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До настоящего времени остается нерешенной проблема идентификации и дифференциации большой группы бактерио-
фагов патогенных для человека вибрионов. Для исследовательских целей и решения прикладных задач важно учитывать 
признаки бактериофагов, позволяющие выявить сходство и различия между ними. В настоящем исследовании изучены 
представители ДНК-содержащих бактериофагов патогенных вибрионов, из которых подавляющее большинство отли-
чались сложным видом симметрии, – это фаги, имеющие двуспиральную ДНК, а также открытые у вибрионов в послед-
ние годы фаги с односпиральной структурой ДНК. Впервые разработана общая схема идентификации и дифференциа-
ции бактериофагов патогенных вибрионов, что повышает возможность определения видовой принадлежности фагов и 
сравнения с фагами, зарегистрированными в базе данных «Коллекция бактериофагов и тест-штаммов патогенных для 
человека вибрионов» (№ 2010620549 от 24.09.2010).
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The issue of identification and differentiation of large group of bacteriophages of human pathogenic vibrio is still unresolved. In 
research and practical applied purposes it is important to consider characteristics of bacteriophages for establishing similarity 
and differences between them. The actual study was carried out to analyze specimens of DNA-containing bacteriophages of 
pathogenic vibrio The overwhelming majority of them characterized by complicated type of symmetry - phages with double-helical 
DNA and also phages with mono-helical DNA structure discovered recently in vibrio. For the first time, the general framework of 
identification and differentiation of bacteriophages of pathogenic vibrio was developed. This achievement increases possibility to 
establish species assignment of phages and to compare with phages registered in the database “The collection of bacteriophages 
and test-strains of human pathogenic vibrio” (№2010620549 of 24.09.210).

K e y w o r d s :  V. cholerae; V. parahaemolyticus; V.mimicus; V.alginolyticus; V. metschnikovii

Бактериофаги являются постоянным спутником патоген-
ных вибрионов. В настоящее время их широко используют 
для диагностики и дифференциации патогенных вибрионов.

Среди патогенных вибрионов особое место занимают 
Vibrio cholerae и V. parahaemolyticus. V. cholerae вызывают 
холеру, которая является древней болезнью, обусловившей 
семь пандемий, и продолжает вызывать эпидемии и крупные 
вспышки на различных континентах, несмотря на непре-
кращающиеся усилия ограничить ее распространение [9].  
V. parahaemolyticus приводят к возникновению острого ки-

шечного заболевания, протекающего по типу пищевой ток-
сикоинфекции в виде спорадических случаев или эпидемиче-
ских вспышек. Опасность заражения парагемолитическими 
вибрионами существует везде, где население использует для 
питания продукты моря. В местах, удаленных от побережья, 
зарегистрированы случаи заболевания, связанные с завозом 
инфицированных морепродуктов.

Бактериофаги патогенных вибрионов представляют 
собой группу вирусов, характеризующихся широким мор-
фологическим и генетическим разнообразием, поэтому их 
идентификация и дифференциация является актуальной 
проблемой, тесно связывающей между собой такие вопро-
сы, как строение вириона, антигенная структура и литиче-
ская специфичность при взаимодействии фага с клеткой-
хозяином [2, 4].

Цель работы – характеристика биологических свойств 
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бактериофагов и создание схемы их идентификации и диф-
ференциации.

Материалы и методы. Изучены 84 бактериофага: 16 рас 
– V. cholerae classical, 32 – V. cholerae El Tor, 8 – V. cholerae 
серогруппы O139, 19 – V. parahaemolyticus; для сравнения ис-
пользовали фаги 4 – V. alginolyticus, 3 – V. metschnikovii, 2 – V. 
mimicus. В работе применяли следующие индикаторные штам-
мы: V. cholerae classical 145 (ctx+ tcp+), V. cholerae El Tor 75M 
(ctx+ tcp+), KM-199 (P-13169) (ctx- tcp+), V. cholerae серогруппы 
O139 – KM-152 (P-16373) (ctx+ tcp+), V. metschnikovii – KM-185 
и C-142 [5]. Для дифференциации фага V. mimicus от холерно-
го фага ФБ использовали штамм V. cholerae серогруппы O37 
1322-69 (ctx+ tcp+) [6]. Предложенные нами в качестве инди-
каторных штаммов V. parahaemolyticus KM-97 и KM-184 при-
меняли для размножения бактериофагов парагемолитических 
вибрионов. Специфичность бактериофагов испытывали на 
133 штаммах бактерий близкородственных родов и семейств 
(Vibrionaceae, Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae).

Обнаружение, выделение и размножение фага из лизоген-
ных штаммов патогенных вибрионов проводили общепри-
нятыми методами [1], адаптированными к работе с фагами 
патогенных вибрионов. Антифаговые сыворотки получали 
путем внутривенной иммунизации кроликов по методу Ю. 
Н. Марьиной [7], соответствующими фагами. Серологиче-
скую идентификацию осуществляли двумя методами: каче-
ственным и количественным [1]. Строение корпускул фагов 
патогенных вибрионов изучали по методике, изложенной в 
методических указаниях по применению прямого фаготипи-
рования возбудителя холеры [8]. Диапазон литической, ак-
тивности и специфичности фагов изучали путем постановки 
пробы с фагами (титр 106–1010 БОЕ/мл) [1]. Результат учи-
тывали через 18 ч культивирования при 37 oC. При изучении 
одиночного цикла размножения использовали методику Эл-
лиса и Дельбрюка [3]. Устойчивость фагов к действию кон-
центрированных растворов мочевины, цитрата натрия иссле-
довали по методике F. Burnet [3]. Термоустойчивость фагов 
определяли методом Friedman и Cowles [3]. Хлороформ до-
бавляли к фаголизату в количестве 10% объема среды.

Все работы со штаммами V. cholerae проводили в соот-
ветствии с Санитарно-эпидемиологическими правилами СП 
1.3.1285–03.

Результаты и обсуждение. Изученные фаги V. cholerae 
classical, V. cholerae El Tor, V. cholerae, серогруппы O139, 
V. parahaemolyticus, V. mimicus имели негативные колонии 

округлой формы, мутные или прозрачные, диаметром 0,3–2 
мм. Данные одиночного цикла развития вышеперечисленных 
фагов свидетельствовали об отсутствии каких-либо значи-
тельных различий: продолжительность латентного периода 
составляла для фагов V. cholerae 60–72 мин, для V. parahae-
molyticus – 60–75 мин; средний урожай на одну микробную 
клетку фагов V. cholerae – 7,53–17,51 корпускулы; V. parahae-
molyticus – 1,55–2,61 корпускулы. Относительно действия на 
исследуемые фаги раствора 30% мочевины при экспозиции 
18–20 ч и 3% цитрата натрия различий обнаружено не было.

Отличие филаментозных фагов от фагов с головками и 
отростком определяли по чувствительности к ним специ-
ально подобранных штаммов. Использование этого приема 
давало возможность проводить первичную оценку морфоло-
гической принадлежности фагов.

Выявлены существенные различия в структуре корпускул 
бактериофагов при применении метода электронной микро-
скопии. По классификации А. С. Тихоненко [10] у холерных 
бактериофагов определено 5 морфогрупп I–V: у V. parahae-
molyticus 4 морфогруппы (I, III–V), у V. alginolyticus 3 мор-
фогруппы (III–V). Фаги V. cholerae серогруппы O139 имели 2 
морфогруппы вирионов (I и V), V. mimicus – 1 морфогруппу 
(I), V. metschnikovii – 1 морфогруппу (IV) (см. таблицу).

Для изучения антигенных свойств холерных фагов ис-
пользовали сыворотки I–XII серотипов. Установили, что сы-
воротки к фагам XII серотипа нейтрализовали исследуемые 
фаги I морфогруппы, в то же время фаги V морфогруппы 
относились ко II серотипу, III морфогруппы – к XI сероти-
пу. Сыворотки к холерным фагам XII серотипа нейтрализо-
вали фаги V. mimicus. Бактериофаги V. parahaemolyticus, V 
alginolyticus, V. metschnikovii не имели перекрестных реакций 
с антисыворотками к фагам V. cholerae и V. mimicus. У фагов 
V. metschnikovii и V. mimicus определено по 1 серотипу, у V. 
parahaemolyticus – 11, у V. alginolyticus – 4.

Другой критерий, которым мы руководствовались при 
идентификации отдельных фагов, – спектр литического дей-
ствия. Специфичность фагов в отношении хозяина подтверж-
дена на большом наборе представителей близкородственных 
микроорганизмов семейств Vibnonaceae, Pseudomonadaceae, 
Enterobacteriaceae, которые не лизировали испытуемые фаги.

Диапазон литической активности фагов Эль-Тор состав-
лял от 57,8 до 76,8% штаммов V. cholerae, парагемолитиче-
ских фагов – 0,8–82% штаммов V. pamhaemolyticus и 52,5% 
V. alginolyticus. Фаги V. metschnikovii лизировали единичные 

Идентификация и дифференциация бактериофагов патогенных бактерий

Вид бакте-
риофага

Идентификация Дифференциация

индикаторные штаммы

V. cho-
lerae 
El Tor 
75M

V. chole-
rae El Tor 
KM-199

V. chole-
rae O139 
KM-152

V. chole- 
rae clas-
sical 145

V. chole-
rae O37  
1322-69

V. parahae-
molyticus

V. 
metschni-

kovii 
KM-185

морфо-
группа

серотип чувствительность 
групп фагов

KM-184 KM-97 к хлоро-
форму

к 70 oC

V. cho-
lerae O1

+ + + + – – – – I XII + –
+ + – + – – – – II–V I–XI – +

V. cho-
lerae 
O139

+ + + + – – – – I XII + –
+ + – + – – – – V II – +

V. paraha-
emolyticus

– – – – – + – – I I + –
– – – – – + + – III–V III–XI – +

V. algino-
lyticus

– – – – – + + – III–V IV, VI, 
VIII, XI

– +

V. metsch-
nikovii

– – – – – – – + IV I – +

V. mimi-
cus

– + – – + – – – I XII + –

П р и м е ч а н и е . + – наличие признака, – – отсутствие признака.



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА, № 4, 2015

64

штаммы своего вида. Репродукций фага V. mimicus обнару-
живали при использовании штамма V. cholerae El Tor KM-
199 (Р-13169). Свойство фага другого вида вибрионов V. 
metschnikovii лизировать индикаторный штамм было утраче-
но после его размножения на новом свежевыделенном штам-
ме V. metschnikovii и сопровождалась появлением вирулент-
ного мутанта фага с измененным спектром. Нами получены 
доказательства изменчивости свойств фагов, связанных с на-
правляющим действием штаммов-хозяев.

Выбор таксономических критериев в результате срав-
нительного анализа свойств различных по происхождению 
фагов позволил решить вопрос о возможности их внутри-
видовой дифференциации (см. таблицу). Материалы иссле-
дования показали, что бактериофаги патогенных вибрионов 
представляют собой неоднородную по свойствам группу.

Многолетние наблюдения за серологическими свойствами 
исследованных бактериофагов патогенных вибрионов под-
твердили стабильность их антигенной структуры – наиболее 
важного признака при типизации. Установлен факт сходства 
антигенного строения фагов, выделенных из штаммов холер-
ных вибрионов серогрупп O1 и O139 (фаги II серотипа), а так-
же фагов V. mimicus с холерными фагами XII серотипа.

В процессе исследования литической активности фагов 
подобраны индикаторные штаммы к определенным мор-
фотипам фагов. На этой основе реализован способ диффе-
ренциации холерных фагов I и V морфогрупп (штаммы V. 
cholerae El Tor KM-199 и V. cholerae O139 KM-152), фагов 
V. parahaemolyticus I, III–V морфогрупп (штаммы KM-184 и 
KM-97). Как правило, различия между фагами I и III–V мор-
фогрупп подтверждались и другими тестами.

Из дополнительных методов дифференциации фагов I 
морфогруппы холерных и парагемолитических вибрионов 
от остальных (III–V) применяли метод воздействия на них 
инактивирующих агентов – хлороформа и повышенной тем-
пературы (65–70oC). Фаги V. cholerae El Tor V морфогруппы и 
V. parahaemolyticus III-V морфогрупп инактивировались при 
65–70oC в течение 30 мин, в то время как фаги I морфогруп-
пы теряли активность при 75–80oC. К действию хлороформа 
фаги V. cholerae El Tor V морфогруппы и V. parahaemolyticus 
III–V морфогрупп устойчивы, а фаги I морфогруппы инак-
тивируются под его воздействием, что использовалось нами 
для их дифференциации [4].

Благодаря обнаруженному свойству фагов V. mimicus ли-
зировать штамм V. cholerae серогруппы O37, проводили их 
дифференциацию от холерных фагов и определение их при-
сутствия при мониторинге объектов окружающей среды на 
наличие холерных вибрионов и их фагов [6].

При идентификации и дифференциации бактериофагов 
патогенных вибрионов целесообразно учитывать следующие 
признаки их сходства и различия:

• специфичность литического действия, подтверждаемая 
на соответствующих видах микроорганизмов, применение 
тест-штаммов вибрионов;

• характерную морфологию бактериофагов в электрон-
ном микроскопе – определение морфогруппы;

• отсутствие антигенного родства с бактериофагами дру-
гих видов;

• устойчивость либо чувствительность к хлороформу и 
повышенной температуре.

В результате обобщения и анализа полученных данных о 
биологических свойствах ранее изученных и свежевыделен-
ных бактериофагов патогенных вибрионов нами предложена 
общая схема идентификации и дифференциации бактерио-
фагов (см. таблицу).

Представленные приемы позволяют характеризовать све-
жевыделенные фаги и обеспечат пополнение новыми бакте-
риальными вирусами базы данных «Коллекция бактериофагов 
и тест-штаммов патогенных для человека вибрионов» (свиде-
тельство о регистрации в Реестре баз данных Федеральной 
службы по интеллектуальной собственности, патентам и то-
варным знакам базы данных № 2010620549 от 24.09.2010).

Знание биологических особенностей фагов патогенных 
вибрионов имеет не только теоретическое, но и важное прак-
тическое значение, так как способствует созданию диагно-
стических, лечебных и профилактических препаратов, изу-
чению вопросов генетики возбудителей холеры и пищевых 
токсикоинфекций.
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