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В статье представлены результаты исследований, связанные с по-
вышением литической активности (титра) фагов Ф 4 хл- УГСХА и 
Ф 14 хл- УГСХА, активных в отношении Klebsiella oxytoca №1, для 
их дальнейшего изучения по биологическим свойствам и приме-
нения при разработке фагового клебсиеллезного биопрепарата. 

Введение. Частота возникновения заболеваний бактериаль-
ной природы у животных и человека в последние годы возросла. 
Одним из таких микроорганизмов является представитель семейства 
Enterobacteriaceae относящийся к роду Klebsiella вид Klebsiella oxytoca. 
Бактерии вида Klebsiella oxytoca известны как условно- патогенные 
представители нормальной микрофлоры желудочно-кишечного тракта 
и ротоглотки человека и животных, а также возбудителем заболеваний 
с тяжелым течением (метриты, заболевания мочеполовой системы, ин-
фекционные поражения желчных путей, брюшной полости, среднего 
уха, сосцевидного отростка, параназальных синусов, мягких мозговых 
оболочек, сепсис, абсцессы легких, вагиниты половых органов) [7].

В апреле 2014 года специалистами ВОЗ было озвучено, что в стра-
нах ЕС от инфекций, вызванных бактериями, имеющими множествен-
ную лекарственную устойчивость, умирает более 25000 пациентов в 
год. На мероприятии было объявлено о кризисе антибиотикотерапии, 
и прозвучал призыв к ученым всего мира сконцентрировать усилия на 
разработках новых препаратов и методов, которые позволили бы бо-
роться с инфекциями, возбудители которых резистентны к действию 
антибиотиков. Такими препаратами выступили бактериофаги [2, 3].

Цель исследования заключалась в освоении метода селекции бак-
териофагов, активных в отношении бактерии Klebsiella oxytoca для их 



Актуальные вопросы ветеринарной медицины, микробиологии, 
биологии, экологии и биотехнологии 267

дальнейшего использования при разработке биопрепарата. 
Материалы и методы. В исследованиях использовали бактери-

офаги, выделенные из объекта внешней среды и активные в отноше-
нии штамма Klebsiella oxytoca № 1. Селекцию и повышение литической 
активности выделенных бактериофагов осуществляли с помощью пас-
сирования фага на индикаторной культуре с периодической отвивкой 
негативных колоний по методике предложенной Габриловичем И.М., 
Золотухиным С.Н., Ляшенко Е.А [4, 5].

Для работы в мясопептонном бульоне рН (7,2) готовили разве-

дение фагов (10 6− -10 9− ). Полученные разведения высевали методом 
агаровых слоев, так, чтобы на питательном агаре сформировались от-
дельные негативные колонии. После 20-ти часового культивирования в 
термостате, бактериологической петлей отвивали одну негативную ко-
лонию, расположенную изолированно от других не менее чем на 5-10 
мм, и помещали в пробирку с мясопептонным бульоном, туда же вно-
сили 0,2 мл 20-ти часовой индикаторной культуры Klebsiella oxytoca №1. 
Контролем выступал посев индикаторной культуры в мясопептонный 
бульон без фага [6, 7]. 

Результаты исследований и их обсуждение. Опытные и контроль-
ные пробирки культивировали в термостате при 37˚С в течение 4 часов 
(с просмотром каждый час). Через 3-4 часа фиксировали просветление 
пробирок, где помимо индикаторной культуры присутствовал бактери-
офаг (таблица 1).

Таблица 1- Пассирование бактериофагов активных в 
отношении Klebsiella oxytoca №1

Бактериофаг Время пассирования
1 час 2 часа 3 часа 4 часа

Ф 4 хл-УГСХА

К (культуры)

слабое 
помутнение

слабое 
помутнение

слабое 
помутнение

слабое 
помутнение

слабое 
просветление
помутнение

просветление 

помутнение

Ф 14 хл-УГСХА

К (культуры)

слабое 
помутнение

слабое 
помутнение

слабое 
помутнение

слабое 
помутнение

слабое 
просветление

помутнение

просветление

помутнение
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Полученный фаголизат (пробирки с Ф 4 хл-УГСХА, Ф 14 хл-УГСХА) 
обрабатывали хлороформом (1:10) в течение 30 минут и снова исследо-
вали методом агаровых слоев. Использование хлороформа в качестве 
метода очистки фаголизатов от оставшейся бактериальной культуры 
связано с устойчивостью фагов к этому химическому агенту. На чашках 
с агаром отбирали идентичную исходной негативную колонию и вновь 
пассировали. Проводили до четырех пассирований, после чего селек-
цию бактериофагов считали законченной, поскольку возможности уве-
личения титра фага не безграничны (обычно после 3-4 пассажей титр 
фага повышается по сравнению с исходным, при дальнейшем пассиро-
вании он уже не увеличивается). 

Заключение. Повышение активности выделенных штаммов фага 
Ф 4 хл-УГСХА и Ф 14 хл-УГСХА достигли проведением пассажей на ин-
дикаторной культуре Klebsiella oxytoca №1 с последующим высевом на 
агар и отбором соответствующих колоний. Подтверждение увеличения 
титра фагов, а, следовательно, и их активности планируется в следую-
щих работах, с использованием методов изучения активности фага по 
Аппельману и Грациа. 
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The article presents results studies related to increase in political ac-
tivity (titer) phages F 4 hl- UGSHA and F 14 hl- UGSHA active against 
Klebsiella oxytoca №1, for further study on biological characteristics 
and application in development phage klebsiella biological product.


