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В статье рассматриваются аспекты контаминации пищевого сырья и продуктов 
бактериями вида ���������������������������������������������������������������������Listeria������������������������������������������������������������� ������������������������������������������������������������monocytogenes�����������������������������������������������. В качестве инактивирующего средства предложе-
ны бактериофаги и представлена методика их выделения с помощью индуцирующих фак-
торов из лизогенных культур.

Уже более 100 лет известны заболе-
вания людей и животных, обусловленные 
листериями, но до настоящего периода ли-
стериоз остается недостаточно изученным. 
Данную инфекцию, как на причину пищевой 
инфекции ранее не обращали внимания, 
только в 80-х годах двадцатого столетия в 
ряде высокоразвитых стран мира (США, Ве-
ликобритания, Швейцария, Франция, Кана-

да) после вспышек в связи с употреблением 
готовых продуктов, данное заболевание 
стали рассматривать как пищевую инфек-
цию [4].

Во многих странах мира приняты госу-
дарственные системы контроля продуктов 
питания, несущими риск заражения листе-
риями, выработаны стандарты для готовой 
пищевой продукции с учетом возможности 
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их реконтаминации при хранении в холо-
дильниках, законодательно закреплена не-
обходимость соблюдения правил и техно-
логических норм в пищевой индустрии, при 
транспортировке, хранении и реализации 
продуктов.

В настоящее время актуальна пробле-
ма профилактики инфицирования листери-
ями кормов и продуктов питания, тем са-
мым обусловлена необходимость ускорен-
ной индикации и идентификации указанных 
бактерий. Бактериофаги являются простым 
и надежным инструментом для реализации 
данной цели [5, 6, 8, 9].

Цели и задачи исследования
Целью работы является разработка 

схемы выделения бактериофагов бактерий 
вида L.monocytogenes методом индукции из 
лизогенных культур.

Для достижения поставленной цели 
необходимо подобрать оптимальные пара-
метры воздействия индуцирующих факто-
ров на бактериальную клетку и взаимодей-
ствия бактериальных клеток и фаговых кор-
пускул, определить рациональный метод 
очищения фаголизата.

Материалы и методы
В работе использовали тест-штамм 

бактерий вида L.monocytogenes 766, инди-
каторный референс-штамм 9-127 (I серотип) 
из музея кафедры микробиологии, вирусо-
логии, эпизоотологии и ВСЭ Ульяновской 
ГСХА им. П.А. Столыпина. 

Выделение и изучение биологических 
свойств фагов проводили по методам, пред-
ложенным Н.А. Капыриной [2], M.R.J. Clokie, 
A.M. Kropinski [7], Э.Каттер, А. Сулаквелидзе 
[3], C.P. Sword, M.J. Pickett [10], Д.А. Викторо-
вым [1].

Результаты исследований
В качестве тест-штамма для оптими-

зации параметров индукции использовали 
вирулентный штамм L.monocytogenes – 766 
(рис.1), индикаторным служил референс-
штамм L.monocytogenes 9-127. В качестве 
индуцирующего агента использовали уль-
трафиолетовые лучи (УФ-лучи), источником 
которых служила ртутно-кварцевая лампа, 
дающая не менее 90 % излучаемой энергии 
в виде УФ-лучей с длиной волны 254 нм. 

Плотность среды при облучении, время экс-
позиции и расстояние до источника света 
варьировали, в ходе эксперимента приме-
нялись 3 схемы:

1 схема: 0,5 мл 24-часовой культуры 
тест-штамма L.monocytogenes наносили 
сплошным газоном на чашки Петри с мясо-
пептонным агаром и подсушивали в термо-
стате при температуре 37ºС 15 – 30 минут. 
Затем на бактериальный газон в чашках воз-
действовали ультрафиолетовым излучени-
ем с длиной волны 254 нм с расстояния 1,0 
м в течение 5 минут. 

Облученную таким образом чашку 
инкубировали в термостате 24 ч при тем-
пературе 37ºС. Через указанный срок, чаш-
ку просматривали на наличие бактерий. 
На поверхности агара наблюдался рост от-
дельных колоний (рис.2). Затем с помощью 
шпателя Дригальского растирали выросшую 
бактериальную массу по поверхности среды 
до получения однородного слоя, после чего 
повторно воздействовали УФ-лучами на 
чашки с тест-штаммом в течение 10 минут и 
последующем инкубированием в термоста-
те при аналогичных условиях (37ºС, 24 ч). На 
третьем этапе снова растирали бактериаль-
ную массу по поверхности агара, проводили 
облучение в течение 15 минут c расстояния 
1,0 м и инкубировали чашки 24 ч при 37 ºС.

Затем проводили смыв с поверхно-
сти агара мясопептонным бульоном в ко-
личестве 5,0 мл, фильтровали полученную 
суспензию через мембранный фильтр с 
диаметром пор 0,2 мкм для удаления бак-
териальных клеток, и переносили суспен-
зию в пустую стерильную пробирку для 
дальнейших исследований на наличие в 
ней активных фаговых корпускул. Для этого 
сначала проводили накопление бактерио-
фага. В пробирку с 4,5 мл мясопептонного 
бульона добавляли 0,2 мл 18-часовой ин-
дикаторной бульонной культуры штамма 
L.monocytogenes 9-127 и 1,0 мл исследуе-
мой суспензии, инкубировали 24 ч при 37ºС, 
после чего освобождали суспензию от бак-
териальных клеток фильтрованием и иссле-
довали на наличие фага методом стекаю-
щей капли на чашках со сплошным газоном 
штамма L.monocytogenes 9-127. Посевы ин-
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кубировали при 37ºС 24 ч. При наличии фага 
в суспензии на сплошном бактериальном 
газоне индикаторной культуры должна на-
блюдаться дорожка лизиса или отдельные 
негативные колонии бактериофага. В случае 
отсутствия фага газон на чашках однород-
ный, без признаков выраженного лизиса 
или задержки роста [1].

2 схема: проводили однократное об-
лучение 4-х часового газона культуры тест-
штамма L.monocytogenes – 766, с использо-
ванием экспозиции различной продолжи-
тельности (с): 20; 40; 60; 120; 180, при этом 
чашку с газоном помещали на расстоянии 40 
см от источника излучения. Облученную та-
ким образом чашку термостатировали при 
37ºС в течение 24 ч, после чего проводили 
смыв с поверхности агара мясопептонным 
бульоном в количестве 5,0 мл, фильтровали 
полученную суспензию через мембранный 
фильтр с диаметром пор 0,2 мкм и пере-
носили суспензию в стерильную пробирку. 
Для накопление бактериофага в пробирку с 
4,5 мл мясопептонного бульона добавляли 
0,3 мл 18-часовой индикаторной бульонной 
культуры штамма L.monocytogenes 9-127 
и 1,0 мл исследуемой суспензии, инкуби-
ровали 24 ч при 37ºС, после чего освобож-
дали суспензию от бактериальных клеток 
фильтрованием. Полученные фильтраты 
исследовали методом агаровых слоев. Для 
этого мясопептонный 1,5 % агар разливали 
в чашки Петри в количестве 25 – 30 мл (пер-
вый слой). После застывания среды чаш-
ки ставили на 1,5 – 2 часа для подсыхания. 
В пробирку с 2,5 мл 0,7 % расплавленного 
и остуженного до температуры 45°С агара 
вносили 1 мл исследуемого фильтрата и 0,2 
мл 18-часовой бульонной культуры штамма 
L.monocytogenes 9-127. Содержимое проби-
рок быстро перемешивали, чтобы не прои-
зошло застывания агара, и выливали в ту же 
чашку вторым слоем. После того, как агар 
принимал плотную консистенцию, посевы 
ставили в термостат при 37°С.

Контролем служила индикаторная 
культура референс-штамма бактерий вида 
L.monocytogenes, засеянная методом агаро-
вых слоев с 1 мл стерильного мясопептон-
ного бульона. Учет результатов проводили 

через 18 часов инкубирования при темпера-
туре 37°С [3, 7].

3 схема: облучению подвергали 4-х 
часовую бульонную культуру тест-штамма 
L.monocytogenes - 766, выращенную при 
37°С. Перед облучением бактерии разво-
дили в слабощелочном фосфатном буфере 
(pH-7,6) в отношении 1:100. Разведенную 
бактериальную взвесь выливали в чашку 
Петри с таким расчетом, чтобы толщина об-
лучаемого слоя не превышала 2 мм. Чаш-
ки с культурой помещали на расстоянии 
40 см от источника излучения и облучали с 
экспозицией (с) – 20; 30; 40; 60. Для более 
равномерного воздействия УФ-лучей на 
бактериальные клетки чашки во время об-
лучения периодически покачивали. После 
облучения 50 мкл культуры вносили в мясо-

Рис. 1 – Контроль 24-х часового 
бактериального газона из тест-штамма 
L.monocytogenes – 766

Рис. 2 – Рост отдельных колоний по-
сле воздействия на газон УФ-лучей в тече-
ние 5 мин, при расстоянии 1 м до источни-
ка излучения
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пептонный бульон комнатной температуры. 
Облученные листериозные культуры инку-
бировали при 22°С в течение 16 часов, после 
чего полученные лизаты пропускали через 
бактериальные фильтры с диаметром пор 
0,2 мкм, выдерживали сутки при комнат-
ной температуре, а затем исследовали на 
присутствие в них бактериофага. Во время 
облучения, с целью предохранения обра-
ботанных культур от фотореактивации, все 
манипуляции проводили в затемненном по-
мещении. Выявление индуцированных фа-
гов проводили методом «стекающей капли» 
с индикаторным штаммом L.monocytogenes 
9-127. Учет результатов осуществляли после 
24-х часового инкубирования в термостате 
при 37°С (рис.3). Присутствие бактериофага, 
определяли по наличию прозрачных пятен, 
хорошо видимых на матовом фоне глубин-
ного роста бактерий [2, 10]. 

Выводы. В результате проведенных 
исследований выделен бактериофаг бак-
терий вида L.monocytogenes, разработана 
оптимальная схема выделения листериоз-
ного бактериофага методом индукции УФ-
лучами. Экспериментально установлено, 
что для облучения наилучшим образом под-
ходит жидкая слабощелочная среда, время 
экспозиции – 30 с, расстояние до источника 
излучения – 40 см.
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Рис. 3 – Дорожки лизиса на сплошном 
бактериальном газоне индикаторной куль-
туры L.monocytogenes 9-127


