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ВВЕДЕНИЕ

По современной классификации фаги раз-
делены на 3 отряда (порядка): Caudovirales, 
Mononegavirales, Nidovirales, 61 семейство, 214 
родов и около 3600 видов. Около 96 % известных 
фагов принадлежит порядку Caudovirales - хво-
статые фаги [1, 8]. 

В последние десятилетия появилось множе-
ство работ, посвященных обнаружению, вы-
делению и изучению нитчатых фагов, принад-
лежащих к роду Inovirus семейства Inoviridae 
[3, 4]. Нитчатые фаги, широ ко распространен-
ные среди бактерий, инфицируют широкий 
круг грамотрицательных бактерий разных 
родов - Escherichia, Salmonella, Pseudomonas, 
Xanthomonas, Vibrio, Thermus, Neisseria и др. [2, 
11]. Наиболее изученные нитчатые фаги се-
мейства Inoviridae – M13, f1 и fd, объединенные 
в группу Ff, поскольку инфицируют Escherichia 
coli, несущие F-пили а также вследствие зави-
симости процесса инфицирования от наличия 
F-плазмиды [4, 6, 15]. Нитчатые фаги сальмо-
нелл уже нашли широкое применение в практи-
ке. На основе таких сальмонельных бактериофа-

гов, например, сделан биосенсор для детекции 
патогенных сальмонелл в медицинских и са-
нитарных пробах [1, 13, 16]. Такие бактериофа-
ги имеют большую перспективу для получения 
живых вакцинных препаратов для вакцинации 
против различных инфекционных заболеваний 
как вирусной, так и бактериальной этиологии 
[2].  Нитчатые умеренные бактериофаги саль-
монелл применяются и для конструирования 
интегративных векторов для эксперессии и кло-
нирования целевых чужеродных генов в хромо-
сому данной бактерии [3].

Нитчатые бактериофаги являются также 
тестерными биологическими объектами для 
испытания новых видов стерилизующих аген-
тов, так как они могут являться переносчиками 
островков патогенности и, следовательно, необ-
ходимым объектом стерилизации [4]. В течение 
ряда десятилетий Г.-В. Аккерман из Канады про-
водил регулярное исследование фаголизатов 
сальмонелл и других бактерий для идентифи-
кации все новых морфологий этих вирусов [8]. 
В последнее время такие регулярные исследова-
ния не проводятся и заполнение этой бреши в 
мировых исследованиях кажется весьма инте-
ресным как с чисто научной, так и практической 
точек зрения.

Одним из наиболее редко обнаруживаемым 
семейством бактериофагов являются Tectiviridae. 
Эта группа содержит липиды в составе своей 
оболочки и обработка хлороформом, которую 
производят большинство исследователей фа-
гов при выделении их из природы, исключает 
обнаружение липид-содержащих вирусов в та-
ких пробах. Наиболее изученным объектом из 
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этой группы является бактериофаг PRD1 [10, 
14]. Но и его достаточно редко обнаруживают в 
различных пробах из природы.  Каких либо со-
временных тест-систем для обнаружения этого 
бактериофага и родственных ему тетивирид по 
ДНК  пока не разработано. Tectiviridae имеют до-
статочно характерную морфологию и их одно-
значно можно идентифицировать на снимках 
ТЭМ.   С этой точки зрения описание новых мор-
фологии представителей этой группы вирусов в 
различных пробах из природы также дает новые 
сведения исследователям о встречаемости этих 
бактериофагов, их взаимоотношениях с различ-
ными штаммами бактерий и другими подроб-
ностями их экологии.

Хотя в настоящее время для оценки степени 
родства между фагами используют анализ гено-
ма фага [5, 12] большую роль в понимании клас-
сификации и морфологии фагов играет транс-
миссионная электронная микроскопия (ТЭМ). 
Результаты ее лежат в основе морфологической 
(морфотипической) классификации бактерио-
фагов. Данная классификация было предложена 
в 1960е годы А.Бредли [9] и А.С. Тихоненко [7] 
и используется в почти полной сохранности до 
настоящего времени. 

Цель работы - получить и исследовать фа-
голизаты различных сальмонелл и протея в ки-
шечнике лабораторных животных; исследовать 
данные фаголизаты на наличие более редко 
встречающихся морфотипов бактериофагов и 
провести морфологическую классификацию ча-
стиц на фотографиях полученных с помощью 
негативного окрашивания на трансмиссионной 
электронной микроскопии. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Среды. Для реализации поставленных задач 
использовали жидкие и твердые питательные 
среды. С целью получения сальмонеллезного 
фаголизата работали с забуференной пептон-
ной водой (ЗПВ) и селенитовым бульоном (ООО 
«НПЦ «Биокомпас-С» » г. Углич Ярославской об-
ласти (Россия)), средой для выделения протей-
ных бактериофагов служил мясо-пептонный 
бульон (МПБ) (ФБУН «ГНЦ ПБМ», п. Оболенск 
Московской области (Россия)). Для работы с 
тест-штаммами микроорганизмов использова-
ли висмут-сульфит агар (ВСА) и мясо-пептон-
ный агар (МПА) (ФБУН «ГНЦ ПБМ», п. Оболенск 
Московской области (Россия)), биохимическую 
идентификацию штаммов бактерий осущест-
вляли на микробиологическом анализаторе 
Multiskan FC (ThermoFisher Scientifi c Inc., Фин-
ляндия) с помощью тест-системы ЭНТЕРО-
тест24Н, типизацию бактерий рода Salmonella 
проводили сыворотками сальмонеллезными 
О-комплексными и монорецепторными О- и 

Н-агглютинирующими производства ФГУП 
«Курская биофабрика-«БИОК» (Россия).   

Штаммы. При этом работали с типичны-
ми по культуральным, морфологическим, фер-
ментативным и серологическим свойствам 
серотипами: S. Typhimurium, S. Infantis, S. 
Dublin, S. Enteritidis, S. Choleraesuis, S. Virchow, 
S. Gallinarum-Pullorum, S. Hamburg и Proteus 
vulgaris, Proteus mirabilis.

Материалы. Для приготовления сред и бу-
феров использовали российские реактивы ква-
лификации хч и осх. Использовали фильтры 
Владипор марки МФАС-ОС-3 и МФАС-ОС-2 (Рос-
сия), для ультрафильтрации Millipore Millex-GP 
(США) и Corning (Германия).

Основная методика получения и ис-
ледования фаголизатов. Методика. Для 
выделения изолятов фагов бактерий рода 
Salmonella и Proteus использовали белых лабо-
раторных разнополых мышей массой 16-18 г (n 
= 22). Опыты, выполненные с использованием 
лабораторных животных, проводили с соблю-
дением принципов гуманности, изложенных 
в директивах Европейского сообщества – Ев-
ропейской конвенции по защите животных 
(№86/609/ЕЕС, Страсбург, 1986) и Хельсинской 
декларации. Готовили суспензию суточной 
культуры соответствующих штаммов микро-
организмов в количестве 108МТ/мл и инокули-
ровали белым мышам внутрибрюшинно по 0,5 
см3. После гибели последних, отделяли тонкий 
и толстый кишечник и помещали его в жид-
кие питательные среды, соблюдая соотноше-
ние патологического материала и среды 1:10. 
Контрольной группе мышей внутрибрюшинно 
вводили по 0,5 см3 стерильного физиологиче-
ского раствора. В качестве питательных сред 
использовали мясо-пептонный бульон (МПБ), 
забуференную пептонную воду (ЗПВ) и селе-
нитовый бульон. При этом пользовались тра-
диционными приемами обогащения по ме-
тоду Адамса: пробы обогащали типичными 
по культуральным, морфологическим, фер-
ментативным и серологическим свойствам 
бактериями родов Salmonella и Proteus в ло-
гарифмической фазе роста. Очистку фаголи-
затов от бактериальных клеток, эндотоксина 
и балластных веществ осуществляли освет-
ляющей микрофильтрацией через мембраны 
Владипор марки МФАС-ОС-3 с размером пор 
0,8 мкм, затем МФАС-ОС-2 с размером пор 
0,45 мкм, которые представляют собой мел-
копористый пленочный материал, изготов-
ленный на основе смеси ацетатов целлюлозы. 
В итоге фаголизаты подвергали стерилизую-
щей фильтрации с помощью фильтрующей 
насадки фирмы Millipore Millex-GP с поли-
эфирсульфоновым наполнителем и диаме-
тром пор 0,22 мкм.
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Просвечивающая электронная микро-
скопия препаратов фагов. Морфологические 
особенности собственно фаговых частичек из-
учали в электронном микроскопе EM-1200EX 
(JEOL, Япония). Для подготовки образца лиза-
та проводили дробное центрифугирование: на 
первом этапе осуществляли центрифугирова-
ние на центрифуге СМ-6 (ELMI Ltd, Латвия) в 
режиме 3000 об/мин в течение 15 минут, затем 
супернатант фильтровали с помощью мембран-
ной насадки  Corning (Германия) с диаметром 
пор 0,20 мкм. На заключительном этапе фаги 
осаждали центрифугированием со скоростью 
15000 об/мин в течение 10 минут на центрифу-
ге MiniSpin Eppendorf (Германия). 10 мкл подго-
товленного таким образом образца наносили на 
формваровую пленку-подложку, через 1 минуту 
жидкую фазу удаляли фильтровальной бумагой, 
не допуская полного высыхания поверхности 
подложки. Адсорбированные на пленке бакте-
риофаги подвергали негативному контрастиро-
ванию 1% незабуференным раствором урани-
лацетата и микроскопировали при увеличении 
х50000. Полученные изображения использовали 
для морфометрического анализа выявленных 
морфотипов фагов.  Для этого характеризовали 
форму и тип фага, измеряли его величину, а так-
же размеры хвоста и диаметр головки. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ                                  
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

По результатам ТЭМ нами была изучена 
морфология выделенных бактериофагов, фаго-
подобных и вирусоподобных частиц. На осно-
вании полученных данных проанализированы 
семейства и морфотипы фагов по Бредли. 

Известно, что вирионы нитчатых фагов 
представляют собой длинные тонкие спираль-
но закрученные нити, внутри которых заклю-
чена циркулярно замкнутая однонитевая ДНК 
(ssDNA) [2]. Фагоподобные частицы, которые 
могут представлять собой бесхвостые бактерио-
фаги, были обнаружены нами посредством ТЭМ 
в фаголизате, обогащенном сальмонеллами се-
ротипа Choleraesuis. На снимке видны два объ-
екта длиной 600-1000 нм и толщиной около 35 
нм, по морфологии сходными с бактериофагами 
семейства Inoviridae морфотипа F1 (рис. 1).

По данным электронной микроскопии про-
тейный фаголизат отличался неоднородностью 
и содержал фаги разных морфотипов и семейств. 
В частности были обнаружены фаги семейства 
Siphoviridae морфотипа В1с и Podoviridae морфо-
типа С3. Кроме вышеописанных и идентифи-
цированных нами бактериофагов, в изучаемом 
лизате обнаружены вирусные частицы размером 
100 х 110 нм, которые по своей морфологии мо-
гут быть отнесены к семейству Tectiviridae (рис. 2).

 Предполагаем, что на рисунке 2 изображен 
капсид фага из семейства Tectiviridae с хорошо 
визуализируемой внутренней мембраной, окру-
женной белковой оболочкой. Необходимо отме-
тить, что определение семейства бактериофага, 

Рис. 1. Трансмиссионная электронная 
микроскопия фагового лизата Salmonella 
Choleraesuis. Частицы фагов  семейства 
Inoviridae отмечены белыми стрелками. 

Увеличение  х 30000. Масштабная линейка 200 нм. 
Контрастирование 1% уранилацетатом

 

 

Рис. 2. Трансмиссионная электронная 
микроскопия фагового лизата Proteus spp. 
В центре снимка крупная вирусоподобная 
частица, сходная с фагами из семейства 

Tectiviridae. Увеличение Х 50000. 
Масштабная линейка 100 нм. 

Контрастирование 1% уранилацетатом
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изображенного на рисунке 2, опираясь лишь на 
анализ снимков ТЭМ, яв ляется сложной зада-
чей. С одной стороны видно морфологическое 
сходство с представителями фагов семейства 
Tectiviridae, с другой стороны, диаметр капсида 
обнаруженных нами частиц  ориентировочно в 
два раза больше, чем диаметр вириона бактери-
офагов данного семейства.

Кроме того, на одном из ТЭМ снимков была 
обнаружена округлая вирусоподобная частица 
довольно большого размера (рис. 3). Ее длина 
была 87,5 нм и ширина 80 нм. Частица имела 
толстую двойную оболочку толщиной - 12,5 нм. 
При этом толщина внешнего покрова состав-
ляла 7,5 нм, а толщина внутреннего покрова - 5 
нм. Внешние покровы были разделены тонким 
промежутком. Можно однозначно сказать, что 
в форме частицы просматривается полигональ-
ность. Можно предположить, что эта частица 
по форме представляет собой слегка вытяну-
тый икосаэдр. Одна из вершин этого икосаэдра 
выглядит как отверстие, заткнутое подобием 
пробки, в форме усеченного конуса. Внутренняя 
камера частицы также имеет признаки полиго-
нальности. Внутренняя камера содержит комок 
электронно- прозрачного вещества, занимаю-
щего примерно 2/3 камеры. Исходя из структуры 

частицы можно предположить, что это частица 
вируса из семейства Tectiviridae. В этом случае 
отверстие в одной из вершин может служить для 
упаковки и выпуска ДНК из частицы. Вершина 
с отверстием у фагов семейства Tectiviridae при 
этом называется портальной вершиной. С до-
статочно большой долей уверенности можно го-
ворить, что это бактериофаг родственный фагу 
энтеробактерий PRD1. 
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КЭПВ – комок электронно- прозрачного 
вещества внутри камеры частицы
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The article presents the search for bacteriophages of rare morphotypes in phage lysates obtained 
inside the intestines of laboratory animals. In the Salmonella and Proteus phagolysates obtained by 
this method, bacteriophages of the Inoviridae and Tectiviridae families were found along with the tailed 
phages. Conducted morphological characteristics of the detected particles. Particles of Inoviridae had 
600-1000 nm and a thickness of about 35 nm. The Tectiviridae particles were 87.5 nm and 80 nm wide. 
The particle had a thick double shell with a thickness of 12.5 nm. The thickness of the outer cover was 
7.5 nm, and the thickness of the inner cover was 5 nm.
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