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Лизабельность сибиреязвенными бактериофага-
ми является одним из опорных тестов, позволяющих 
идентифицировать штаммы Bacillus аnthracis [2]. 

Известные сибиреязвенные бактериофаги, вы-
пускаемые в Российской Федерации, различаются 
по широте спектра лизируемых ими штаммов возбу-
дителя сибирской язвы, а также по специфичности 
их действия [1, 4]. Некоторую противоречивость от-
дельных авторов по этому вопросу можно объяснять 
использованием ими различных вариантов бактерио-
фагов, отличающихся концентрацией фаговых ча-
стиц, недостаточной представительностью исполь-
зованных выборок культур B. anthracis и близкород-
ственных сапрофитов, а также различиями в оценке 
результатов теста на фагочувствительность. 

Целью исследования было определение оптималь-
ных условий репродукции специфических сибиреяз-
венных бактериофагов Fah-ВНИИВВиМ, R/D-Ph-6, 
Гамма А-26, К ВИЭВ, ВА-9, Саратов и 186; изучение 
стабильности сохранения специфической активности 
при длительном хранении в регламентированных тем-
пературных условиях и при кратковременном воздей-
ствии повышенных температур; сравнение специфи-
ческой активности и специфичности бактериофагов, 
оценика их диагностической ценности.

Материалы и методы

В опытах применялись коммерческие пре-
параты бактериофагов: Fah-ВНИИВВиМ (1·108 
бляшкообразующих единиц (БОЕ)/см3), R/D-Ph-6  
(1·108 БОЕ/см3) в виде фаг-тест набора «Оболенск R1», 
Гамма А-26 (1,1·109 БОЕ/см3), а также эксперименталь-
ные серии бактериофагов 186 (2,3·109 БОЕ/см3), ВА-9 
(1,6·109 БОЕ/см3), Саратов (8,6·109 БОЕ/см3), К ВИЭВ 
(1,2·109 БОЕ/см3), которые были получены автора-
ми в лаборатории сибирской язвы Ставропольского 
противочумного института. Допустимые значения по-
казателей концентрации фаговых частиц и диагности-
ческого рабочего титра (ДРТ): препарат бактериофага 
должен содержать не менее 1,0·107 БОЕ/см3; ДРТ – 
наибольшее разведение бактериофага, дающее слив-
ной лизис культур, не регламентирован для сибире-
язвенных бактериофагов, но позволяет объективно 
оценить специфическую активность конкретной се-
рии препарата.

В работе использовали штаммы, получен-
ные из Коллекции патогенных микроорганизмов 
Ставропольского НИПЧИ: 114 штаммов B. anthracis, 
имеющие фенотипические и генотипические разли-
чия, и 74 штамма сапрофитных представителей рода 
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Bacillus (B. сereus – 18, B. thu rin gien sis – 14, B. subti-
lis – 15, B. megaterium – 7, B. me sen tericus – 1, B. spe-
cies (spp.) – 19. Контролем служил вакцинный штамм 
B. anthracis СТИ.

Для определения специфической литической 
активности и специфичности бактериофагов исполь-
зовали чашечный метод. Результат оценивали визу-
ально по четырехкрестовой системе. Полный лизис 
культуры на месте нанесения бактериофага оценива-
ли на (++++); наличие единичных колоний культуры 
на фоне зоны ее лизиса в месте нанесения – (+++), 
резкое ослабление роста – (++), наличие единичных 
негативных колоний бактериофага на фоне сплош-
ного роста культуры – (+), отсутствие лизиса – (–). 
Положительной считали пробу при оценке не менее 
чем (+++). Резистентные варианты культур получа-
ли, отбирая колонии из зон лизиса различными бак-
териофагами, отсевали на агар Хоттингера и при по-
лучении хорошего роста ставили пробу на чувстви-
тельность ко всем бактериофагам. 

Для оценки влияния различных факторов на эф-
фективность репродукции бактериофагов и сохране-
ние их специфической активности определяли ДРТ 
бактериофагов и концентрацию фаговых частиц мето-
дом агаровых слоев по Грациа [5] после воздействия 
соответствующих факторов или изменения отдельных 
условий и сравнивали с контрольными показателями.

Результаты и обсуждение

Одним из требований, предъявляемых к маточ-
ным бактериофагам, является эффективность их ре-
продукции для получения препаратов с достаточно 
высокой концентрацией фаговых частиц. Независимо 
от регламентированных условий получения коммер-
ческих препаратов была апробирована репродук-
ция всех бактериофагов в одинаковых условиях. В 
качестве питательной среды использовали бульон 
Хоттингера (pH 7,4) с добавлением 0,2 % дрожжевого 
экстракта. В 50 мл питательной среды перед засевом 
добавляли 0,15 мл 10 % стерильного раствора хлори-
стого кальция. Репродукцию бактериофагов прово-
дили на авирулентном штамме B. anthracis СТИ.

Используя отраслевой стандарт мутности ФГУН 
ГИСК им. Л.А.Тарасевича (ОСО 42-28-59-85П 10 еди-
ниц), из 20-часовой вегетативной культуры B. anthracis 
СТИ готовили взвесь, 0,5 мл которой вносили в 50 мл 
жидкой питательной среды. После инкубирования 
при температуре 37 °С в течение 3 ч на орбитальном 
шейкере (150 об./мин) вносили 1 мл препарата бакте-
риофага с концентрацией 4·107 БОЕ/мл3 и продолжали 
инкубирование еще в течение 24 ч в тех же условиях. 
Стерилизацию фаголизата производили фильтровани-
ем через мембранные фильтры «Millipore» с диаме-
тром пор 0,22 mM.

Этим способом были получены эксперименталь-
ные серии фагов: Fah-ВНИИВВиМ (3·1010 БОЕ)/см3), 
R/D-Ph-6 (1,9·1010 БОЕ/см3), 186 (2,5·1010 БОЕ/см3), ВА-9 
(2,8·109 БОЕ/см3), Саратов (1,5·1010 БОЕ/см3), К ВИЭВ 
(1,2·109 БОЕ/см3), Гамма А-26 (1,1·109 БОЕ/см3), что 

свидетельствует о достаточно эффективной репро-
дукции всех испытанных бактериофагов в стан-
дартных условиях размножения на авирулентном 
штамме. 

Важным условием в производстве диагностиче-
ских бактериофагов является стабильность специфи-
ческой активности, обеспечивающаяся сохранени-
ем достаточной концентрации фаговых частиц на 
протяжении регламентированного срока годности. 
Хранение бактериофагов К ВИЭВ, ВА-9 в оптималь-
ных условиях (4±2) °С в течение двух лет практически 
не изменило их концентрации в отличие от фагов 186, 
Саратов и коммерческих препаратов бактериофагов 
Fah-ВНИИВВиМ, R/D-Ph-6 и Гамма А-26, у которых 
концентрация снизилась на порядок, но она все равно 
была регламентируемой. При этом все бактериофаги 
сохраняли специфическую литическую активность 
при применении в виде цельного препарата. 

Изучение стабильности показателей специфиче-
ской активности диагностических сибиреязвенных 
бактериофагов при кратковременном хранении в усло-
виях температур, превышающих регламентированные 
(4±2) °С, показало, что хранение бактериофагов Fah-
ВНИИВВиМ, R/D-Ph-6, 186, Саратов, К ВИЭВ при 
температуре (25±1) °С в течение 5 сут не изменило 
их начальную концентрацию фаговых частиц и ДРТ. 
Бактериофаги ВА-9 и Гамма А-26 оказались более 
чувствительными, и через 5 сут их концентрация по-
низилась до 1·108 БОЕ/мл3, при неизмененном ДРТ 
(10–5). Через 30 сут при указанном температурном ре-
жиме хранения у фагов Fah-ВНИИВВиМ, R/D-Ph-6 и 
186 концентрация осталась прежней. Фаги Саратов, К 
ВИЭВ и ВА-9, Гамма А-26 снизили концентрацию до 
1·108 БОЕ/мл3 и 1·107 БОЕ/мл3 соответственно. ДРТ 
снизился у всех бактериофагов на порядок, что не 
влияло на эффективность применения указанных пре-
паратов в качественном тесте с использованием цель-
ного препарата.

Изучение устойчивости сибиреязвенных бакте-
риофагов 186 и R/D-Ph-6 к действию температур в 
диапазоне 30–100 °С, с интервалами 10 °С показало, 
что прогревание препаратов бактериофагов 186 и 
R/D-Ph-6 при температуре 30–50 °С в течение 15 мин 
не уменьшало концентрацию фаговых частиц в них. 
Оба бактериофага после воздействия температуры 
60 °С снижали концентрацию на два порядка; при 
повышении температуры до 70 °С концентрация бак-
териофага 186 оставалась на том же уровне, а кон-
центрация бактериофага R/D-Ph-6 уменьшалась еще 
на порядок. Оба бактериофага полностью инактиви-
ровались после нагревания до 90 °С.

При прогревании препарата бактериофага 
Гамма А-26 при температурах 30–50 °С концентра-
ция фаговых частиц снижалась на порядок, а после 
воздействия температуры 60 °С резко падала еще на 
5 порядков. В препарате, прогретом до 70 °С, опреде-
лялись единичные негативные колонии фага. Таким 
образом, установлено, что бактериофаги 186 и R/D-
Ph-6 обладают более выраженной устойчивостью к 
воздействию высоких температур по сравнению с 
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бактериофагом Гамма А-26.
Наиболее важными свойствами бактериофагов 

являются их специфическая активность и специфич-
ность. Результаты исследования показали, что из 114 
штаммов сибиреязвенного микроба чувствительны-
ми к литическому действию фагов Гамма А-26, ВА-9 
и R/D-Ph-6 оказалось 99,1 %. Нечувствительным к 
бактериофагам Гамма А-26 и ВА-9 был штамм B. an-
thracis 71/12, а бактериофаг R/D-Ph-6 не лизировал 
бескапсульный штамм B. anthracis 140 П сар–.

Более узким спектром литического действия 
обладали фаги К ВИЭВ, Fah-ВНИИВВиМ, Саратов 
и 186 (рис. 1). Нечувствительными к фагу Fah-
ВНИИВВиМ оказались 26 вирулентных штаммов, 
что составило 32,5 %, 25 штаммов – к фагу К ВИЭВ 
(31,3 %), 20 – к фагу Саратов (25 %) и 19 – к фагу 186 
(23,7 %). Из группы атипичных по капсулообразова-
нию штаммов отрицательный тест был у 16 штаммов 
(61,5 %) со всеми бактериофагами этой группы. Все 
4 культуры с OSS-типом колоний [3] оказались не-
чувствительными к этим четырем бактериофагам.

Все исследуемые бактериофаги лизирова-
ли один атоксигенный штамм B. anthracis ∆ Ames 
(рХО1–

, рХО2+) и три бесплазмидных штамма: 
B. anthracis ∆ СТИ, B. anthracis Sterne tox–, B. an-
thracis 228/4. Сибиреязвенные бактериофаги 186, 
К ВИЭВ и Саратов из экспериментальных серий, а 
также коммерческие препараты бактериофагов Fah-
ВНИИВВиМ, R/D-Ph-6 не вызывали лизиса штам-
мов спорообразующих сапрофитов рода Bacillus и 
обладали 100 % специфичностью.

Проявления неспецифического лизиса наблю-
дались при действии как коммерческого бактерио-
фага Гамма А-26, так и экспериментальной серии 
бактериофага ВА-9, которые лизировали одни и те 
же штаммы близкородственных сапрофитов (B. sub-
tilis 35, 37, 336; B. megaterium 1, 2, 3). С целью со-
поставления чувствительности указанных культур и 
B. anthracis к литическому действию бактериофагов 
Гамма А-26 и ВА-9 были определены значения ДРТ 
к шести штаммам сапрофитов и в качестве контроля 
к B. anthracis СТИ. Из шести штаммов сапрофитов 
наибольшей чувствительностью обладали культуры 
B. subtilis 336 и B. mega terium 3, которые лизирова-
лись обоими бактериофагами в разведениях 1·10–3, 
остальные четыре культуры лизировались в разве-

дениях 1·10–1 – 1·10–2. ДРТ обоих бактериофагов для 
штамма B. anthracis СТИ составил 1·10–5, что было 
на два порядка выше, по сравнению со значениями 
этого показателя по отношению к наиболее чувстви-
тельным сапрофитам рода Bacillus.

Оценку результатов теста на лизабельность 
специфическими бактериофагами проводили визу-
ально по характеру изменений газонного роста тести-
руемой культуры в месте нанесения бактериофага: от 
полного лизиса культуры (++++) – положительный 
результат) до абсолютного отсутствия следов нане-
сения бактериофага (-) – отрицательный результат). 
Однако встречаются промежуточные варианты: на-
личие единичных или множественных изолирован-
ных колоний в зоне лизиса, заметно очерченная зона 
лизиса с покрывающей ее пленкой культуры (рис. 2) 

Такие варианты зоны лизиса затрудняют чет-
кую объективную оценку результатов теста. Их при-
чиной является наличие в популяции исследуемых 
штаммов в различном соотношении чувствитель-
ных и резистентных к конкретному бактериофагу 
бактериальных клеток. Для идентификации культур 
B. anthracis предпочтительно применение наиболее 
вирулентных бактериофагов, способных эффективно 
лизировать все культурально-морфо ло ги ческие типы 
культур B. anthracis.

Нами была проведена работа по выделению ре-
зистентных культур и определение их чувствитель-
ности к различным сибиреязвенным бактериофагам. 
По специфической литической активности к 102 вы-
деленным фагорезистентным вариантам штаммов 
B. anthracis, отобранных по признаку устойчивости 
к тому или иному бактериофагу, все бактериофаги 
можно разделить на 3 группы.

1. Бактериофаги К ВИЭВ, Fah- ВНИИВВиМ, 
Саратов, 186. По отношению к ним чаще всего выде-
лялись культуры, резистентные к бактериофагам Fah-
ВНИИВВиМ (32), К ВИЭВ (23), Саратов (20), 186 
(17) – всего 92 культуры. Из них 89 культур (95,7 %) 
были резистентны к литическому действию всех 
бактериофагов этой группы, но лизировались бакте-
риофагами Гамма А-26, R/D-Ph-6, ВА-9. Только 4 из 
отобранных культур отличались от них по спектру 
фагорезистентности. При этом две культуры из них 
были дополнительно чувствительны к бактериофагу 
186, 1 культура – к бактериофагу Fah-ВНИИВВиМ и 

Рис. 1. Различная чувствительность штаммов 
B. anthracis к специфическому действию бак-
териофагов



БИОТЕХНОЛОГИЯ

107

1 культура резистентна к действию всех бактериофа-
гов. Совпадение результатов определения чувстви-
тельности к бактериофагам этой группы вариантов, 
выделенных по признаку резистентности к отдель-
ным из них, составляло 96,8 %.

2. Бактериофаги Гамма А-26, ВА-9, по отноше-
нию к которым было выделено 8 фагорезистентных 
вариантов (ВА-9 – 5, Гамма А-26 – 3). Бактериофаги 
второй группы по воздействию на все 102 фагорези-
стентных варианта давали 100 % совпадение (92 по-
ложительных, 10 отрицательных) результатов. Все 
культуры, отобранные по признаку резистентности к 
бактериофагам первой группы, лизировались бакте-
риофагами Гамма А-26 и ВА-9. 

3. Бактериофаг R/D-Ph-6 несколько отличался 
по спектру литической активности от бактериофагов 
первой и второй групп. Он так же, как и бактериофа-
ги Гамма А-26 и ВА-9, лизировал все культуры, вы-
деленные по признаку резистентности к бактерио-
фагам первой группы, но лизировал 5 из 8 (62,5 %) 
вариантов, выделенных по признаку резистентности 
к бактериофагам второй группы. Применение данного 
бактериофага позволило выделить наименьшее коли-
чество резистентных культур (2), которые оказались 
нечувствительны к действию всех бактериофагов.

В результате проведенных исследований пока-
зано, что диагностические сибиреязвенные бакте-
риофаги Fah-ВНИИВВиМ, R/D-Ph-6, Гамма А-26, 
186, ВА-9, Саратов, К ВИЭВ обладают следующими 
свойствами: эффективно размножаются в жидкой 
культуре авирулентного штамма B. anthracis СТИ; в 
достаточной степени сохраняют специфическую ак-
тивность при хранении при (4±2) °С в течение двух 
лет и при кратковременных отклонениях условий хра-
нения и транспортирования от регламентированных, 
если температура до 25 °С, продолжительностью до 
30 сут. В большей степени были выражены различия 
изученных бактериофагов по специфической актив-
ности и специфичности

Таким образом, наиболее предпочтительным для 
идентификации культур B. anthracis является приме-

нение бактериофагов Гамма А-26, ВА-9 и R/D-Ph-6, 
которые в нашем исследовании лизировали 99,1 % 
штаммов B. anthracis с различными фенотипически-
ми и генотипическими свойствами. Для повышения 
специфичности теста на фаголизабельность бактерио-
фагами Гамма А-26 и ВА-9 представляется перспек-
тивной возможность их применения в пределах значе-
ний ДРТ, обеспечивающих лизис культур B. anthracis, 
и не лизирующих близкородственные сапрофиты.

Бактериофаги К ВИЭВ, Fah-ВНИИВВиМ, Сара-
тов и 186, на наш взгляд, представляют интерес для 
фаго типирования штаммов сибиреязвенного микро-
ба, так как не лизируют значительное количество 
диплазмидных вирулентных и атипичных по кап-
сулообразованию и морфологии колоний штаммов 
B. anthracis, или выявляют в их популяциях фагоре-
зистентные варианты, многие из которых обладают 
сходными культурально-морфологическими свой-
ствами, что мо жет приводить к значительному про-
центу ошибок при идентификации штаммов возбу-
дителя сибирской язвы. 
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Рис. 2. Характеристика зоны лизиса штамма B. anthracis 1194 
бактериофагами: 
1 – Гамма А-26; 2 – К ВИЭВ; 3 – Fah-ВНИИВВиМ; 4 – Саратов; 5 – R/D-
Ph-6; 6 – 186; 7 – ВА-9; 8 – R/D-Ph-6 в разведении 10–2 (а – зона лизиса с 
пленкой; б – прозрачная зона лизиса)


