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УДК 579.62 

Дано описание процесса выделения бактериофагов из патологического ма-
териала, получения фаголизата и применение его для лечения гнойного отита 
у собаки. Известно, что в настоящее время появляются антибиотикорезистент-
ные штаммы микроорганизмов и бактериофаги могут служить альтернативным 
источником антибактериальных средств терапии. В рамках данного исследова-
ния объектом служила собака породы кокер спаниель, страдающая гнойным 
отитом. Стандартное лечение, направленное на подавление патогенной мик-
рофлоры, результатов не дало, микрофлора гнойного экссудата in vitro оказа-
лась нечувствительной к антибиотикам. Асептически собрав гнойный экссудат, 
мы провели индикацию и идентификацию микрофлоры, а затем выделили из 
данного патологического материала стафилококковый и протейный бактерио-
фаги. На следующем этапе исследований определили чувствительность и спе-
цифичность фаголизата к соответствующей микрофлоре, а также установили 
титр бактериофагов по методу Аппельмана и Грациа. После лабораторных ис-
пытаний полученного фаголизата перешли к фаготерапии гнойного отита, ко-
торая оказала терапевтический эффект в течение трех дней. 

Ключевые слова: гноеродные микроорганизмы, бактериофаги, титр по методу 
Аппельмана и Грациа. 

 
Бактериофаг – ультрамикроскопиче-

ский, внутриклеточный облигатный пара-
зит-вирус, лизирующий бактерии и акти-
номицеты. Впервые явление бактериофа-
гии наблюдал в 1898 г. Н.Ф. Гамалея, 
позднее – Туорт в 1915 г. и д'Эррелль в 
1917 г. [4]. Бактериофагу присущи на-
следственность, изменчивость, приспо-
собляемость и другие свойства вирусов. 
Они несут всю информацию, необходи-
мую для процесса их репродукции в соот-
ветствующих клетках, но не имеют собст-
венного механизма для генерации энер-
гии и рибосом для синтеза белков. Кор-
пускулы бактериофагов имеют форму 

сперматозоидов, состоят из сферической, 
цилиндрической или многогранной го-
ловки и короткого или длинного, прямого 
или изогнутого отростка. Каждая фаговая 
частица (вирион) содержит геном, пред-
ставленный молекулой ДНК или РНК, за-
ключенный в белковую или липопротеи-
новую оболочку (капсид), которые вместе 
формируют нуклеокапсид. В отростке фа-
говой корпускулы имеется футляр и цен-
трально расположенный стерженек бел-
ковой природы, так хвостовой отросток 
напоминает иглу для шприца. На конце 
отросток имеет утолщение в виде пла-
стинки, от которого отходят белковые ни-
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ти диаметром не более 2 миллимикронов 
[2, 4]. Размер различных фагов колеблет-
ся от 0,1 мкм в диаметре до 20 мкм [1], 
хвост фага в 1,5 раза длиннее головы и в 
4 раза тоньше [4]. 

Бактериофаги широко распростране-
ны в природе. Почти везде, где условия 
обитания благоприятны для размножения 
бактерий и актиномицетов, удается обна-
ружить паразитирующие в их клетках 
бактериофаги. Они поражают более 140 
различных родов бактерий [2, 6]. Их мож-
но обнаружить в организмах животных, а 
также в желудочно-кишечном тракте, на 
коже и слизистых человека, таким обра-
зом, фаги – нормальные симбионты тела 
человека [4]. С.В. Цыганова (2009) для 
выделения бактериофагов методом обога-
щения в качестве источников фагов ис-
пользовала внутренние органы гусей и 
сточные воды птицехозяйства. Таким об-
разом, выделить бактериофаг можно из 
различных материалов, где могли раньше 
или в данный момент присутствовать 
бактерии, на которых выделенный фаг 
размножается. При отсутствии подходя-
щих хозяев многие фаги могут сохранять 
способность к инфицированию десятиле-
тиями, если не будут повреждены внеш-
ними агентами [2]. 

В литературе имеются сообщения, сви-
детельствующие о положительном лечеб-
но-профилактическом действии препара-
тов бактериофагов при использовании их 
во время эпидемии холеры, при дизенте-
рии и других желудочно-кишечных болез-
нях. Фаги применяют в хирургической и 
акушерско-гинекологической практике. 

Отдельные попытки использования 
различных бактериофагов при инфекци-
онных болезнях животных были предпри-
няты в 20–30-х годах. Д'Эрелль (1928, 
1935) пытался использовать фаги при 
пуллорозе-тифе у кур. 

И.Ф. Квеситадзе (1957) применил бак-
териофаг для лечения 6 000 больных 
сальмонеллёзом телят. Эффективность 
фаготерапии сальмонеллёзных телят в от-
дельных хозяйствах достигала 90–100 %. 

К.Н. Шерстобаев (1949) использовал 

бактериофаг для лечения и профилактики 
колибактериоза поросят. При лечении 
4 964 поросят было отмечено выздоров-
ление у 95,6 % животных. 

И.Л. Бирюков и Р.К. Петренко (1958) 
сообщили, что дача цыплятам пуллорум-
фага предохраняла их от пуллороза на 
90 % в лабораторных и до 80 % в произ-
водственных условиях [3]. 

С открытием и развитием антибиоти-
ков бактериофаги были незаслуженно за-
быты. Однако в настоящее время на фоне 
появления антибиотикорезистентных 
штаммов микроорганизмов бактериофаги 
могут служить альтернативным источни-
ком антибактериальных средств терапии. 

Цель исследования – получить бак-
териофаги для лечения гнойного отита у 
собак. 

Задачи: 
1) произвести отбор патологического 

материала (экссудат из среднего и наруж-
ного уха) от больного животного; 

2) определить состав микрофлоры в 
полученном экссудате; 

3) выделить бактериофаги из патоло-
гического материала и установить их ли-
тическую активность в отношении соот-
ветствующих микроорганизмов; 

4) провести фаготерапию полученным 
фаголизатом. 

Материалы и методы исследования 
Объект исследования – собака породы 

американский кокер спаниель, страдаю-
щая отитом наружного и среднего уха. 

Материалом для исследования служи-
ли: экссудат из ушей, собранный асепти-
чески стерильным инструментом в сте-
рильную одноразовую емкость; выделен-
ные из экссудата микроорганизмы и по-
лученные к ним бактериофаги. Метод ис-
следования – бактериологический.  

Для выделения фага исследуемый ма-
териал высевали на мясопептонный агар 
(МПА) в чашки Петри и на селективные 
питательные среды, инкубировали при 
37 ºС и через 24 часа получали колонии 
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микроорганизмов, которые характеризо-
вали по морфологическим признакам, ок-
рашивали по Граму, при необходимости 
проводили серологическую идентифика-
цию. Далее усиливали патогенные и ви-
рулентные свойства соответствующих 
бактерий, и в фазе логарифмического 
роста засевали их на мясопептонный 
бульон (МПБ) совместно с патологиче-
ским материалом. Бульон инкубировали 
при 37 °С в течение 18–24 часов, затем 
проводили ряд процедур для удаления ос-
тавшихся бактерий. На первом этапе очи-
стки среду фильтровали через ватно-мар-
левый и бумажный фильтры, прогревали 
в циркуляционном термостате TW2 при 
температуре 60 ºС в течение 30 мин, за-
тем центрифугировали 20 мин при 
3 000 об/мин и добавляли хлороформ в 
соотношении 1 капля на 10 мл фаголиза-
та. Очистку бактериофага от бактериаль-
ных клеток, эндотоксина и балластных 
веществ осуществляли осветляющей мик-
рофильтрацией через мембраны Влади-
пор марки МФАС-ОС-3 с размером пор 
0,8 мкм, затем МФАС-ОС-2 с размером 
пор 0,45 мкм, которые представляют со-
бой мелкопористый пленочный материал, 
изготовленный на основе смеси ацетатов 
целлюлозы. В итоге фаголизаты подвер-
гали стерилизующей фильтрации с помо-
щью фильтрующей насадки фирмы 
«Millipore Millex-GP» с полиэфирсульфо-

новым наполнителем и диаметром пор 
0,22 мкм (рис. 1). Фаголизат собирали в 
стерильные одноразовые пробирки в ус-
ловиях ламинарного бокса. 

Результаты исследования 
В результате инкубации посеянного на 

мясопептонный агар экссудата получили 
гладкие, выпуклые, с желтоватым пигмен-
том колонии стафилококков; единичные 
мелкие серые колонии стрептококков и 
протей, который занимал 70–75 % площа-
ди чашки Петри. При этом отмечен харак-
терный гнилостный запах и феномен рое-
ния протея. 

Для селективного обогащения стафи-
лококков использовали солевой бульон 
(МПБ с 6,5 % NaCl). Через 24 часа после 
инкубирования при 37 ºС произвели пере-
сев на желточно-солевой агар, электив-
ность которого обеспечивается высоким 
содержанием хлористого натрия, а добав-
ленный яичный желток позволяет выяв-
лять лецитовителлазную активность, кото-
рая является одним из показателей пато-
генности стафилококков. После 18 часов 
инкубации получили рост колоний, мор-
фологически похожих на золотистый ста-
филококк (рис. 2), поэтому продолжили 
исследование и пересеяли типичные коло-
нии на скошенный мясопептонный агар 
для последующей проверки выросших 
культур в реакции плазмокоагуляции. На 

Рис. 2. Колонии золотистого стафилококка 
на желточно-солевом агаре 

Рис. 1. Стерилизующая фильтрация 
стерильной насадкой фирмы  

«Millipore Millex-GP» 
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следующий день поставили реакцию с 
плазмой крови кролика, которая дала по-
ложительный результат и подтвердила на-
личие S. aureus в исследуемом экссудате.  

Учитывая результаты идентификации 
возбудителей, решили выделить бактерио-
фаги к золотистому стафилококку и про-
тею. После стандартной процедуры очист-
ки фаголизата от бактерий и их частиц оп-
ределяли чувствительность, специфич-
ность и титр полученных бактериофагов. 

Полученные фаголизаты проверили 
методом «стекающей капли» по Отто на 
чувствительность и специфичность в от-
ношении протея и золотистого стафило-
кокка. Для определения данных показате-
лей взвесь суточных культур St. aureus, 
Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, E. coli, 
Streptococcus haemolyticus, Salmonella 
typhimurium посеяли газоном на твердые 
питательные среды в чашки Петри, под-
сушили и внесли по капле испытуемых 
фаголизатов. На следующий день после 
инкубирования при 37 °С в чашках с St. 
aureus, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis 
обнаружены зоны лизиса различного диа-
метра, в остальных чашках наблюдали 
сплошной рост культуры (таблица). Ре-
зультаты оценивали следующим образом: 

- отсутствие лизиса; 
+ лизис по ходу стекания капли; 
++ лизис по ходу стекания капли и на-

личие стерильных пятен; 
+++ наличие стерильного пятна и зон 

лизиса.  
Таким образом, видно, что полученные 

нами фаголизаты проявляют специфич-
ность и чувствительность в отношении со-
ответствующих бактерий. Наиболее выра-
женное и крупное стерильное пятно полу-
чено для Proteus vulgaris (рис. 3). 

Далее необходимо было определить ак-

тивность полученных бактериофагов и ус-
тановить их титр по Аппельману и Грациа. 

Для определения титра по методу Ап-
пельмана использовали 12 пробирок с 
4,5 мл мясопептонного бульона в каждой. 
В первую пробирку внесли 0,5 мл иссле-
дуемого фага, содержимое пробирки тща-
тельно перемешали. Из этой пробирки 
0,5 мл перенесли в следующую и т.д., 
приготовив ряд 10-кратных разведений 
фага (10–1–10–10). В каждую пробирку 
приготовленного ряда внесли по одной 
капле соответствующей бульонной куль-
туры. Пробирки №№ 11, 12 служили кон-
тролем, в одну из них внесли 0,5 мл ис-
следуемого фага (контроль на отсутствие 
бактерий в исследуемом фаге), в другую 
пробирку – одну каплю микробной куль-
туры (контроль культуры). Все пробирки 
поместили в термостат на 18 ч. Титр фага 
определяли по наибольшему разведению 
препарата, в котором была обнаружена 
литическая активность. В итоге получили 
титр 10–7 для стафилококкового бакте-
риофага и 10–8 для протейного. 

Далее определяли титр данных фаголи-
затов методом агаровых слоев по Грациа, 
используя разведения бактериофагов, по-
казавших титр по Аппельману от 10–6 до 
10–10. В чашки Петри заливали 0,5 %-ный 
МПА с генцианвиолетом (0,1 мл 0,4 %-но-
го генцианвиолета на 1 дм3 среды) и под-
сушивали в термостате до полного удале-
ния конденсата. Затем 0,7 %-ный МПА в 
пробирках по 2,5 мл в каждой расплавляли 
на водяной бане и охлаждали до 48–50 ºС, 
вносили 0,1 мл 1-миллиардной взвеси со-
ответствующей суточной агаровой культу-
ры и добавляли 1 мл соответствующего 
разведения исследуемого бактериофага, 
тщательно перемешивали вращательными 
движениями и содержимое пробирки вы-

Результаты определения чувствительности и специфичности фаголизатов 
Вид микроорганизмов Фаголизат  

к St. aureus 
Фаголизат  
к протею 

Контроль  

St. aureus ++ - - 
Proteus vulgaris - +++ - 
Proteus mirabilis - + - 

E. coli - - - 
Streptococcus haemolyticus - - - 

Salmonella typhimurium - - - 
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ливали в чашку Петри с МПА (вторым 
слоем). Смесь равномерно распределяли 
по поверхности агара и оставляли чашку в 
горизонтальном положении на 40–50 мин, 
то есть до полного охлаждения агара. За-
тем чашки слегка подсушили и инкубиро-
вали в термостате при 37 ºС в течение  
18–20 ч. На следующий день на фоне рав-
номерного роста микробов отмечали нега-
тивные колонии, обусловленные лизисом 
микробной культуры в результате дейст-
вия бактериофага (рис. 4). 

Таким образом, допуская, что каждый 
участок лизиса образовался в результате 
действия одной корпускулы фага, мы рас-
считали количество активных корпускул 
фага в 1 мл препарата и получили титр 
протейного бактериофага по Грациа 
15×108 или 1,5×109. Данный титр стафи-
лококкового фагового препарата оказался 
на порядок ниже и составил 8×106. 

Полученные фаголизаты объединили 
в стерильную одноразовую пробирку и 
обрабатали уши собаки созданным бакте-
риофаговым препаратом. Терапевтиче-

ский эффект был отмечен уже в первые 
сутки после обработки, количество экссу-
дата резко снизилось, исчез неприятный 
запах из ушей. Через три дня гнойные ис-
течения из ушных раковин прекратились, 
т.е. был достигнут лечебный результат. 

Выводы 
Полученные нами фаголизаты прояви-

ли специфичность и чувствительность в 
отношении St. aureus, Proteus vulgaris и 
Proteus mirabilis. Наиболее выраженное и 
крупное стерильное пятно получено для 
Proteus vulgaris. Двумя способами уста-
новлены титры бактериофагов: по Ап-
пельману получили титр 10–7 для стафи-
лококкового бактериофага и 10–8 для про-
тейного; по Грациа – 8×106 и 1,5×109 со-
ответственно. Фаготерапия показала вы-
сокий терапевтический эффект, который 
был достигнут за три дня. 
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Рис. 3. Стерильное пятно протейного фага 

Рис. 4. Результаты титрования протейного 
фага по методу агаровых слоев 
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The article shows the process of extracting bacteriophages from pathological material, obtaining 

bacteriophages drug and using phagotherapy for therapy of purulent otitis in dogs. It is known that there 
are antibiotic-resistant strains of microorganisms and bacteriophages can be an alternative source of 
antibacterial means of therapy. A cocker spaniel having purulent otitis served as the object of our 
research. Standard treatment directed at suppression of pathogenic microflora didn't show any results, the 
microflora of purulent effluent in vitro was not sensitive to antibiotics. Purulent effluent was collected 
aseptically, and after indication and identification of its microflora, then we allocated Staphylococcus 
and Proteus bacteriophages from this pathological material. At the next stage of research we determined 
sensitivity and specificity of bacteriophages to the corresponding microflora, and also bacteriophages 
titer using Appelman and Gratsia method. After laboratory testing of phagolysate, phagotherapy was 
applied to purulent otitis and showed therapeutic effect within three days. 
 

Keywords: pyogenic microorganisms, bacteriophages, the titer of bacteriophages by Appelman's 
and Gratsia's method. 
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