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Впервые выделен умеренный туляремийный бактериофаг из органов морской свинки, инфицированной живой 
культурой туляремийного вакцинного штамма № 15 линии НИИЭГ. Установлено, что негативные колонии бакте­
риофага до 2,0 мм в диаметре с зоной неполного лизиса по периферии. По результатам электронной микроскопии 
бактериофаг представляет собой корпускулы нитевидной формы. Бактериофаг лизирует бактерии возбудителей 
туляремии трех подвидов, а также основных видов возбудителей болезни легионеров. Простота использования 
выделенного бактериофага позволяет рекомендовать новый туляремийный бактериофаг ГАЛ для применения на 
практике.
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В н астоящ ее врем я заболеван ия тулярем ией  
реги стри рую тся  в виде сп о р ад и ч ески х  случаев  или 
эп и дем и чески х  всп ы ш ек разн ой  ин тен си вности . 
Ч и сло  случаев  тулярем ии  в п оследнее десяти лети е 
колеблется от 100 до 400 в год, при  этом  около 75 %  
заболеван и й  зареги стри рован о  в тр ех  р еги он ах  
Р оссий ской  Ф едерации: С еверном , Ц ен тральн ом  и 
Западно-С и бирском . Х арактерн ой  особен н остью  за ­
б олеваем ости  по сл ед н и х  лет является  сущ ественное 
увели чен и е доли  больн ы х  среди  ж и телей  городов 
(до 75 %  от общ его ч и сл а  случаев). П ериодически , 
п ри м ерн о  с д есяти л етн и м  ин тервалом , возн и каю т 
подъем ы  эп и зооти ческой  активн ости , которы е за ­
частую  сопровож даю тся эп и дем и чески м и  о сл о ж н е­
н и ям и  [11].

С оврем енное состояние природны х очагов ту ­
лярем ии в российской  Ф едерации вы зы вает опреде­
ленную  насторож енность у  эпидем иологов. Так, в 
2005 г. В Российской Ф едерации зарегистрирован  
881 случай  заболевания лю дей тулярем ией (уровень 
заболеваем ости  состави л  0,60 н а  100 ты с. населе­
ния). Э тот показатель в 6,78 р аза  превы ш ает уровень 
заболеваем ости  в аналогичны й период преды дущ его 
года [7]. С роки устан овлен ия окончательного ди агн о­
за  у  лиц с подозрением  н а  данное заболевание бы ли 
весьм а дли тельн ы м и в связи  с поздним  обращ ением  
больны х и  значительной продолж ительностью  лабо­
раторны х исследований. В больш инстве случаев д и а­
гноз тулярем ии поставлен  ретросп ективно н а  о сн о ­
вании результатов и м м унологически х тестов [2].

п о вы ш ен и е  заболеваем ости  лю дей тулярем ией 
свидетельствует об активизации природны х очагов и 
ум еньш ении им м унной прослойки  среди населения.

Н апряж енная эп идем и ческая  обстановка, сло­
ж ивш аяся в последнее врем я в РФ по ряду  ин ф екци­
онн ы х заболеваний, вклю чая тулярем ию , и  неблаго­
приятны й прогноз ее развития н а  ближ айш ие годы, 
диктую т необходим ость соверш енствования средств 
и х  диагностики .

В настоящ ее врем я использую тся в диагностике

тулярем ии бактериологические, им м унологические 
и м олекулярно-генетические методы исследования. 
В м есте с тем  следует отм етить, что в схеме лабо­
раторной диагностики  больш инства особо опасны х 
заболеваний бактериальной природы  использую тся 
специф ичны е бактериоф аги, позволяю щ ие в корот­
кие сроки  и с вы сокой степенью  достоверности  иден ­
тиф ицировать вы деленную  м икробную  культуру.

О тсутствие подобного препарата для д и агн о­
стики  тулярем ии сущ ественно сни ж ает эф ф ектив­
ность противоэпидем ических и лечебно-проф илак­
ти чески х  м ероприятий.

Д о настоящ его врем ени вопрос о наличии  у  воз­
будителя тулярем ии специф ического бактериоф ага 
оставался откры ты м. П роведенны й нам и патентны й 
поиск по ф ондам  опи сан ий  изобретений России  и ве­
дущ и х зарубеж ны х стран  показал отсутствие данны х 
о ф актах обнаруж ения и способах  вы деления туляре­
мийного бактериоф ага.

М нения исследователей о наличии бактериоф ага 
у  тулярем ийного м икроба неоднозначны . О дни авто­
ры  утверж даю т, что у ф ранциселл н ет  собственны х 
фагов [5], а  другие приводят данны е об обнаруж ении 
ф еном ена бактериоф агии  у тулярем ийного м икро­
ба [8]. О бстоятельное исследование этого ф еном ена 
тулярем ийного м икроба вы полнила О .С .Е м ельянова 
[6, 10]. П о заклю чению  автора, обнаруж енны й ли ти ­
ческий  агент относится  к  ум еренны м  фагам. Однако 
вы делить и изучить тулярем ийны й бактериоф аг ав ­
торам  не удалось.

Туляремия считается труднодиагностируем ой 
инф екцией , несм отря н а  внедрение в практику ла­
бораторны х исследований ряда соврем енны х им м у­
нологических и м олекулярно-генетических методов. 
Э ф ф ективность д иагностических  м ероприятий м ог­
ла  бы бы ть сущ ественно повы ш ена за  счет использо­
вания специф ического тулярем ийного бактериофага.

Ц елью  настоящ ей работы  явилось вы деление ту- 
ляремийного бактери оф ага и  изучение его основн ы х 
м орф ологи чески х и ф изиологических свойств.

33



Проблемы особо опасных инфекций, вып. 98, 2008

Материалы и методы

Бактериофаг выделен из органов морской свинки 
методом обогащения с «подсевом». Инфицированных 
живой культурой туляремийного вакцинного штам­
ма № 15 линии НИИЭГ лабораторных животных 
усыпляли хлороформом через 6-14 сут после их 
заражения. Гомогенаты из паренхиматозных орга­
нов эвтаназированных животных заливали неболь­
шим количеством забуференного физиологического 
раствора NaCl (pH 7,0) и фильтровали через свечу 
Шамберлана. Полученные фильтраты вносили во 
флаконы с односуточной культурой Francisella tu- 
larensis штамма № 15 линии НИИЭГ, выращивали 
в статических условиях при температуре от +36 до 
+38 °С в течение 48 ч. Затем каждый флакон ино- 
кулировали 0,1 см3 суспензии агаровой культуры 
F. tularensis, выращенной на FT-агаре, содержащей 
1109 КОЕ см-3 по стандартному образцу мутности 
ГИСК им. Л.А.Тарасевича. В качестве жидкой пита­
тельной среды использовали бульон на основе фер­
ментативного гидролизата мяса, разведенного дис­
тиллированной водой до содержания аминного азо­
та 145-155 мг%дм-3 с добавлением на 1,0 дм3 0,5 г 
NaCl; 1,0 г Na2HPO4 12H2O; 0,2 г KCl; 0,25 г дрожже­
вого экстракта; 0,5 г L-цистеина.

После 3-15 сут инкубирования при температуре 
36-38 °С в статических условиях культуры фильтро­
вали через нитроцеллюлезный фильтр с диаметром 
пор 0,2 мкм. Фильтраты проверяли на присутствие 
в них туляремийного бактериофага по методу агаро­
вых слоев Грациа [4, 9] с предварительным инкуби­
рованием смеси (фаг и культура) в термостате при 
температуре 36-38 °С в течение 20 мин. Спектр ли­
тического действия, адсорбционную способность, 
продолжительность латентного периода внутрикле­
точного развития выделенного фага, средний урожай 
фаговых частиц на одну инфицированную клетку 
определяли методом М.Адамса [1]. Тепловую инак­
тивацию проводили путем нагревания суспензии бак­
териофага в 0,1 М фосфатном буфере в термостате 
на водяной бане. Для электронно-микроскопических 
исследований препараты готовили путем адсорб­
ции бактериофагов на поверхности сеток, покрытых 
формваровой подложкой, укрепленной углеродом 
и деионизированной непосредственно перед упо­
треблением. время адсорбции составляло 10 мин. 
Препараты контрастировали 1,0 % водным раство­
ром уранилацетата в течение 30 с, после чего про­
мывали на каплях воды и высушивали. Препараты 
просматривали на микроскопе Jeol 100S при увели­
чении »30000. Экспериментальные исследования вы­
полняли с соблюдением Правил проведения работ с 
использованием экспериментальных животных. для 
получения антифаговой сыворотки были использова­
ны кролики массой от 3 до 5 кг. Иммунизацию прово­
дили по методу М.Адамса [1].Статистическую обра­
ботку данных проводили общепринятыми методами с 
использованием критерия Стьюдента (р<0,05) [3].

Результаты и обсуждение

При посеве фильтрата методом агаровых слоев 
туляремийный бактериофаг формировал мутные, с 
нечетким неровным краем округлые негативные коло­
нии, а также колонии с прозрачным центром и зоной 
неполного лизиса по периферии, диаметр которых не 
превышал 2,0 мм. Мутные негативные колонии (НК) 
имели следы роста индикаторной культуры (рис. 1). 
Выделение «чистой» линии бактериофага проводили 
путем многократных пересевов из изолированных 
н к  без признаков вторичного роста бактерий.

Такой методический подход позволил получить 
«чистую» линию фага, который формировал нега­
тивные колонии на двухслойном FT-агаре, приготов­
ленном по методу Грациа, с индикаторной культурой 
Е  tularensis штамма № 501. Туляремийный бакте­
риофаг через 48 ч инкубирования при температуре 
36-38 °С образовывал прозрачные колонии округлой 
формы с относительно ровным краем до 2,0 мм в 
диаметре, но при микроскопии на дне н к  выявлял­
ся слабовыраженный рост индикаторной культуры. 
нанесение фаговой суспензии на газон индикатор­
ной культуры по методу Отто [9] вызвало через 48 ч 
термостатирования при температуре 36-38 °С об­
разование зоны специфического лизиса в виде «сте­
рильного» пятна или четко контурируемого мутного 
пятна, или группы мелких негативных пятен.

Адсорбция фага индикаторными бактерия­
ми в жидкой среде составляла не менее 90 %. 
продолжительность латентного периода равна 4 ч. 
средний выход фага из одной инфицированной 
клетки составляет 10±3 корпускул. При иммуниза­
ции кроликов суспензий бактериофага с адьювантом 
Фрейнда образовывались специфические антитела. 
Полученная антифаговая сыворотка в разведении 
1:100 инактивировала не менее 90 % бактериофага.

Фаг термолабилен. Инактивация начинается при 
температуре 50 °С, а полное разрушение происходит 
после инкубации при температуре 55 °С в течение 
30 мин.

При посевной дозе 1106 КОЕ в 1,0 см-3 одно­
суточной агаровой культуры и множественности 
инфекции 0,010-0,001 в течение 24-36 ч инку­
бирования при температуре 36 °с  накапливалось

Рис. 1. Негативные колонии туляремийного бактериофага ГАЛ
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до 1104 БОЕсм-3.
Изучение ультраструктуры туляремийного фага 

показало, что он относится к первой морфологиче­
ской группе вирусов бактерий по классификации 
А.С.Тихоненко [13]. По результатам электронной 
микроскопии бактериофаг представляет собой кор­
пускулы нитевидной формы толщиной до 20 нм и 
длиной до 400 нм (рис. 2). Тип нуклеиновой кисло­
ты -  ДНК, молекулярная масса 20 кв.

Бактериофаг лизирует бактерии возбудителей 
туляремии трех подвидов (средне-азиатского, не­
арктического и голарктического), а также основных 
видов возбудителей болезни легионеров (Legionella 
pneumophila, Legionella micdadei, Legionella bozem- 
anii, Legionella dumoffii). Бактериофаг не оказывает 
литического действия на Yersinia pestis, Vibrio chol­
era eltor, Bacillus anthracis, Brucella abortus, Yersinia 
pseudotuberculosis, Escherichia coli, Salmonella chol- 
eraesuis, Streptococcus faecium, Streptococcus equi, 
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus sapro- 
phyticus и Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, 
Bacillus subtilis, Proteus vulgaris и Proteus mirabi­
lis, Shigella sonnei и Shigella flexneri, Serratia marc- 
escens, Pseudomonas aeroginosa, Pasteurella multoci- 
da, Burkcholderia mallei, Burkcholderia pseudomallei, 
Listeria monocytogenes.

Важно отметить, что выделенный фаг не спосо­
бен лизировать бактерии Francisella novicida -  близко­
родственного по отношению к F  tularensis микроба.

Лизирующее действие туляремийного бактерио­
фага в отношении легионелл определяли с использо­
ванием питательной среды на основе BCYE (aj-агара, 
так как последние, в отличие от туляремийного ми­
кроба, не растут на FT-агаре. Эти отличительные 
ростовые характеристики уже на этапе индикации 
позволяют дифференцировать возбудительей туляре­
мии и легионеллеза.

В результате проведенных исследований впер­
вые выделен штамм туляремийного бактериофага, 
обладающий специфической литической активно­
стью в отношении F. tularensis и основных видов бо­
лезни легионеров. Бактериофаг депонирован в кол­
лекции фагов ФГУ «48 ЦНИИ Минобороны России» 
под обозначением гАл. интерпретируя обнаружен-

Рис. 2. Корпускулы туляремийного бактериофага ГАЛ. 
Контрастирование уранилацетатом. *3000

ную у туляремийного бактериофага способность ли­
зировать бактерии основных видов возбудителя ле­
гионеллеза, необходимо отметить, что противотуля- 
ремийная сыворотка в некоторых случаях также дает 
«перекрест» в серологических реакциях с антигеном 
возбудителя болезни легионеров [12]. По-видимому, 
на поверхности клеточных оболочек всех названных 
микроорганизмов имеются близкие по антигенной 
специфичности рецепторы, обеспечивающие началь­
ные этапы литического процесса при использовании 
фага ГАЛ в максимальных концентрациях. Природа 
обнаруженного явления, возможно, обусловлена тес­
ным филогенетическим родством данных микроор­
ганизмов.

Необходимо отметить, что имевшие место ра­
нее неудачные попытки выделения туляремийного 
бактериофага обусловлены, на наш взгляд, его чув­
ствительностью к L-цистеину. При этом возбудитель 
туляремии отличается высокой требовательностью 
к составу искусственных питательных сред, и обя­
зательным и незаменимым компонентом жидких и 
плотных питательных сред для выращивания туляре- 
мийных бактерий является L-цистеин. Известно, что 
L-цистеин оказывает прямое фагоцидное действие 
на свободные бактериофаги [4]. Для уменьшения 
прямого противофагового действия L-цистеина нами 
был использован модифицированный двухслойный 
метод грациа, включающий предварительную инку­
бацию смеси (фаг и культура) в термостате, в про­
цессе которой, по-видимому, происходит необрати­
мая адсорбция фаговых частиц на поверхности ту- 
ляремийных бактерий. В таких условиях L-цистеин, 
обладающий фагоцидными свойствами, в меньшей 
степени воздействует на бактериофаг, связанный с 
бактериальной клеткой, и не подавляет репродукцию 
фага внутри туляремийных бактерий.

В настоящее время, несмотря на использова­
ние новейших диагностических методов, основное 
значение при лабораторной диагностике туляремии 
придается бактериологическим исследованиям, по­
скольку только выделение культуры К tularensis яв­
ляется бесспорным доказательством заболевания. 
Все остальные методы, будь то иммунологические, 
молекулярно-генетические, пригодны лишь для по­
становки предварительного или ретроспективного 
диагноза.

Простота использования выделенного бактерио­
фага позволяет рекомендовать его для применения на 
практике. Использование бактериофага ГАЛ в ком­
плексе с другими методами лабораторной диагно­
стики позволит повысить информативность анализа 
и, следовательно, улучшить качество лабораторной 
диагностики туляремии.

Таким образом, в ходе многолетнего поиска 
впервые удалось выделить умеренный туляремий- 
ный бактериофаг ГАЛ и разработать способ его по­
лучения. Диагностический бактериофаг ГАЛ может 
быть использован в научных и практических лабора­
ториях, занимающихся индикацией и идентификаци­
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ей  возбудителя тулярем ии, вы деляем ого из организ­
м а больного и контам инированны х объектов внеш ­
ней  среды , а  такж е для изучения ф изиологических 
свойств и п оверхн остны х структур ш там м ов туляре- 
м ийного микроба.
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Isolation of GAL Tularemia Bacteriophage 
and its Characteristics
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Temperate tularemia bacteriophage was for the first time isolated from 
the organs of guinea-pig infected with live tularemia vaccine strain N 15 
of RIEH line. Negative colonies of bacteriophage were up to 0.2 mm in di­
ameter with incomplete lysis zone at the periphery. In view of the results of 
electronic microscopy bacteriophage represented filamentous carpuscules. 
Bacteriophage lyzed bacteria of three subtypes of tularemia etiological agent 
and bacteria of the main species of legionellosis etiological agents. The simple 
use of bacteriophage allows to recommend new tularemia bacteriophage GAL 
for practical application.

Key words: tularemia, temperate tularemia bacteriophage, characte­
ristics, diagnostics.
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