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ВЫБОР ОПТИМАЛЬНОГО МЕТОДА 

ВЫДЕЛЕНИЯ БАКТЕРИОФАГОВ БАКТЕРИЙ 

РОДА FLAVOBACTERIUM

А.Г. Семанин, Г.Р. Садртдинова

ФГБОУ ВО Ульяновский государственный аграрный университет имени П.А. Столыпина, г. Ульяновск, Россия

Резюме. В статье представлены результаты исследования, связанные с подбором эффективного метода вы-

деления бактериофагов, активных в отношении бактерий рода Flavobacterium. Число бактериальных штам-

мов, используемых в работе — 3. Все штаммы культур получены из музея кафедры микробиологии, вирусо-

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

аграрный университет имени П.А. Столыпина и имеют характерные для данного рода (и видов) тинкто-

риальные и биохимические свойства. Исследования состояли из 4 серий опытов. Первая серия опытов 

была связана с апробацией методики по выделению бактериофага без использования воздействую щего 

фактора. В результате искомых бактериофагов выделено не было. Вторая серия опытов заключалась 

в апробации метода выделения с использованием индуцирующего фактора — ультрафиолетового облу-

чения. Расстояние до объектов облучения — 0,3 м. Время экспозиции: 1, 3, 5, 10, 15 мин. Третья серия 

опытов также была связана с использованием индуцирующего фактора — рентгеновского облучения. 

В ходе работы были определены 3 рабочих режима, каждый из которых отличался длительностью экспо-

зиции, периодичностью воздействия и полученной дозой облучения. В результате исследований, связан-

ных с использованием индуцирующих факторов, искомых бактериофагов выделено не было. Последняя 

серия опытов заключалась в выделении бактериофагов из объектов внешней среды — мест естественного 

(возможного) существования «хозяина» (изучаемого микроорганизма) и вируса (искомого бактериофа-

га). Из объектов внешней среды было выделено 3 изолята фага: FL-j-1, FL-pec-2, FL-aq-3. Бактериофаг 

FL-j-1 активен в отношении штамма F. johnsoniae VKM B-1426, бактериофаг FL-pec-2 активен в отношении 

штамма F. pectinovorum VKM B-1171, бактериофаг FL-aq-3 активен в отношении штамма F. aquatile VKPM 

В-8534. Дальнейшие исследования могут быть связаны с изучением свойств выделенных бактериофагов: 

специфичности в отношении данного рода, чувствительности, литической активности, отбором наиболее 

перспективных штаммов фагов, дальнейшей селекцией отобранных бактериофагов, возможности исполь-

зования данных бактериофагов в методе реакции нарастания титра фага с целью индикации изучаемого 

микроорганизма.
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CHOOSING A PROPER APPROACH FOR ISOLATING BACTERIOPHAGES SPECIFIC 

TO FLAVOBACTERIUM GENUS BACTERIA

Semanin A.G., Sadrtdinova G.R.

Ulyanovsk State Agrarian University named after P.A. Stolypin, Ulyanovsk, Russian Federation

Abstract. The article presents results of research related to the selection of an effective method for isolating bacteriophages 

active against bacteria of the genus Flavobacterium. The number of bacterial strains used in the work — 3. All strains cul-

tures were obtained from the museum of the department of microbiology, virology, epizootiology and veterinary-sanitary 

examination of federal state budgetary educational institution of higher education Ulyanovsk «State Agricultural Uni-

versity named after PA Stolypin» and have tinctorial and biochemical properties characteristic for this genus (and spe-

cies). The studies consisted of 4 series of experiments. The first series of experiments was connected with the approbation 

of a technique for isolating a bacteriophage without using an influencing factor. As a result, the desired bacteriophages 

were not isolated. The second series of experiments consisted in testing the isolation method using an inducing factor-

ultraviolet irradiation. The distance to the objects of irradiation is 0.3 m. Exposure time: 1 min, 3 min, 5 min, 10 min, 

15 min. The third series of experiments was also associated with the use of inducing factor X-ray irradiation. In the course 

of the work, three operating modes were determined, each of which differed in the duration of the exposure, the periodic-

ity of the exposure, and the dose received. As a result of studies related to the use of inducing factors, the desired bacte-

riophages were not identified. The last series of experiments was to allocate bacteriophages from the objects of the natural 

places сommemorative (possible) existence of the «owner» (the studied microorganism) and viruses (bacteriophage de-

sired). Three phage isolates were isolated from environmental objects: FL-j-1, FL-pec-2, FL-aq-3. Bacteriophage FL-j-1 

is active against a strain of F. johnsoniae VKM B-1426 bacteriophage FL-pec-2 is active against strain F. pectinovorum 

VKM B-1171 bacteriophage FL-aq-3 strain active against F. aquatile VKPM B-8534. Further studies may be related 

to study properties of the isolated phages: study of the specificity in respect of this kind of sensitivity study, the study and 

higher lytic activity, selection of the most promising strains phages further selection of selected phages, as well as studying 

the possibility of bacteriophages from use in the method of the reaction increase titer phage for the purpose of indicating 

the microorganism being studied.

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

Введение

Представители рода Flavobacterium являются 

возбудителями многих заболеваний рыб («хо-

лодноводная бактериальная болезнь», «обжа-

ренный синдром радужной форели», бактери-

альная жаберная болезнь) и обнаруживаются 

во многих объектах окружающей среды (вода, 

почва и т.д.) [7]. Заболевания, вызываемые дан-

ным микроорганизмом, приводят к 100% смерт-

ности у рыб и наносят существенный ущерб 

экономики отрасли. Механизмы вирулентнос-

ти бактерий рода Flavobacterium по-прежнему 

до конца неясны. Для предотвращения мас-

совой смертности на рыбных фермах широко 

применяют антибиотики. Однако частое ис-

пользование антибиотиков приводит к сниже-

нию чувствительности к данным препаратам 

у бактерий и выработке у них резистентности.

Во избежание рисков, связанных с примене-

нием в отрасли антибиотиков, использование 

бактериофагов в качестве экологического мето-

да может быть эффективным решением по сни-

жению частоты возникновения инфекций рыб, 

вызванных данным патогеном. На данный мо-

мент исследователями выделено более 60 фагов, 

активных в отношении представителей рода 

Flavobacterium, описаны механизмы взаимодей-

ствия фагов и бактерий [6].

Цель исследования заключалась в выборе 

наиболее эффективного метода выделения бак-

териофагов бактерий рода Flavobacterium.

Материалы и методы

В работе использовали референс-штаммы 

бактерий изучаемого рода: F. pectinovorum VKM 

B-1171, F. aquatile VKPM В-8534, F. johnsoniae 

VKM B-1426. Данные штаммы имеют типичные 

для данного рода (вида) тинкториальные свой-

ства и проявляют характерную биохимическую 

активность (по результатам предыдущих иссле-

дований).

Выделение бактериофагов основывали на ис-

пользовании общепринятых методов выделе-

ния (с учетом особенностей изучаемого мик-

роорганизма): температура культивирования 

посевов — 25°С; время культивирования посе-

вов — до 48 ч; количество оборотов в минуту при 

центрифугировании — 3000 об./мин; «рабочая 

жидкая среда» (для манипуляций в пробир-

ках) — Enriched Anacker and Ordal medium; «ра-

бочая твердая среда» (для манипуляций в чаш-

ках Петри) — Enriched Anacker and Ordal medium 

с добавлением агар-агара.

Выделение бактериофагов без воздействия 

индуцирующего фактора [1]. В колбу с 50 мл 
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жидкой среды Enriched Anacker and Ordal 

medium вносили по 1,0 мл всех изучаемых 

штаммов (суточных). Колбу с посевом инку-

бировали в условиях термостата при 25°С в те-

чении 5 суток. После этого содержимое колбы 

разливали по 10 мл в центрифужные пробирки 

и центрифугировали при 3000 об./мин в тече-

нии 15 мин. Полученный центрифугат (надса-

дочная жидкость) обрабатывали хлороформом 

(1:10) интенсивным встряхиванием пробир-

ки в течение 30 мин. Надосадочную жидкость 

переносили в чистую пробирку и исследовали 

методом агаровых слоев по Грациа (температу-

ра культивирования — 25°С, время культиви-

рования — 48 ч).

Выделение бактериофагов индуцирующим 

фактором — использование ультрафиолетового 

облучения [2].

Во второй серии опытов на исследуемые куль-

туры воздействовали ультрафиолетовым облуче-

нием, являющимся индуцирующим фактором. 

Источник облучения лампа «Philips» с длиной 

волны 250 нм. Расстояние до объектов облуче-

ния — 0,3 м. Длительность облучения: 1, 3, 5, 10, 

15 мин.

Схема проводимых исследований:

 – 1 день: суточные культуры изучаемых 

штаммов сплошным газоном высевали 

на твердую среду Enriched Anacker and Ordal 

medium, подсушивали в термостате 10–

15 мин, облучали. После этого чашки ин-

кубировали в термостате при 25°С в течение 

суток.

 – 2 день: шпателем распределяли выросшие 

колонии бактерий по поверхности среды, 

облучали. После этого чашки инкубировали 

в термостате при 25°С в течение суток.

 – 3 день: шпателем распределяли выросшие 

колонии бактерий по поверхности среды, 

облучали. После этого чашки инкубировали 

в термостате при 25°С в течение суток.

 – 4 день: жидкой средой Enriched Anacker 

and Ordal medium делали смывы с чашек, 

центрифугировали при 3000 об./мин — 

15 мин, обрабатывали хлороформом (1:10) 

в течение 30 мин, отбирали надосадочную 

жидкость в новую пробирку. Полученную 

суспензию исследовали методом агаровых 

слоев по Грациа.

 – 6 день: учитывали результаты, присут-

ствие бактериофага фиксировали по нали-

чию зон лизиса.

Выделение бактериофагов индуцирующим 

фактором — использование рентгеновского об-

лучения [2]. Рентгеновское облучение является 

более мощным фактором по сравнению с уль-

трафиолетовым облучением. В работе исполь-

зовали 3 режима. Т
а
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Схема проводимых исследований:

 – 1 режим: I период облучения, длитель-

ность периода — 1,6 с, доза облучения — 

2,0 мЗв;

 – 2 режим: II периода, каждый по длитель-

ности 1,6 с, общая доза облучения — 4,0 мЗв;

 – 3 режим: III периода, каждый период 

по 1,6 с, общая доза облучения — 6,0 мЗв.

После облучения пробирки с культурами 

инкубировали при 25°С в течении 48 ч, с фик-

сацией результатов каждые 4 ч. В качестве кон-

троля использовали посев изучаемой культу-

ры в жидкую среду Enriched Anacker and Ordal 

medium без дальнейшего облучения пробирки. 

Контрольную пробирку инкубировали при 

тех же временных и температурных условиях. 

После 48 ч инкубирования, содержимое про-

бирок исследовали на наличие фагов методом 

агаровых слоев по Грациа.

Выделение бактериофагов из объектов внеш-

ней среды [3, 4, 6]. В колбу, содержащую 0,5 л 

стерильной жидкой среды Enriched Anacker 

and Ordal medium вносили по 1 мл сточных вод 

и по 1 мл всех изучаемых штаммов. Колбу с по-

севом инкубировали в термостате в течение 

5 суток при 25°С. Затем содержимое колбы раз-

ливали в стерильные центрифужные пробирки 

по 10 мл и центрифугировали при 3000 об./мин 

в течении 10 мин. После этого отбирали надоса-

дочную жидкость и обрабатывали ее хлорофор-

мом, интенсивно встряхивая 30 мин. Отбирали 

надосадочную жидкость и переносили в чистую 

пробирку. Полученный таким образом предпо-

лагаемый фаголизат исследовали методом ага-

ровых слоев по Грациа.

Результаты

Результаты проведенных исследований пред-

ставлены в таблице и на рисунке (II обложка).

При выделении бактериофагов без использо-

вания индуцирующего фактора наличие нега-

тивных колоний не обнаружено, бактериофагов 

выделено не было. Использование в исследова-

ниях индуцирующих факторов (ультрафиоле-

тового облучения и рентгеновского облучения) 

также не привели к выделению искомых фагов. 

В результате проведенных исследований по вы-

делению фагов из объектов внешней среды, 

было выделено 3 изолята фага: FL-j-1, FL-pec-2, 

FL-aq-3.

Бактериофаг FL-j-1 образовывал полупроз-

рачные негативные колонии неправильной 

округлой формы, диаметр колоний — 2–4 мм, 

проявляет свою активность в отношении штам-

ма F. johnsoniae VKM B-1426.

Бактериофаг FL-pec-2 образовывал полу-

прозрачные негативные колонии неправильной 

округлой формы, диаметр колоний — 3–7 мм, 

проявляет свою активность в отношении штам-

ма F. pectinovorum VKM B-1171.

Бактериофаг FL-aq-3 образовывал полупроз-

рачные негативные колонии неправильной ок-

руглой формы, диаметр колоний — 2–5 мм, про-

являет свою активность в отношении штамма 

F. aquatile VKPM В-8534.

Обсуждение

В результате проведенных исследований 

было установлено, что наиболее эффективным 

методом при выделении бактериофагов, актив-

ных в отношении бактерий рода Flavobacterium, 

является выделение фагов из объектов внешней 

среды. Изучение морфологии негативных ко-

лоний у выделенных бактериофагов позволяет 

сделать заключение о схожести морфологи-

ческих признаков. Дальнейшие исследования 

могут быть связаны с определением специфич-

ности данных бактериофагов в отношении изу-

чаемого рода микроорганизма, чувствительнос-

ти, изучением и повышением литической ак-

тивности, а также возможности использования 

данных бактериофагов в реакции нарастания 

титра фага с целью индикации изучаемого мик-

роорганизма.
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