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Проведено экспериментальное получение фагорезистентных вариантов 
бактериальных штаммов. Механизм фагоризестентности в рассматриваемом случае 
заключается в лизогенном состоянии бактериальных клеток, обусловленном редуктивной 
инфекцией штаммами умеренных бактериофагов. Однако в ряде исследований признак 
фагоустойчивости не был обусловлен лизогенией. Эксперименты проведены на примере 
бактерий Pseudomonas putida и гомологичных умеренных бактериофагов серии Psp-УГСХА.

Актуальность темы
На явление фагоустойчивости обращали внимание отечественные и зарубежные авто-

ры. ��������������������������������������������������������������������������������������Beryani������������������������������������������������������������������������������� ������������������������������������������������������������������������������G�����������������������������������������������������������������������������. (1953), изучая умеренные бактериофаги и явление лизогении бактерий, устано-
вил, что лизогенные штаммы бактерий всегда иммунны к литической инфекции, осуществля-
емой тем же умеренным или близкородственным фагом. Koibong Li с соавторами в 1961 году 
высказали предположение, что при лизисе инфицированные фагом бактерии освобождают 
фермент, который удаляет фаговые рецепторы из оболочек клеток, оставшихся неинфициро-
ванными, делая их устойчивыми к адсорбции фага. Dettori R. с соавторами (1961) и М. Монк 
(1962) обнаружили, что мужские штаммы E.coli К12 способны к приобретению фенотипиче-
ской устойчивости к фаговой инфекции путём утраты антигена, к которому прикрепляется 
фаг. Ряд исследователей (Fraser, 1957; Zinder, 1958; Luria et al., 1958) установили, что бактерии 
могут являться носителями фага, при этом не подвергаясь лизису.

Однако данные, полученные различными авторами при изучении фагоустойчивости 
бактерий, не систематизированы, а механизмы таких явлений изучены недостаточно.

В связи с этим встает вопрос о детальном и всестороннем изучении явления устойчи-
вости бактерий к фаговой инфекции, систематизации полученных результатов.

Цель исследования: кспериментальное получение фагорезистентных мутантов на 
примере бактерий рода Pseudomonas.

Объект, материалы и методы исследования.
В работе использовались ранее выделенные и изученные культуры бактериофагов 
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Psp�������������������������������������������������������������������������������101-УГСХА, ��������������������������������������������������������������������Psp�����������������������������������������������������������������102-УГСХА, ������������������������������������������������������Psp���������������������������������������������������1-УГСХА, ������������������������������������������Psp���������������������������������������6-УГСХА, а так же референс-штамм бакте-
рии Pseudomonas putida ATCC 12633, чувствительный к перечисленным бактериофагам.

Основываясь на утверждении ���������������������������������������������������W��������������������������������������������������. ������������������������������������������������Hayes������������������������������������������� (1964), согласно которому умеренные бакте-
риофаги, в отличие от вирулентных, формируют «мутные» негативные колонии, в зоне лизиса 
которых размножаются лизогенные бактерии, нами была составлена схема получения фагоре-
зистентных бактериальных штаммов.

Первоначально по стандартной методики готовили мясопептонный агар, разливали 
его в стерильные чашки Петри и тщательно подсушивали при 37 ºС не менее 24 часов в целях 
избавления от капель конденсата и усиления гигроскопичных свойств поверхности агара. Для 
исследования был отобран бактериофаг �����������������������������������������������Psp��������������������������������������������101-УГСХА, особенности формирования негатив-
ных колоний которого аналогичны умеренным фагам (Hayes, 1964). Суспензию бактериофага 
Psp101-УГСХА с титром 4х1010 вносили в количестве 0,7 мл на поверхность МПА в заранее 
подготовленных чашках и равномерно распределяли по поверхности агара покачивающими 
движениями, ставили в термостат крышкой вверх при 28 ºС на 10-30 минут для подсушивания. 
После полного подсыхания остатков суспензии чашки переворачивали крышкой вниз и термо-
статировали при 28 ºС в течение 24 часов для проверки отсутствия во внесённой суспензии 
бактериальных клеток. Чашки Петри с обнаруженными на поверхности агара бактериальными 
колониями должны были быть отбракованы, так как наличие нечувствительных к исследуе-
мому фагу бактериальных клеток ввело бы в заблуждение при получении последующих ре-
зультатов. В наших исследованиях использовалась суспензия фага, полностью очищенная от 
жизнеспособных бактериальных клеток надлежащими и тщательно подобранными способами 
обработки фаголизата: воздействие хлороформа в соотношении 1:10 в течение 15 минут при 
постоянном перемешивании суспензии. Вследствие этого на чашках Петри с внесёным бакте-
риофагом Psp101-УГСХА роста бактериальных колоний не обнаруживалось. 

Полученные таким образом чашки с питательной средой, содержащей избыточное ко-
личество бактериофага Psp101-УГСХА, засевали газоном 24-х часовой культуры штамма P. 
putida ���������������������������������������������������������������������������������ATCC����������������������������������������������������������������������������� 12633. Для этого 0,7 мл бактериальной взвеси в мясопептонном бульоне, содер-
жащей 108 к.о.е./мл вносили на поверхность агара и равномерно распределяли покачивающи-
ми движениями, ставили в термостат при 28 ºС крышкой вверх и после подсыхания остатков 
суспензии (через 10-30 минут) переворачивали крышкой вниз. Одновременно аналогичным 
образом засевали суточную бактериальную культуру штамма P. putida ATCC 12633 на МПА 
без предварительного внесения бактериофага – для контроля роста бактериального газона; 
засевали суточную культура на МПА штрихом по методу Дригальского – для контроля одно-
родности колоний и отсутствия посторонней микрофлоры; проводили контрольное определе-
ние к.о.е. в суточной культуре; 1-2 чашки с внесённым бактериофагом оставляли без засева 
бактериальной культурой – для дополнительного контроля на стерильность питательных сред 
и отсутствия жизнеспособных бактериальных клеток в суспензии бактериофага.

Полученные результаты:
После термостатирования перечисленных посевов при 28 ºС в течение 24 часов были 

получены следующие результаты:
1. На чашках с бактериофагом без внесения бактериальной культуры рост бактерий не 

выявлялся (после 48 часов культивирования при 28 ºС), что указывает на отсутствие посторон-
ней микрофлоры в питательных средах и фаговой суспензии.

2. В 1 мл 24-часовой бульонной культуры штамма P. putida ATCC 12633 содержалось 
108 колониеобразующих единиц.

3. На чашках, засеянных суточной культурой штамма P. putida ATCC 12633 штрихом 
по методу Дригальского, наблюдался однородный рост бактериальных колоний, характерных 
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для данного штамма – мелкие (1-2 мм), правильной округлой формы, с ровным краем, рельеф 
куполообразный, поверхность гладкая, влажная, блестящая, цвет молочно-мутный, прозрачны 
в проходящем свете, структура однородная, консистенция пастообразная. Наличие посторон-
ней микрофлоры в посевах не наблюдалось, что указывает на гомогенность суточной культуры 
штамма P. putida ATCC 12633.

4. Контрольный газон суточной культуры штамма P. putida ���������������������ATCC����������������� 12633 на поверх-
ности МПА без предварительного внесения бактериофага представлял собой сплошной, од-
нородный, равномерный рост бактерий молочно-мутного цвета по всей поверхности агара в 
чашке Петри.

5. На чашках с МПА, содержащем избыточное количество бактериофага Psp101-
УГСХА и внесённой суспензией суточной культуры штамма P. putida ATCC 12633, в отличие 
от контрольного газона, сплошного роста бактерий не наблюдалось. Вместо этого рост бак-
териальной культуры был представлен отдельными бактериальными колониями, равномерно 
распределёнными по поверхности агара. Данные колонии имели аналогичные характеристики 
с колониями, полученными на контрольном посеве штамма P. putida ATCC 12633 штрихом по 
методу Дригальского – мелкие (1-2 мм), правильной округлой формы, с ровным краем, рельеф 
куполообразный, поверхность гладкая, влажная, блестящая, цвет молочно-мутный, прозрачны 
в проходящем свете, структура однородная, консистенция пастообразная (рис. 1).

6. Количество бактериальных колоний, образовавшихся на МПА, содержащем бакте-
риофаг Psp101-УГСХА, после внесения 0,7 мл суспензии суточной культуры, содержащей 108 
клеток штамма P. putida ATCC 12633 в 1 мл, составило 104 колоний, что соответствует пример-
но 1:7000 части от изначального количества клеток в суспензии суточной культуры бактерий. 
Однако данный показатель определён приблизительно, для получения более точных данных 
требуется проведение серии дополнительных исследований.

Колония штамма P. putida ������� ���������������������������������������������     ATCC��� ���������������������������������������������      12633, образованная на мясопептонном агаре, со-
держащем избыточное количество бактериофага Psp101-УГСХА, была отвита на полужидкий 
агар для дальнейших исследований. Полученному таким образом фагорезистентному штамму 
P. putida присвоен номер Pp02phr1.

Общая схема исследования представлена на рисунке 2.
Вывод:
Принимая во внимание отсутствие роста бактерий на контрольных чашках, что гово-

рит о стерильности питательных сред и об отсутствие посторонней микрофлоры в фаголизате 
Psp101-УГСХА, особенности роста колоний штамма P. putida ������������������������������Pp����������������������������02��������������������������phr�����������������������1 на мясопептонном ага-
ре, содержащем избыточное количество бактериофага Psp101-УГСХА в сравнении с ростом 
бактериального газона, полученного при аналогичном посеве на мясопептонный агар, не со-
держащий бактериофаг, а так же однородность колоний штамма P. putida �����������������ATCC������������� 12633, полу-
ченного на чашках, засеянных штрихом по методу Дригальского и их морфологическая одно-
типность с колониями P. putida Pp02phr1 на опытных чашках с бактериофагом, правомерно 
сделать вывод о том, что последние колонии образованы бактериальными клетками штамма P. 
putida Pp02phr1, резистентными к бактериофагу Psp101-УГСХА.
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Рис. 1 - Образование колоний фагорезистентного штамма P. putida Pp02phr1 на 
агаре, содержащем избыточное количество бактериофага Psp101-УГСХА.
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EXPERIMENTAL DETERMINATION OF PHAGORESISTANT MUTANTS 
BY THE EXAMPLE OF BACTERIA OF THE GENUS PSEUDOMONAS

Viktorov D.А., Grineva Т.А., Vasilev D.А., Аrtamonov А.М., Vorotnikov А.P., 
Antoshkin P.A., Zolotukhin S.N.

Key words: bacteriophage, phage resistance, fagorezistentnost, Pseudomonas, lysogens.

Experimental getting of phagoresistant variants of the bacterial strains was conducted. The 
mechanism of phagoresistance in the case under consideration is in lysogenic state of bacterial cells, 
caused by the reductive infection by strains of temperate phages. However, in a number of researches 
the sign of phagoresistance was not motivated by lysogenic. Experiments were carried out by the 
example of bacteria of Pseudomonas putida and homologous temperate phages of series Psp-USAA.
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Представлены результаты изучения биологических и молекулярно-генетических 

свойств бактериофагов, лизирующих бактериальные клетки �������������������������������Clostridium�������������������� �������������������perfringens��������. Обсуж-
даются перспективы использования бактериофагов и их литических ферментов для контроля 
C. perfringens - инфекций

Введение. 
Clostridium perfringens - одна из основных причин заболеваний людей, передающихся 

с продуктами питания [1,�������������������������������������������������������������� �������������������������������������������������������������2]. Кроме того, эти грамположительные анаэробные бактерии вы-


