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РЕФЕРАТ 
В связи с ростом устойчивости возбудителей инфекционных болезней к антибактериальным препа-

ратам, включённых в схему терапевтических мероприятий животноводческих комплексов и отсутстви-
ем новых вариантов антибиотиков, всё большее внимание на себя привлекает фаготерапия. Глобаль-
ную проблему вызывают инфекционные болезни, ассоциированные с «ESKAPE» (Enterococcus faecium, 
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa и Entero-
bacter spp.). Обнаружение фагов к данным возбудителям является важнейшим этапом в разработке фа-
говой терапии для её внедрения в комплекс противоэпизоотических мероприятий. Сточные воды со-
держат весьма разнообразную популяцию бактерий и связанных с ними бактериофагов, соответствен-
но, это привлекательный источник бактериофагов против бактериальных патогенов, ассоциированных 
с инфекционными болезнями крупного рогатого скота. Поскольку сточные воды являются высоко кон-
таминированным материалом, их пробоподготовка представляет важный этап при выделении бакте-
риофагов. В данной работе представлен эффективный протокол подготовки сточных вод к выделению 
фагов, специфичных к Klebsiella pneumoniae, ассоциированной с бронхопневмонией крупного рогатого 
скота. Материал (n=25) подвергали многократной фильтрации с применением мембранных фильтров, 
имеющих диаметр пор 0,45 мкм и 0,22 мкм, и дальнейшим использованием метода накопления. 
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ABSTRACT 
In connection with the growing resistance of infectious agents to antibacterial drugs included in the scheme 

of therapeutic measures of livestock complexes and the lack of new antibiotic options, phagotherapy is attract-
ing more and more attention. Infectious diseases associated with «ESKAPE» (Enterococcus faecium, Staphylo-
coccus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa and Enterobacter 
spp.) are a global problem. Detection of phages to these pathogens is the most important step in the develop-
ment of phage therapy for its introduction into the complex of anti-epizootic measures. Wastewater contains a 
highly diverse population of bacteria and associated bacteriophages and is therefore an attractive source of 
bacteriophages against bacterial pathogens associated with infectious diseases of cattle. Since wastewater is a 
highly contaminated material, its sample preparation represents an important step in the isolation of bacterio-
phages. This work presents an efficient protocol for the preparation of wastewater for the isolation of phages 
specific to Klebsiella pneumoniae associated with bovine bronchopneumonia. The material (n=25) was sub-
jected to multiple filtrations using membrane filters with pore diameters of 0.45 µm and 0.22 µm and further 
using the accumulation method. 
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ВВЕДЕНИЕ 
Фаготерапия является интенсивно развиваю-

щееся отраслью в настоящее время. Это связано 
с ростом числа возбудителей инфекционных бо-
лезней, устойчивых к противомикробным препа-
ратам, и отсутствием новых вариантов антибио-
тиков [3]. Однако прежде чем какой-либо фаг 
можно будет применить в соответствии с его 
биологическими свойствами, его необходимо 
сначала выделить. Таким образом, выделение 
является важным этапом при фаготерапии. Су-
ществует ряд методов, как классических, так и 
модифицированных, с помощью которых можно 
выделять фаги, выбор подходящего метода зави-
сит от предполагаемого использования фага. 
Следует отметить и тот факт, что процесс выде-
ления специфического к определённому возбуди-
телю фага необходимо проводить постоянно с 
определённой периодичностью. Это связано с 
тем, что иммунная система распознаёт их как 
чужеродные и может вырабатывать нейтрализу-
ющие антитела против конкретного фага. Так же 
высок риск последующего развития резистентно-
сти к конкретному фагу во время проведения 
терапевтического курса фаготерапии [1,2]. 
Наиболее привлекательным источником для по-
иска фагов специфичных к возбудителям инфек-
ционных болезней животных, в том числе брон-
хопневмонии, являются сточные воды животно-
водческих комплексов [1,4]. 

Инфекции, ассоциированные с 
«ESKAPE» (Enterococcus faecium, Staphylococcus 
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter bau-
mannii, Pseudomonas aeruginosa и Enterobacter 
spp.) представляют собой глобальную проблему 
для животноводства из-за их обширной устойчи-
вости к антибиотикам и способности быстро при-
обретать факторы резистентности [5]. Опублико-
вано множество разнообразных протоколов для 
изолирования фагов из объектов окружающей 
среды с целью их дальнейшего применения в тера-
певтических целях при инфекционных болезнях 
животных. Выбор метода зависит прежде всего от 
особенностей возбудителя. Нужно отметить также 
что для включения в схему противоэпизоотиче-
ских мероприятий пригодны исключительно бак-
териофаги с литическим циклом развития [6,7]. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Материалом для выделения бактериофагов, 

специфичных к гипермукоидным изолятам 
Klebsiella pneumoniae, явились сточные воды жи-
вотноводческих комплексов (n=25) Ленинградской 
области. Отбор проводили в одноразовые стериль-
ные контейнеры (120,0 мл, «Гермен»). Пробы до-
ставляли для исследования в течение трёх часов с 
момента отбора в изотермической сумке. 

В качестве индикаторных штаммов примени-
ли изоляты Klebsiella pneumoniae, заблаговремен-
но выделенные из носоглоточной слизи телят с 
признаками бронхопневмонии. 

Первичную фильтрацию сточных вод прово-
дили с применением вакуумной фильтрационной 
системы. Для получения пермеата для дальней-
шей пробоподготовки были взяты стерильные 
мембранные фильтры из смешанных эфиров цел-
люлозы с диаметром пор 0,45 мкм (Membrane 
Solutions). На каждые 50,0 мл сточных вод затра-
чивался один фильтрационный диск. Центрифу-
гирование проводили 30 мин 5000 об/мин в сте-
рильной конической центрифужной пробирке с 
винтовой крышкой (GONGDONG, Китай). Су-
пернатант трижды очищали при помощи стериль-
ных шприцевых фильтрующих насадок с диамет-
ром пор 0,22 мкм (Membrane Solutions). С целью 
первичного выделения фагов из подготовленного 
материала применили метод накопления [1, 8]. В 
флакон с 100 мл МПА вносили по 1,0 мл трёх 18–
часовых бульонных культур Klebsiella pneumoni-
ae, выделенных из носоглоточной слизи телят с 
признаками бронхопневмонии, и инкубировали 3 
часа при 37,0℃. Затем вносили 20 мл исследуе-
мого фильтрата. Флакон инкубировали 18 часов 
при 37,0℃, периодически перемешивая. По исте-
чению 18 часов проводили фильтрацию с приме-
нением стерильных шприцевых фильтрующих 
насадок (диаметр пор 0,22 мкм).  

Наличие фаговых частиц в исследуемом матери-
але оценивали по методу Грациа согласно Государ-
ственной фармакопейной статье ОФС.1.7.1.0002.15. 
Мясопептонный 1,5% агар (ГРМ–агар) разливали в 
чашки Петри (диаметром 90 мм) по 20 ± 2 мл и под-
сушивали в стерильных условиях. Готовили деся-
тикратные последовательные разведения иссле-
дуемого фильтрата сточных вод в физиологиче-

Порядок фильтрации Визуальная оценка 
Микробная обсеменённость 

(КОЕ/мл) 

1 (мембранные фильтры из сме-
шанных эфиров целлюлозы с 
диаметром пор 0,45 мкм). 

Цвет от тёмно-коричневого до шафраново-
го. Значительная мутность, мелкие приме-
си. 

В 8 образцах от 4,3 
×103±0,83×103 до 38,5 
×103±1,62×103 

2 (мембранные фильтры 0,22 
мкм, Membrane Solutions) 

Цвет от шафранового до блестящего 
жёлтого. Мутность и примеси отсутству-
ют. 

В 3 образцах от 1,4×103±0,75×103 

до 5,3 ×103±0,92×103 

3 (мембранные фильтры 0,22 
мкм, Membrane Solutions) 

Цвет светло-песочный. Мутность и при-
меси отсутствуют. 

Отсутствует 

4 (мембранные фильтры 0,22 
мкм, Membrane Solutions) 

Цвет светло-песочный. Мутность и при-
меси отсутствуют. 

Отсутствует 

5 (мембранные фильтры 0,22 
мкм, Membrane Solutions) 

Цвет льняной. Мутность и примеси от-
сутствуют. 

Отсутствует 

Таблица 1. Результаты оценки эффективности пробоподготовки сточных вод животноводче-
ских комплексов. 

Table 1. Results of the assessment of the effectiveness of sample preparation of wastewater  from live-
stock complexes. 



Нормативно-правовое регулирование в ветеринарии / Legal regulation in veterinary medicine, № 1, 2025 г. 39 

ском растворе по методу Аппельмана от 10-1 до 
10-5. В стерильную пробирку вносили 2,5 мл, 
расплавленного и остуженного до 45℃ 0,7% мя-
сопептонного агара, затем добавляли 0,1 мл фильтра-
та и 0,5 мл суточной бульонной культуры Klebsiella 
pneumoniae. Содержимое пробирок быстро переме-
шивали вращением и выливали вторым слоем на 
поверхность 1,5% агара в чашки Петри. После засты-
вания верхнего слоя агара чашки инкубировали в 
течение 18 ч при температуре 37℃±1. Учёт проводи-
ли визуально, оценивая наличие стерильных пятен. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
На каждом этапе пробоподготовки сточных 

вод (n=25) животноводческих комплексов прово-
дили визуальную оценку фильтрата и анализ бак-
териальной загрязнённости. Визуальную оценку 
проводили невооружённым глазом, просматривая 
пермеат в проходящем свете и обращая внимание 
на наличие видимых примесей, изменение цвета, 
прозрачность. Посев 1 мкл фильтрата для анализа 
микробной обсеменённости проводили на МПА, 
с дальнейшим инкубированием при температуре 

37℃ 24 часа. Результаты анализа эффективности 
пробоподготовки приведены в таблице 1. 

Стерильные пятна, свидетельствующие о 
наличие бактериофагов специфичным к Klebsiella 
pneumoniae, были выявлены методом Грация в 
образце сточных вод животноводческих комплек-
сов. Концентрация составила 4,7 ×105±0,125. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Проведённое нами исследование показывает 

важность подбора оптимального метода для про-
боподготовки сточных вод животноводческих 
комплексов для дальнейшего эффективного вы-
деления бактериофагов, специфичных к Klebsiel-
la pneumoniae, которые потенциально могут быть 
включены в схему противоэпизоотических меро-
приятий [9]. Целесообразно применять многосту-
пенчатую фильтрацию с диаметром пор филь-
тров на этапе перед центрифугированием 0,45 
мкм, в последующих – 0,22 мкм. Неоднократная 
фильтрация пермеата обусловлена высокой кон-
таминацией сточных вод и наличием в них неор-
ганических примесей. 
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