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Чувствительность к литическому действию 
специфических сибиреязвенных бактерио-
фагов является характерным свойством ти-

пичных культур B. anthracis и лежит в основе од-
ного из основных тестов идентификации. Вместе 
с тем литературные данные свидетельствуют о 
том, что сибиреязвенные бактериофаги различа-
ются по широте спектра литического действия [1, 
4], что может быть обусловлено индивидуальны-
ми биологическими особенностями как бактерио-
фагов, так и штаммов микроба в целом или части 
их микробных популяций, что может затруднять 
объективную оценку теста. Исходя из этого пред-
ставляет интерес не только изучение чувстви-
тельности штаммов сибиреязвенного микроба к 
специфическим бактериофагам, но и выявление 
в их популяции фагорезистентных культуральных 
вариантов с последующим перекрестным изуче-
нием их чувствительности к основным специфи-
ческим бактериофагам. 

Цель работы  – выявление особенностей литиче-
ской активности наиболее применяемых в лабора-
торной практике специфических сибиреязвенных 
бактериофагов, определение закономерностей фа-

горезистентности сибиреязвенных культур к группам 
бактериофагов и разработка схемы одновремен-
ной идентификации и фаготипирования штаммов  
B. anthracis. 

Материал и методы. В опытах применялись 
коммерческие препараты бактериофагов: Fah-
ВНИИВВиМ (1х108 бляшкообразующих единиц (БОЕ)/
см3), R/D-Ph-6 (1х108 БОЕ/см3) в виде фаг-тест на-
бора «Оболенск R1», Гамма А-26 (1,1х109 БОЕ/см3), 
а также экспериментальные серии бактериофагов 
186 (2,3х109 БОЕ/см3), ВА-9 (1,6х109 БОЕ/см3), Са-
ратов (8,6х109 БОЕ/см3), К ВИЭВ (1,2х109 БОЕ/см3), 
которые были получены авторами в лаборатории си-
бирской язвы ФКУЗ Ставропольский противочумный 
институт.

В работе использовали штаммы микроорганиз-
мов, полученные из лаборатории «Коллекция пато-
генных микроорганизмов» ФКУЗ Ставропольский 
противочумный институт Роспотребнадзора: 114 
штаммов B. аnthracis, имеющих фенотипические и 
генетические различия. Чувствительность культур к 
литическому действию бактериофагов определяли 
классическим методом в соответствии с методиче-
скими указаниями МУК 4.2.2413-08 [2].
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The purpose of the study was to determine the laws of phagoresistance of anthrax cultures to bacteriophage 
groups and to develop a scheme of simultaneous identification and phagotyping of B. anthracis strains. Anthrax 
bacteriophages were divided into groups by their characteristics of specific lytic activity to anthrax strains and their 
cultural variants isolated by the indication of resistance to some of these phages. On the basis of the results of the 
study a scheme was developed for diversified use of anthrax bacteriophages Gamma А-26 and 186 for identification 
and phagotyping of B. anthracis strains the spectrum of lytic activity of which includes all the strains studied.
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Фагорезистентные варианты культур получали, 
отбирая выросшие колонии из зон лизиса штаммов 
B. аnthracis отдельными бактериофагами, отсевали 
на агар Хоттингера и, при получении хорошего роста, 
определяли чувствительность ко всем бактериофа-
гам.

Результаты и обсуждение. По широте спектра 
литического действия на 114 штаммов B. аnthracis 
перечисленные бактериофаги разделились на две 
группы: к первой группе были отнесены бактери-
офаги Гамма А-26, ВА-9, R/D-Ph-6, лизирующие 
99,1  % штаммов B. anthracis, ко второй  – 186, Fah-
ВНИИВВиМ, К ВИЭВ, Саратов, лизирующие 59,6–
65,8 % этих же штаммов.

Оценка результатов теста на лизабельность специ- 
фическими бактериофагами проводили визуально по 
характеру изменений газонно-
го роста тестируемой культуры 
в месте нанесения бактериофа-
га от полного лизиса культуры 
(++++ – безусловно положитель-
ный результат) до абсолютного 
отсутствия следов нанесения 
бактериофага (–  – безусловно 
отрицательный результат). Од-
нако помимо таких результатов 
встречаются промежуточные ва-
рианты: наличие единичных или 
множественных изолированных 
колоний в зоне лизиса, четко 
очерченная зона лизиса с покры-
вающей ее едва заметной плен-
кой культуры. Такие варианты 
зоны лизиса затрудняют четкую 
объективную оценку результатов 
теста. Их причиной является на-
личие в популяции исследуемых 
штаммов в различном соотноше-
нии чувствительных и резистент-
ных к конкретному бактериофагу 
бактериальных клеток. Наиболь-
шее затруднение вызывает оцен-
ка фагочувствительности штам-
мов при наличии множественных 
сливных колоний тестируемой 
культуры, носящих разреженный 
характер по отношению к окру-
жающему газонному росту. При 
оценке по 4-крестовой системе 
(++) это оценивается как отрица-
тельный результат. В то же самое 
время очевидно, что часть по-
пуляции штамма чувствительна, 
что особенно важно при иденти-
фикации культуры. 

Чтобы проверить это пред-
положение, нами были отобра-
ны 10 штаммов B. anthracis: 5/1, 
505/628, 542/151, 592/10, 646/294, 1194,1198, 1204, 
WAUm 44, у которых в зонах лизиса бактериофагами 
186, Fah-ВНИИВВиМ, К ВИЭВ, Саратов наблюдался 
рост культуры в виде пленки. Споры этих штаммов 
засевали на чашки Петри с агаром Хоттингера (рН 
7,4) таким образом, чтобы получить рост культуры в 
виде изолированных колоний. После инкубации в те-
чение 24 ч в посевах всех штаммов выделялись два 
типа колоний: 1 – колонии шероховатые, неровные, с 
отростками, переходящие в завитки в виде локонов 
волос; 2 – шероховатые, но более гладкие и выпуклые 
блестящие, меньшие по размерам круглые с очень 

мелким завитком по краю колоний. По существую-
щей классификации колоний B. anthracis, первые из 
них относятся к R-типу, а вторые к S- или OS-типу [3].

Культуры, отобранные из колоний выраженных R- 
и S-типов, проверяли на чувствительность ко всем 
бактериофагам. Первые из них лизировались всеми 
бактериофагами, а вторые – только бактериофагами 
Гамма А-26, ВА-9; R/D-Ph-6 (рис. – А и Б). Результа-
ты на чувствительность к бактериофагам исходного 
штамма 646/294 и смеси выделенных его вариантов 
R и S типов (рис. – В и Г) выглядели однотипно: лизис 
культуры происходил только под действием бакте-
риофагов Гамма А-26, ВА-9 и R/D-Ph-6. Аналогичная 
закономерность в чувствительности к бактериофагам 
сходных по морфологии культуральных вариантов на-
блюдалась и у остальных штаммов.

Для выявления общих закономерностей фаго-
резистентности культур B. anthracis к различным 
специфичным бактериофагам представлялось це-
лесообразным сопоставить фагочувствительность 
к различным бактериофагам вариантов штаммов, 
предварительно выделенным по признаку фагорези-
стентности к отдельным из них.

При постановке теста на фагочувствительность 
штаммов сибиреязвенного микроба из зон лизиса 
было отобрано 102 культуральных варианта штаммов 
B. anthracis по признаку устойчивости к тому или ино-
му бактериофагу (табл.). 

Рис. Различная чувствительность культуральных вариантов двух типов B. anthracis 
к бактериофагам различных групп: А – вариант I типа в R-форме; Б – вариант II типа 

в OSS-форме; В – вариант II типа; Г – варианты I и II типа. В надписях на чашках 
обозначены бактериофаги: 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 106
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Чаще всего выделялись культуры, резистентные 
к бактериофагам Fah-ВНИИВВиМ (32), К ВИЭВ (23), 
Саратов (20), 186 (17) – всего 92 культуры. Из них 88 
(95,7  %) культур были резистентны к литическому 
действию всех бактериофагов этой группы, но ли-
зировались бактериофагами Гамма А-26, R/D-Ph-6, 
ВА-9. Только 4 из отобранных культур отличались от 
них по спектру фагорезистентности. Две из них были 
дополнительно чувствительны к бактериофагу 186, 
1 культура была чувствительна к бактериофагу Fah-
ВНИИВВиМ и 1 оказалась резистентной к действию 
всех бактериофагов.

Значительно реже выделялись варианты по при-
знаку резистентности к лизирующему действию бак-
териофагов ВА-9 (5), Гамма А-26 (3) и R/D-Ph-6 (2). 
Все 10 культур были нечувствительны к бактерио-
фагам Гамма А-26 и ВА-9, но 4 из них были чувстви-
тельны к бактериофагам R/D-Ph-6, Fah-ВНИИВВиМ, 
К ВИЭВ, Саратов, 186 и 1 была аналогична им, за 
исключением резистентности к бактериофагу Fah-
ВНИИВВиМ. Остальные 5 культур отличались полире-
зистентностью к действию специфических сибиреяз-
венных бактериофагов – 4 были нечувствительны ко 
всем бактериофагам, 1 лизировалась только бакте-
риофагом Саратов.

На основе анализа данных, приведенных в табли-
це, представляется возможным выделить 3 группы 
фагорезистентных вариантов штаммов B. anthracis, 
имеющие общие закономерности внутри каждой 
группы в чувствительности к изученным бактериофа-
гам:

1) культуральные варианты, выделенные по при-
знаку резистентности к бактериофагам Гамма А-26 и 
ВА-9;

2) культуральные варианты, выделенные по при-
знаку резистентности к бактериофагам К ВИЭВ, Fah-
ВНИИВВиМ, Саратов, 186;

3) культуральные варианты, выделенные по при-
знаку резистентности к бактериофагу R/D-Ph-6.

Культуральные варианты первой группы, выде-
ленные по признаку резистентности к бактериофагам 
Гамма А-26 и ВА-9, составили 7,8 % от общего числа 
и сохраняли фагорезистентность к обоим бактерио-
фагам, при этом резистентность к литическому дей-
ствию остальных бактериофагов проявлялась лишь в 
18–38 %.

Фагорезистентные варианты второй группы со-
ставляли 90,2 % и еще более четко демонстрировали 
различия в чувствительности к различным группам 

бактериофагов. Резистентным к действию бактери-
офагов Гамма А-26, ВА-9 R/D-Ph-6 оказался только 
1  % культур (1 вариант был резистентен к действию 
всех бактериофагов), тогда как 98–100 % из них были 
устойчивы к специфическому действию бактериофа-
гов К ВИЭВ, Fah-ВНИИВВиМ, Саратов, 186. 

Немногочисленные культуральные варианты  
B. anthracis третьей группы – 2,0  % (2) были рези-
стентны к действию всех использованных в работе 
бактериофагов. В отличие от результатов воздействия 
на штаммы B. аnthracis в целом, по литическому дей-
ствию на их фагорезистентные варианты все изучен-
ные бактериофаги можно разделить на три группы:

1) Гамма А-26, ВА-9;
2) К ВИЭВ, Fah-ВНИИВВиМ, Саратов, 186;
3) R/D-Ph-6.
Бактериофаги первой группы по результатам воз-

действия на все 102 фагорезистентных варианта да-
вали 100  %-ное совпадение (92 положительных, 10 
отрицательных) результатов.

Бактериофаги второй группы наиболее часто вы-
являют резистентные по отношению к ним варианты 
штаммов B. anthracis, причем в зоне лизиса нередко 
находятся множественные резистентные колонии, 
затрудняющие учет результатов теста. Совпадение 
результатов определения чувствительности к бак-
териофагам этой группы вариантов, выделенных по 
признаку резистентности к отдельным из них, состав-
ляло 96,8 %.

Бактериофаг R/D-Ph-6 несколько отличается 
по своему спектру литической активности от бак-
териофагов первой и второй группы. Он, так же как 
и бактериофаги Гамма А-26 и ВА-9, лизировал все 
культуральные варианты, выделенные по признаку 
резистентности к бактериофагам второй группы, но, 
кроме того, лизировал и 62,5 % вариантов, выделен-
ных по признаку резистентности к бактериофагам 
первой группы. Применение данного бактериофага 
позволило выделить наименьшее количество рези-
стентных культур (2), которые оказались нечувстви-
тельны к действию всех бактериофагов. Из общего 
числа фагорезистентных культур (102) бактериофа-
гом R/D-Ph-6 не лизировалось наименьшее количе-
ство культур (5). Все они были резистентны ко всем 
испытанным бактериофагам. 

При анализе полученных результатов становится 
очевидным, что для выявления особенностей культур 
B. anthracis по чувствительности к специфическим 
бактериофагам достаточно применения двух бакте-

Таблица
Количество выделенных фагорезистентных вариантов B. anthracis по отношению к бактериофагам  

Гамма А-26, ВА-9, R/D-Ph-6, К ВИЭВ, Fah-ВНИИВВиМ, Саратов, 186 и характеристика  
их чувствительности к указанным бактериофагам

Варианты культур,  
выделенные по признаку 

резистентности  
к бактериофагам

Количество фа-
горезистентных 

вариантов

Из общего числа чувствительны  
к лизирующему действию бактериофагов

Гамма 
А-26 ВА-9 R/D-

Ph-6
Fah-

ВНИИВВиМ К ВИЭВ Саратов 186

Гамма А-26 3 0/0* 0/0 2/67 2/67 2/67 3/100 2/67
ВА-9 5 0/0 0/0 4/80 3/60 4/80 4/80 4/80
Fah-
ВНИИВВиМ

32 31/97 31/97 31/97 1/3 0/0 0/0 0/0

К ВИЭВ 23 23/100 23/100 23/100 0/0 0/0 0/0 0/0
Саратов 20 20/100 20/100 20/100 0/0 0/0 0/0 2/10
186 17 17/100 17/100 17/100 0/0 0/0 0/0 0/0
R/D-Ph-6 2 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0
Всего 102

* 0/0 – количество лизирующихся культур/процент лизирующихся от общего числа культур.
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риофагов из различных групп по широте литическо-
го спектра. Нами были выбраны бактериофаги Гамма 
А-26 и 186.

Таким образом, в результате проведенных иссле-
дований были выявлены различия в чувствительности 
к литическому действию сибиреязвенных бактерио-
фагов штаммов B. anthracis и их вариантов, имеющих 
различия по культурально-морфологическим свой-
ствам. Учитывая значительную частоту встречаемо-
сти штаммов B. anthracis и их культуральных вариан-
тов, нечувствительных к специфическому действию 
бактериофагов К ВИЭВ, Fah-ВНИИВВиМ, Саратов, 
186, а также общность культурально-морфологиче-
ских свойств этих культур, нами была поставлена за-
дача разработать схему комплексного применения 
сибиреязвенных бактериофагов с различным спек-
тром специфической активности с целью идентифи-
кации и фаготипирования штаммов сибиреязвенного 
микроба.

Наиболее различающиеся по спектру специ- 
фической активности, как в отношении штаммов  
B. anthracis, так и их различных фагорезистентных 
культуральных вариантов, были группы бактерио-
фагов Гамма А-26, ВА-9 и К ВИЭВ, Fah-ВНИИВВиМ, 
Саратов, 186, а в совокупности они лизировали все 
изученные 114 штаммов. Исходя из этого нами были 
выбраны представители этих двух групп для их ком-
плексного применения в целях одновременной иден-
тификации и фаготипирования штаммов сибире-
язвенного микроба. Из первой группы был выбран 
бактериофаг Гамма А-26 (при равной с ВА-9 специ-
фической активности бактериофаг Гамма А-26 выпу-
скается в виде коммерческого препарата). Из второй 
группы бактериофагов предпочтение в применении 
для фаготипирования штаммов сибиреязвенного 
микроба было отдано бактериофагу 186, так как он 
лизировал большее количество штаммов  – 65,7  % 
и обеспечивал более четкие результаты теста по 
сравнению с другими бактериофагами этой группы – 
больший процент положительных результатов на 4+ и 
абсолютно отрицательных результатов.

На основании изложенного была разработана 
следующая схема проведения комплексного теста 

для одновременной идентификации и фаготипиро-
вания штаммов сибиреязвенного микроба. В основе 
теста лежит параллельное определение чувствитель-
ности штаммов B. anthracis к бактериофагам Гамма 
А-26 и 186 чашечным методом. Тестирование со-
провождается двумя контролями: положительным  –  
B. anthracis СТИ, отрицательным  – близкородствен-
ный сапрофит рода Bacillus, резистентный к дей-
ствию сибиреязвенных бактериофагов.

При наличии у изучаемого штамма чувствитель-
ности к литическому действию хотя бы к одному из 
двух бактериофагов идентификационный тест можно 
считать положительным. В зависимости от наличия 
чувствительности к литическому действию обоих бак-
териофагов или одного из них определяется один из 
3 фаготипов:

– фаготип 1 – культура чувствительна к обоим бак-
териофагам;

– фаготип 2 – культура чувствительна только к бак-
териофагу Гамма А-26;

– фаготип 3 – культура чувствительна только к бак-
териофагу 186.

При фаготипировании предлагаемым методом 
114 штаммов B. anthracis идентификационный тест 
был положителен у всех штаммов, к фаготипу 1 при-
надлежали 74,6 %, к фаготипу 2 – 24,5 % и к фаготипу 
3 – 0,9 % исследованных штаммов. Наиболее типич-
ными являются штаммы, относящиеся к фаготипу 1. 
Штаммы фаготипов 2 и 3 представляют интерес для 
всестороннего изучения их биологических фенотипи-
ческих и генетических свойств.

Заключение. Различия в спектре специфической 
активности сибиреязвенных бактериофагов обосно-
вывают их комплексное применение, обеспечиваю-
щее идентификацию 100 % штаммов B. anthracis.

Помимо обеспечения проведения одного из ос-
новных тестов идентификации штаммов возбудителя 
сибирской язвы, специфические бактериофаги явля-
ются инструментом в изучении их индивидуальных 
особенностей и свойств и способны выявлять культу-
ры различных фаготипов, представляющие интерес 
для изучения биологических особенностей атипич-
ных штаммов B. anthracis.
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