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УСОВЕРШЕНСТВОВАНИЕ МЕТОДОВ 

ВЫДЕЛЕНИЯ БАКТЕРИОФАГОВ K. OXYTOCA

Г.Р. Садртдинова

Ульяновский государственный аграрный университет имени П.А. Столыпина, Ульяновская область, Россия

Резюме. В статье представлены результаты исследования, связанные с повышением эффективности выделения 

фагов бактерий вида K. oxytoca, за счет разработки оптимального состава среды, используемой в работе. В науч-

ных исследованиях практически во всех методиках, связанных с выделением бактериофагов, в качестве питатель-

ной основы используются мясопептонный бульон и мясопептонный агар. Особенности роста и культивирования 

микроорганизмов создают определенные сложности для выделения фагов, активных в отношении бактерий вида 

K. oxytoca. Подбор компонентов и создание среды, которая обеспечивала бы оптимальный рост как бактериальной 

культуры, так и репродукции вируса позволяет облегчить работу по выделению бактериофагов. Число бактери-

альных штаммов, используемых в работе — 7. Все штаммы культур получены из музея кафедры микробиологии, 

вирусологии, эпизоотологии и ветеринарно-санитарной экспертизы ФГБОУ ВО Ульяновский государственный 

аграрный университет имени П.А. Столыпина. Исследования включали в себя 2 основных этапа. Первый этап 

включал выделение бактериофагов из внешней среды по методике Адельсона Л.И., Ляшенко Е.А. Материалом для 

исследований были пробы почвы, сточных вод, фекалий (2) — всего 4 пробы. Согласно выбранной методике, вы-

сев предполагаемого фаголизата осуществляли на мясопептонный агар (1,5%) и предлагаемый нами агар для вы-

деления бактериофагов (АФ) (1,5%). Положительным результатом считали наличие на среде негативных колоний, 

хорошо видимых на матовом фоне глубинного роста бактерий. Отрицательным результатом —сплошной рост («га-

зон») бактериальной культуры. В качестве контроля использовали посев изучаемого микроорганизма на данные 

среды. В ходе проводимых исследований по первому этапу было выделено 2 бактериофага, активных в отношении 

искомого вида микроорганизма. Второй этап заключался в сравнительном анализе показателей культивирова-

ния выделенных фагов на стандартном мясопептонном агаре и предлагаемой среде для выделения бактериофагов. 

Также были определены основные биологические свойства изучаемых фагов: морфология негативных колоний, 

литическая активность, специфичность. Образовавшиеся на сравниваемых средах негативные колонии отнесли 

к одному типу. Литическая активность изучаемых фагов на мясопептонном агаре и среде АФ была одинаковой. 

По Грациа 2 × 107 БОЕ/мл для бактериофага КО-3 УГСХА, (3–4) × 108 БОЕ/мл для бактериофага КО-8724 УГСХА. 

Выделенные бактериофаги не проявили литическую активность в отношении штаммов гетерогенных культур 

(Escherichia spp., Citrobacter spp., Serratia spp., Hafnia spp., Yersinia spp.).

Ключевые слова: бактерии, бактериофаги, выделение, метод, морфология, литическая активность.
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most all methods associated with the isolation of bacteriophages, meat-peptone broth and meat-peptone agar are used as 

the nutrient basis. The peculiarities of growth and cultivation of microorganisms create certain difficulties for the isolation 

of phages active against bacteria of the species K. oxytoca. The selection of components and the creation of an environ-

ment that would ensure the optimal growth of both the bacterial culture and the reproduction of the virus makes it possible 

to facilitate the isolation of bacteriophages. The number of bacterial strains used in the work was 7. All strains of cultures 

were obtained from the Museum of the Department of Microbiology, Virology, Epizootology and Veterinary and Sanitary 

Expertise of the Federal State Budget Educational Institution of Higher Education “Ulyanovsk State Agrarian University 

named after P.A. Stolypin”. The studies included 2 main stages. The first stage consisted in isolation of bacteriophages by 

the method of isolation from the external environment by the method of Adelson L.I., Lyashenko E.A. The material for the 

studies were samples: soil, sewage sample, fecal samples (2). Only 4 samples. According to the chosen method, the sowing 

of the putative phagolysate was carried out on meat-peptone agar (1.5%) and the agar for isolating bacteriophages (Aph) 

(1.5%). A positive result was the presence on the environment of negative colonies, clearly visible on the matt background 

of deep growth of bacteria. A negative result is a continuous growth (“lawn”) of bacterial culture. As a control, the culture 

of the microorganism studied was used for the media. In the course of the conducted studies for the first stage, 2 bacte-

riophages were isolated, active against the desired species of microorganism. The second stage consisted in a compara-

tive analysis of the indices of cultivation of the isolated phages on standard meat-peptone agar and the proposed medium 

for isolation of bacteriophages. The main biological properties of the phages studied were also determined: morphology 

of negative colonies, lytic activity, specificity. The negative colonies formed on the compared media were classified as one 

type. The lytic activity of the studied phages on meat-peptone agar and Aph medium was the same. According to Grazia 

2 × 107 BOE/ml for bacteriophage KO-3 UGSHA, (3–4) × 108 BOE/ml for bacteriophage KO-8724 UGSHA. The isolated 

bacteriophages showed no lytic activity against strains of heterogeneous crops (Escherichia spp., Citrobacter spp., Serratia 

spp., Hafnia spp., Yersinia spp.).

Key words: bacteria, bacteriophages, isolation, method, morphology, lytic activity.

Введение

Один из способов борьбы с патогенными 

бактериями — использование бактериофа-

гов. Исследования биологических свойств 

бактерио фагов, выполненные с момента их 

получения, позволили широко использовать 

эти вирусы бактерий для решения многих за-

дач в микробиологии, вирусологии, генетике, 

молекулярной биологии, иммунологии, ради-

обиологии, биотехнологии и других областях 

биологии. Поэтому процесс изучения вирусов 

прокариот, характеризовавшийся вначале как 

узкая область медицинской микробиологии, 

в настоящее время приобрел общебиологичес-

кое значение [4].

Выделением и изучением бактериофагов 

Klebsiella занимались разные научные школы, 

как в нашей стране, так и за рубежом. Актив-

ная работа в этой области проводилась от-

ечественными, польскими и венгерскими 

учеными (Przondo-Hessek, 1966; Slopek et al., 

1967; 1978; Габ рилович с соавт., 1970, 1973, 1981, 

1983; Gaston et al., 1987; Pieroni et al., 1994; Джа-

паридзе с соавт., 2005; Васильев Д.А. с соавт., 

2001–2016).

Бактерии вида K. oxytoca занимают сле-

дующее (по числу вызываемых заболеваний) 

после K. pneumoniae место. В норме данный 

микроорганизм встречается в желудочно-ки-

шечном тракте, на коже и слизистой оболочке 

дыхательных путей человека. Микроорганизм 

является причиной острых кишечных заболе-

ваний молодняка животных и птиц. Следова-

тельно, получение специфических фагов, ак-

тивных в отношении бактерий данного вида, 

является актуальным [2].

В методиках, связанных с выделением бак-

териофагов, основным питательным субстра-

том служит мясопептонный агар. В состав 

данной среды входит: пептон, экстракт мяс-

ной, натрия хлорид, агар-агар. Показатель рН 

среды (7,4±0,2). Данная величина рН для бак-

терий изучаемого вида не всегда является оп-

тимальной. Оптимальная величина для бакте-

рий вида K. oxytoca рН опт = 7,2.

Цель исследования заключалась в оптими-

зации результатов выделения бактериофагов 

бактерий K. oxytoca, за счет модификации сре-

ды культивирования.

Материалы и методы

В работе использовали штаммы изучаемо-

го вида микроорганизма: K. oxytoca ATCC 8724, 

K. oxytoca 1, K. oxytoca 2, K. oxytoca 3, K. oxytoca 24, 

K. oxytoca 25, K. oxytoca 26.

Нами предложена следующая пропись среды, 

которую планируется использовать при работе 

с бактериофагами (АФ-агар для выделения бак-

териофагов): пептон (источник необходимых 

аминокислот), дрожжевой экстракт (источ ник 

витаминов и микроэлементов), нат рия хлорид 

(для поддержания нормального осмотического 
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баланса), агар-агар (в качестве загустителя сре-

ды, для поддержания необходимой плотности). 

Конечное значение рН (7,1±0,1).

Предложенный нами вариант среды (по ко-

личественным составляющим) может быть ви-

доизменен в последующих исследованиях.

Первая серия опытов включала в себя по-

лучение бактериофагов методом выделения 

из внешней среды [1, 6].

Вторая серия опытов заключалась в про-

верке сравнительных показателей культиви-

рования выделенных фагов на стандартном 

мясопептонном агаре и предлагаемой нами 

среде для выделения бактериофагов. Особое 

внимание обращали на морфологию образо-

ванных негативных колоний, их литическую 

активность (сохранение активности), специ-

фичность (сходность) [4, 5].

Результаты

Образцы для исследования: проба почвы, 

проба сточных вод, пробы фекалий (2). Все-

го 4 пробы. В колбу, содержащую стерильный 

мясопептонный бульон в количестве 50 мл, 

вносили 10 мл исследуемого материала и по 

0,5 мл всех изучаемых штаммов бактерий 

K. oxytoca — K. oxytoca ATCC 8724, K. oxytoca 1, 

K. oxytoca 2, K. oxytoca 3, K. oxytoca 24, 

K. oxytoca 25, K. oxyto ca 26. Таким образом, 

каждая проба испытывалась на наличие фа-

гов ко всем имеющимся культурам бактерий 

K. oxytoca. Данную колбу помещали в термо-

стат и инкубировали в течение 3 сут при 37°С. 

После этого содержимое колбы разливали 

в стерильные пробирки, центрифугировали. 

Одну часть надосадочной жидкости обра-

батывали хлороформом (в разведении 1:10), 

а вторую прогревали на водяной бане при 

60°С в течение 30 мин. Мясопептонный агар 

(1,5%) и агар для выделения бактериофагов 

(АФ) (1,5%) предварительно разливали в чаш-

ки Петри и высушивали в течении 1–2 дней 

в условиях термостата. После этого в пробир-

ку с 2,5 мл 0,7% расплавленного и остужен-

ного до 45°С агара вносят 0,5 мл исследуемо-

го центрифугата и 0,2 мл суточной культуры. 

Содержимое пробирок быстро перемешивали 

и выливали на изучаемые плотные среды. По-

севы инкубировали при 37°С. Учет результа-

тов проводили через 18–20 ч. Положительным 

результатом считали наличие на среде нега-

тивных колоний, хорошо видимых на мато-

вом фоне глубинного роста бактерий, отри-

цательным — сплошной рост («газон») бак-

териальной культуры. В качестве контроля 

использовали посев изучаемого микроорга-

низма на данные среды.

Результаты исследований, связанные с выде-

ление бактериофагов, представлены в таблице 1.

Данные таблицы 1 позволяют заключить, 

что из внешней среды нами было выделено 

2 бактериофага:

 – бактериофаг KO-3 УГСХА — бактериофаг, 

активный в отношении штамма K. oxytoca 3;

 – бактериофаг KO-8724 УГСХА — бакте-

риофаг, активный в отношении штамма 

K. oxytoca ATCC 8724.

Стоит отметить, что из пробы № 1 нали-

чие негативных колоний фиксировали только 

на среде АФ — бактериофаг, активный в отно-

шении штамма K. oxytoca 3.

Таблица 1. Результаты выделения бактериофагов K. oxytoca из объектов внешней среды

Table 1. Results of isolation of K. oxytoca bacteriophages from environmental objects

Исследуемый штамм

The investigated strain

Исследуемая проба

Test sample

№ 1 № 2 № 3 № 4

МПА

NA
АФ

APh
МПА

NA
АФ

APh
МПА

NA
АФ

APh
МПА

NA
АФ

APh

K. oxytoca ATCC 8724 – – – – + + – –

K. oxytoca 1 – – – – – – – –

K. oxytoca 2 – – – – – – – –

K. oxytoca 3 – + – – – – – –

K. oxytoca 24 – – – – – – – –

K. oxytoca 25 – – – – – – – –

K. oxytoca 26 – – – – – – – –

Примечание: «+» — наличие негативных колоний, «–» — отсутствие негативных колоний.
Note: «+» — presence of negative colonies, «–» — absence of negative colonies.
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Морфологию негативных колоний изучали 

в разведении фагов 10–5–10–9 с индикаторной 

культурой на МПА и АФ в посевах методом 

агаровых слоев по Грациа. Учет проводили че-

рез 18 ч инкубации в термостате при темпера-

туре 37°С. Отмечали величину негативных ко-

лоний, форму, степень прозрачности, характер 

краев колоний, наличие и величину неполного 

лизиса (табл. 2).

Образовавшиеся на сравниваемых средах 

негативные колонии отнесли к одному типу 

(рис. 1, III обложка). Отметили количествен-

ные различия- на МПА негативных колоний 

было больше, чем на предлагаемой нами среде. 

Также отличия заключались в размере коло-

ний и характере контура края. Так, на среде АФ 

бактериофаги образовывали негативные ко-

лонии величиной 1–1,5 мм, мелкие, круглые, 

прозрачные и с ровными краями. На МПА 

фаги отличались меньшим размером, более 

слабой прозрачностью колоний и неровным 

контуром края.

Определение специфичности бактериофагов 

проводили методом «стекающей капли». Изуче-

ние специфичности бактериофагов проводили 

по отношению к представителям других ро-

дов семейства Enterobacteriaceae: Escherichia spp., 

Citrobacter spp., Serratia spp., Hafnia spp., Yersi-

nia spp. Для этого на поверхность МПА и АФ 

в чашках Петри наносили 0,4–0,5 мл 18-часовой 

исследуемой культуры. Бактериальную куль-

туру растирали равномерно шпателем по по-

верхности среды для получения газона. После 

подсушивания газона культуры на поверхность 

среды наносили капли изучаемых бактериофа-

гов и наклоняли чашки, чтобы капли стекли. 

В качестве контроля наносили каплю стериль-

ного МПБ (рис. 2, III обложка).

Выделенные бактериофаги не проявили ли-

тическую активность в отношении штаммов 

гетерогенных культур. На среде АФ «стекаю-

щая капля» отличалась более четкой зоной об-

разованного лизиса.

Литическую активность бактериофага оце-

нивали по его способности вызывать лизис 

бактериальной культуры в жидких или плот-

ных питательных средах. Активность по ме-

тоду Аппельмана выражается максимальным 

разведением, в котором испытуемый бактери-

офаг проявил свое литическое действие. Более 

точным методом оценки литической актив-

ности бактериофага является определение ко-

личества активных корпускул фага в единице 

объема по методу Грациа.

Индикаторные культуры K. oxytoca ATCC 

8724, K. oxytoca 3 выращивали на стандартном 

МПБ в течение 18–20 ч. Литическую актив-

ность бактериофагов определяли в жидких 

(по методу Аппельмана) и плотных (по методу 

Грациа) питательных средах.

Таблица 2. Морфология негативных колоний бактериофагов K. oxytoca

Table 2. Morphology of negative colonies of bacteriophages K. oxytoca

Название 
фага

Name 
of the phage

Питательная среда

Nutrient medium

МПА

NA
АФ

APh

Величина 
колоний, мм

Value 
of colonies, mm

Тип 
колоний

A type 
of colonies

Характер 
негативных 

колоний

The nature 
of negative colonies

Величина 
колоний, мм

Value 
of colonies, mm

Тип 
колоний

A type 
of colonies

Характер 
негативных 

колоний

The nature 
of negative colonies

КО-3 УГСХА

KO-3 UGSHA
0,5–1,0 II

мелкие, 
круглые, слабой 

прозрачности 
с неровными 

краями
small, round, weak 
transparency with 

uneven edges

1,0–1,2 II

мелкие, круглые, 
прозрачные 

с ровными краями

small, round, 
transparent with 

even edges

КО-8724 УГСХА 

KO-8724 UGSHA
0,5–1,0 II

мелкие, 
круглые, слабой 

прозрачности 
с неровными 

краями
small, round, weak 
transparency with 

uneven edges

1,0–1,5 II

мелкие, круглые, 
прозрачные 

с ровными краями

small, round, 
transparent with 

even edges
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Определение литической активности 

по ме тоду Грациа (выражается числом фаго-

вых корпускул в 1 мл). 1,5% МПА и АФ раз-

ливали по чашкам 20–30 мл. Для подавления 

роста воздушной микрофлоры перед разли-

вом добавляли к расплавленному агару 0,04% 

спиртовой раствор генцианвиолета (0,1 мл 

на каждые 100 мл МПА). Чашки подсушива-

ли в термостате в течение 18–24 ч. Затем 1 мл 

фага (в разведении от 10–5 до 10–9) вносили 

в пробирки с 2,5 мл 0,7% агара, предваритель-

но расплавленного и остуженного до 46–48°С, 

туда же добавляли 0,2 мл суточной бульонной 

культуры, смесь тщательно перемешивали, 

вращением пробирки в ладонях, и выливали 

на поверхность 1,5% агара, чашки для затвер-

дения оставляли на столе на 30 мин, а затем 

инкубировали в термостате при 37°С в тече-

ние 18–24 ч. После инкубации подсчитывали 

количество негативных колоний фага и умно-

жали полученное число на степень разведения 

(табл. 3).

Согласно результатам, представленным в таб-

лице 3, активность изучаемых фагов на МПА 

и АФ была одинаковой.

Обсуждение

В ходе исследования нами был разработан 

состав среды, которую можно использовать 

в процессе выделения бактериофагов, актив-

ных в отношении K. oxytoca, и изучения их био-

логических свойств. Данная среда позволяет 

выделять бактериофаги с более крупными не-

гативными колониями, с литической активно-

стью, не хуже, чем на МПА.
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Таблица 3. Литическая активность бактериофагов вида K. oxytoca

Table 3. Lytic activity of bacteriophages of the species K. oxytoca

Название фага

Name of the phage
Индикаторная культура

Indicator culture
Питательная среда

Nutrient medium

Активность фагов 
по Грациа

Phage activity by Grazia

КО-3 УГСХА

KO-3 UGSHA
K. oxytoca 3

МПА

NA
2 × 10

АФ

APh
2 × 10

КО-8724 УГСХА

KO-8724 UGSHA
K. oxytoca ATCC 8724

МПА

NA
3 × 108

АФ

APh
4 × 108
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