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Work is devoted to an assessment of substrata for vermiсultural. In-
vestigated a gain of biomass and survival vermiсultura in different composi-
tions of a substratum.
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Статья посвящена методам изучения литической активности 
бактериофагов бактерий Aeromonas hydrophila, выделенных из объек-
тов окружающей среды Ульяновской области. Выделенные бактери-
офаги проявили различную литическую активность, варьирующую в 
пределах от 10-5 до 10-8 по методу Аппельмана и от 5,8x105 до 2,5х108  
БОЕ/мл по методу Грациа.
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Введение. Литическая активность является одним из решающих 
критериев при селекции бактериофагов и их включения в состав био-
препаратов для индикации и идентификации микроорганизмов, а также 
для деконтаминации [3,4]. Литическая активность бактериофага оцени-
вается по его способности вызывать лизис бактериальной культуры на 
жидких или плотных питательных средах. При определении литической 
активности по методу Аппельмана, её выражают тем максимальным 
разведением, в котором испытуемый бактериофаг проявил свое лити-
ческое действие [1,2,6,7]. Более точным методом оценки активности 
бактериофага является определение количества бляшкообразующих 
единиц (БОЕ) фага в 1 мл суспензии (метод Грациа) [3,4]. Активность 
бактериофага определяется в конкретных, стандартных условиях. Бак-
териофаг по отношению к одной и той же культуре, но при отличаю-
щихся условиях, так же как и при испытании его в одинаковых условиях 
на разных штаммах одного и того же вида бактерий, может проявлять 
разную литическую активность и формировать неодинаковое число бля-
шек (негативных колоний) на плотной питательной среде [4,7].

Материалы и методы исследований. В работе были использова-
ны: 1 референс-штамм Aeromonas hydrophila Ahd, полученный из музея 
кафедры микробиологии, вирусологии, эпизоотологии и ветеринар-
но-санитарной экспертизы ФГБОУ ВПО «Ульяновская государствен-
ная сельскохозяйственная академия им. П.А. Столыпина», 14 полевых 
штаммов Aeromonas hydrophila и 5 штаммов бактериофагов, выделен-
ных нами из объектов окружающей среды (озер и рек) Ульяновской 
области. Культуры бактерий Aeromonas hydrophila для определения ли-
тической активности бактериофагов выращивали на стандартном мясо-
пептонном бульоне в течение 18-24 часов. Литическую активность се-
лекционированных бактериофагов определяли по методам Аппельмана 
и Грациа [1,2,3,4,6].

Метод Аппельмана. В ряд пробирок из нейтрального стекла одина-
кового диаметра наливали по 4,5 мл бульона. В первую пробирку вноси-
ли 0,5 мл исследуемого бактериофага. Затем делали последовательные 
разведения, перенося отдельными стерильными пипетками из пробир-
ки в пробирку по 0,5 мл суспензии. Использовали 10 пробирок. Из по-
следней пробирки 0,5 мл выливали в дезраствор. Затем во все пробирки 
вносили по 0,2  мл 18-часовой бульонной индикаторной культуры. 11-я 
и 12-я пробирки являются контрольными: в первой из них находится 
бульон и культура (без фага), во второй - бульон (контроль на стериль-
ность). Все 12 пробирок помещали в термостат при 30 ºС  на 18 часов. 
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Титр фага устанавливали по  последней прозрачной пробирке ряда и вы-
ражали разведением фага [3,7]. Результаты исследований представлены 
в таблице 1.

Метод агаровых слоев по Грациа. Мясопептонный агар 1,5% кон-
центрации с генцианвиолетом (1,0-5,0 мг/л, для ингибирования посто-
ронней микрофлоры) накануне опыта разливали по чашкам Петри в 
количестве 25-30 мл. Чашки, прикрытые стерильной бумагой, подсуши-
вали в термостате или под бактерицидной лампой в течение нескольких 
часов. Это необходимо для абсолютной сухости чашек, так малейшее 
их увлажнение может исказить результаты количественного изучения 
фага. Далее 0,7% питательный агар в количестве 2,5 мл, предваритель-
но разлитый в стерильные пробирки, расплавляли и остужали до 46-47 
ºС. Разведение исследуемого фага в количестве 1 мл помещали в 2,5 мл 
0,7% агара, туда же вносили 0,2 мл суточной индикаторной культуры, 
содержимое быстро и тщательно перемешивали вращением пробирки 
между ладонями и выливали на поверхность 1,5% агара в чашке Петри. 
Смесь осторожными движениями распределяли по поверхности агара, 
чашки для затвердения оставляли на горизонтальной поверхности на 
30-40 минут, затем инкубировали в термостате в течение 18-20 часов 
при 30 ºС. После инкубации в термостате подсчитывали количество не-
гативных колоний и умножали полученное число на степень разведения 
[2,3,4,6,7,8]. Результаты исследований представлены в таблице 1.

Заключение. Из данных таблицы 1 следует, что литическая актив-
ность бактериофагов бактерий Aeromonas hydrophila по Аппельману на-
ходится в пределах от 10‾⁵ до 10‾⁸, а по Грациа – от 5,8 х 10⁵ до 2,5 х 10⁸ 
БОЕ/мл. Максимальный титр наблюдается у бактериофага F-43УГСХА: 
по Аппельману 10‾⁸, по Грациа 2,5 х 10⁸ БОЕ/мл.

Таблица 1 – Результаты исследований литической активности фагов 
бактерий Aeromonas hydrophila

№ 
пп Штамм фага Титр  по Аппельману Титр по Грациа, БОЕ/

мл
1 Фаг F-43УГСХА 10‾8 2,5х108±0,2x108

2 Фаг 1p-УГСХА 10‾6 4,2х106±0,3x106

3 Фаг F43g-УГСХА 10‾7 3,7х107±0,5x107

4 Фаг 13а-УГСХА 10‾5 5,8х105±0,7х105

5 Фаг Ahd-УГСХА 10‾8 1,5х108±0,4х108
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LYTIC ACTIVITY OF BACTERIOPHAGES 
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Article is devoted to the methods of study of the lytic activity of bacteriophages 
bacteria Aeromonas hydrophila, isolated from environmental objects Ulyanovsk re-
gion. Isolated phages showed different lytic activity varies in the range from 10-5 to 10-8 
by the method of Appelman and 5,8 x105 to 2.5 × 108 PFU / ml by the method of Gracia.


