,2 мл индикаторной 18-часовой 
культуры Bacillus cereus. Контролем служила пробирка с мясопептон-
ным бульоном и культурой без фага. Через 4 – 6 часов инкубирования 
в термостате фаголизат центрифугировали с последующим фильтро-
ванием и вновь исследовали методом агаровых слоев и отбирали коло-
нию, идентичную предыдущей. Таким образом, проводили несколько 
операций до получения однородных негативных колоний фага. Путем 
последовательных пассажей типичных негативных колоний фага с со-
ответствующей культурой Bacillus cereus проводили не только селек-
цию фага, но и увеличивали литическую активность бактериофага до 
титра 1 х 1011 корпускул в 1 мл. Путем пассажей титр фага в лизате 
может возрасти в сотни тысяч раз. Эту особенность усиления литиче-
ской активности использовали и для расширения спектра литической 
активности фага, путем пассирования его на штаммах Bacillus cereus, 
первоночально не лизируемых. В результате чего фаг менял свои свой-
ства, лизируя в дальнейшем не только индикаторную культуру, но и 
первоначально устойчивый к лизису штамм. 

После проведения многократных серии пассажей на индикатор-
ных культурах и доведения титра каждого из 57 бактериобагов не 
менее 1 х 10 9 корпускул в 1 мл. мы укупоривали их в стерильные 
флаконы и хранили при низкой температуре (4 - 6 °С) без введения 
консервантов.

Дальнейшие наши исследования были посвящены изучению основ-
ных биологических свойств выделенных бактериофагов Bacillus cereus, 
знание которых необходимо для отбора фагов с целью конструирова-
ния фагового биопрепарата для индикации и идентификации бактерий 
Bacillus cereus в пищевом сырье и продуктах питания.
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In article the technique of selection of specific bacteriophages of Ba-
cillus cereus is described. After carrying out repeated series of passages on 
indicator cultures and finishing a caption of each of 57 bakteriobag not less 
than 1 x 10 9 corpuscles in 1 ml. we corked them in sterile bottles and stored 
at a low temperature (4 - 6 °C) without introduction of preservatives.
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Контаминация пищевых продуктов Bacillus cereus - это серьёз-
ная проблема для пищевого производства. Используя строгую родовую 
и видовую специфичность селекционированных бактериофагов, была 
отработана схема выделения и ускоренной идентификации бактерий 
вида Bacillus cereus.


