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РЕЗЮМЕ	 АКТУАЛЬНОСТЬ. В связи с увеличением числа случаев возникновения инфекций паро-
донта, вызванных устойчивыми к антибиотикам штаммами бактерий Actinomyces  oris 
и Aggregatibacter  actinomycetemcomitans, способными формировать биопленки в полости 
рта, и недостаточной эффективностью противомикробных препаратов в борьбе с био-
пленками, актуальной задачей представляется выделение бактериофагов, активных в от-
ношении данных бактерий.
ЦЕЛЬ. Выделение бактериофагов, активных в отношении Aggregatibacter actinomycetem-
comitans и Actinomyces oris, изучение их биологических свойств и подбор оптимальных 
параметров культивирования системы «фаг–клетка» для получения чистых линий бакте-
риофагов с высокими титрами.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Бактериофаги выделяли из биообразцов слюны, зубного нале-
та и содержимого пародонтального кармана и определяли их характеристики: оптималь-
ные значения множественности инфекции, время культивирования системы «фаг–клетка», 
устойчивость к различным температурам и рН, стабильность при хранении. Морфологию 
фагов изучали с помощью трансмиссионной электронной микроскопии. Морфологию не-
гативных колоний, литическую активность, спектр хозяев и специфичность оценивали, ис-
пользуя спот-тестирование и метод Грациа. В работе использовали бактерии из коллекции 
штаммов НПЦ «Микромир».
РЕЗУЛЬТАТЫ. Выделены и изучены биологические свойства трех новых изолятов бакте-
риофагов, активных в отношении A. oris (vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28, vB_AorP_3/Bl-35), 
и бактериофага, активного в отношении Ag. actinomycetemcomitans (vB_AacS_1/Dc-1). Фаги 
бактерий A. oris отнесены к подовирусам, а бактериофаг vB_AacS_1/Dc-1 — к сифовирусам. 
Фаги образуют полностью прозрачные бляшки округлой формы без ореола, диаметром 
от 0,8±0,1 до 4,0±0,2 мм. Установлено, что для получения чистых линий фагов с максималь-
ными значениями титра оптимальными являются следующие параметры: значение множе-
ственности инфекции — 0,1–10, время культивирования системы «фаг–клетка» — 8–12 ч. 
Выявлена способность бактериофагов A.  oris лизировать штаммы Actinomyces naeslundii. 
Из 15 исследуемых штаммов A.  оris, бактериофаги vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28, 
vB_AorP_3/Bl-35 лизировали 10, 8 и 12 бактериальных штаммов соответственно, а изолят 
фага vB_AacS_1/Dc-1 проявлял литическую активность в отношении обоих тестируемых 
штаммов Ag.  actinomycetemcomitans. Исследуемые фаги продемонстрировали стабиль-
ность при абиотическом стрессе и длительном хранении.
ВЫВОДЫ. Выделены три новых бактериофага, активных в отношении A. oris, и один бак-
териофаг, активный в отношении Ag. actinomycetemcomitans, а также изучены их биологи-
ческие свойства. Выделенные бактериофаги являются перспективными для дальнейших 
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научных исследований на клинических штаммах, а также для проведения полногеном-
ного секвенирования.
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ABSTRACT	 SCIENTIFIC RELEVANCE. The incidence of periodontal infections with antibiotic-resistant 
strains of Actinomyces oris and Aggregatibacter actinomycetemcomitans capable of forming 
biofilms in the oral cavity is increasing, and the effectiveness of antimicrobials against biofilms 
is insufficient. Therefore, the isolation of bacteriophages active against A. oris and Ag. actino-
mycetemcomitans is an urgent task.
AIM. This study aimed to isolate bacteriophages active against A. oris and Ag. actinomycetem-
comitans, study their biological properties, and select optimum culture conditions providing 
pure lines and high titres of bacteriophages.
MATERIALS AND METHODS. Bacteriophages were isolated from biosamples of saliva, dental 
plaque, and periodontal pocket contents. The study determined bacteriophage characteristics, 
including the optimum multiplicity of infection, phage–cell system cultivation time, resistance 
to various temperatures and pH, and storage stability. Bacteriophage morphology was studied 
using transmission electron microscopy. Negative colony morphology, lytic activity, host range, 
and specificity were assessed using spot testing and the Gratia method. Bacterial strains were 
obtained from the strain collection of the Micromir research and production centre.
RESULTS. The authors isolated and studied 3 novel bacteriophages active against A.  oris 
(vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28, and vB_AorP_3/Bl-35) and 1 bacteriophage active against 
Ag.  actinomycetemcomitans (vB_AacS_1/Dc-1). The A.  oris bacteriophages were classified as 
podoviruses, and the vB_AacS_1/Dc-1 bacteriophage was classified as a siphovirus. The phages 
formed completely transparent round plaques without a halo, with a diameter ranging from 
0.8±0.1 to 4.0±0.2 mm. The optimum parameters established to obtain pure phages with 
maximum titres included a multiplicity of infection of 0,1–10 and phage–cell system cultiva-
tion time of 8–12 hours. The study demonstrated the ability of A. oris bacteriophages to lyse 
Actinomyces naeslundii strains. Of the 15 A. oris bacteriophage strains studied, vB_AorP_1/G-12, 
vB_AorP_2/Ch-28, and vB_AorP_3/Bl-35 lysed 10, 8, and 12 bacterial strains, respectively. The 
vB_AacS_1/Dc-1 phage isolate exhibited lytic activity against both tested strains of Ag. acti
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nomycetemcomitans. The studied phages demonstrated stability under abiotic stress and long-
term storage conditions.
CONCLUSIONS. The authors isolated 3 novel bacteriophages active against A. oris and 1 bac-
teriophage active against Ag.  actinomycetemcomitans and studied their biological properties. 
The isolated bacteriophages are promising as candidates for further research using clinical 
strains and whole-genome sequencing.
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Введение
Микробиом ротовой полости включает 

от нескольких сотен до нескольких тысяч раз-
нообразных видов микроорганизмов [1–3]. 
Сообщество микроорганизмов, обитающих 
в полости рта, характеризуется вариабельно-
стью и уникальностью для разных индивиду-
умов [3]. Микробная колонизация патогенной 
и условно-патогенной микрофлорой и связан-
ное с ней образование биопленки представ-
ляют серьезную проблему, влияющую на ка-
чество жизни и системное здоровье человека, 
так как способствуют развитию различных вос-
палительных заболеваний пародонта, вплоть 
до разрушения коллагеновых волокон, которые 
поддерживают зуб в альвеолярной кости [3–
6]. Формирование биопленки на искусствен-
ных стоматологических поверхностях может 
привести к воспалению и разрушению мягких 
и твердых тканей, окружающих зубные им-
плантаты, коронки или протезы [3, 6]. В связи 
с увеличением числа случаев возникновения 
пародонтальных инфекций, вызванных лекар-
ственно-устойчивыми штаммами, и недоста-
точной эффективностью противомикробных 
препаратов в борьбе с биопленками, актуально 
использование антибактериальных препаратов 
на основе бактериофагов [4, 6, 7]. Основные 
преимущества фаготерапии: специфичность 
бактериофагов к определенному виду бак-
терий, способность лизировать антибиотико-
устойчивые микроорганизмы, безопасность, 
отсутствие ущерба нормофлоре, а также эф-
фективность в отношении не только бактерий 

в планктонном состоянии, но и бактерий в виде 
биопленки1 [4, 6–8].

Бактерии Aggregatibacter  actinomycetemcomitans 
и Actinomyces oris, способные формировать био-
пленку, являются одними из многих этиологи-
ческих факторов заболеваний пародонта [1, 6, 
9–13]. A.  oris  — грамположительный факульта-
тивно-анаэробный микроорганизм, ранний ко-
лонизатор в развитии биопленок полости рта, 
был идентифицирован при инфекциях корне-
вых каналов, актиномикозах и периимпланти-
те [1, 2, 9–11, 14, 15]. Основной патоген паро-
донта  — Ag.  actinomycetemcomitans  — является 
поздним колонизирующим микроорганизмом, 
который выделялся при запущенных формах 
заболеваний пародонта, таких как локализо-
ванный агрессивный периодонтит, а также в по-
лости рта здоровых людей [1, 4, 5, 12, 16–18]. 
Ag. actinomycetemcomitans — грамотрицательный 
факультативно-анаэробный патобионт поло-
сти рта, для жизнедеятельности которому тре-
буется от 5 до 10% диоксида углерода [12, 13, 
18]. Установлена роль Ag. actinomycetemcomitans 
и A.  oris в развитии воспалительных заболева-
ний полости рта [4, 5], в связи с чем приоритет-
ной задачей является выделение бактериофа-
гов против данных микроорганизмов.

Цель работы  — выделение бактериофагов, 
активных в отношении Ag. actinomycetemcomitans 
и A.  oris, изучение их биологических свойств 
и подбор оптимальных параметров культиви-
рования системы «фаг–клетка» для получения 
чистых линий бактериофагов с высокими значе-
ниями титра.

1	 Зайцев АВ, Зурабов АЮ, Говоров АВ, Васильев АО, Арефьева ОА, Зурабов ФМ и др. Бактериофаги в урологии: методиче-
ские рекомендации. М.: АБВ-пресс; 2022. 
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Материалы и методы
Материалы

Штаммы бактерий и условия роста. Клини
ческие изоляты A.  oris G-12, A.  oris Ch-28, 
A.  oris Bl-35, Ag.  actinomycetemcomitans Dc-1, ис-
пользованные в данном исследовании, были 
получены из рабочей коллекции штаммов НПЦ 
«Микромир» (Россия). Подтверждение видо-
вой (штаммовой) принадлежности изолятов 
проводили с использованием микроскопиче-
ского, бактериологического, биохимического 
и масс-спектрометрического методов иденти-
фикации микроорганизмов.

Штаммы бактерий проверяли на наличие про-
фагов индукцией ультрафиолетовым излучени-
ем [19], а также без воздействия индуцирующего 
фактора по методике, предложенной С. Лурией 
и Д. Дарнеллом [20]. Штаммы, проявляющие ли-
зогенные свойства, выбраковывали.

Штаммы A. oris культивировали в течение 18–
22 ч на BHI агаре (HiMedia Laboratories, Индия) 
или в BHI бульоне (HiMedia Laboratories, Индия) 
при температуре 37 °С в термостате (Binder, 
Германия).

Штаммы Ag.  actinomycetemcomitans культиви-
ровали в течение 18–22 ч на BHI агаре или в BHI 
бульоне в атмосфере 10% углекислого газа в ин-
кубаторе МСО-175 (SANYO, Япония) при темпе-
ратуре 37 °С.

Бактериофаги. Для выделения бакте-
риофагов и проведения экспериментов ис-
пользовали штаммы: A.  oris G-12, A.  oris Ch-
28, A.  oris Bl-35, Ag.  actinomycetemcomitans 
Dc-1. Эти штаммы представляются наиболее 
удобными для производства бактериофа-
гов и обладают наибольшей чувствительно-
стью. Для каждого бактериофага использовали 
отдельный штамм: A. oris G-12 для vB_AorP_1/G-12, 
A. oris Ch-28 для vB_AorP_2/Ch-28, A. oris Bl-35 для  
vB_AorP_3/Bl-35 и Ag. actinomycetemcomitans Dc-1  
для vB_AacS_1/Dc-1. Выделенные фаги были 
названы в соответствии с предложенной 
A.M. Kropinski с соавт. [21] системой наименований.

Методы
Выделение бактериофагов. Выделение бак-

териофагов и изучение их биологических 
свойств проводили методами, предложенными 
М. Адамсом [22] и Д.М. Гольдфарбом [23]. Образцы 
биоматериала из ротовой полости (слюна, зубной 
налет и содержимое пародонтального кармана) 
использовались в качестве источника для вы-
деления фагов, специфичных к изолированным 
штаммам A. oris и Ag. actinomycetemcomitans.

Образцы биоматериала центрифугировали 
при 5000 об/мин в течение 20 мин на центри-
фуге Avanti J-E (Beckman Coulter, США) для уда-
ления бактериальных клеток и крупных частиц 
[23]. Супернатант отделяли от осадка и фильтро-
вали через мембранные фильтры с диаметром 
пор — 1,2; 0,45; 0,22 мкм (Sartorius, Германия).

Бактериофаги выделяли, используя ме-
тод обогащения «с подсевом»2. К 10 мл раз-
литого по пробиркам BHI бульона добавляли 
1 мл культур A.  oris и Ag.  actinomycetemcomitans 
(108 КОЕ/мл), взятых в экспоненциальной 
фазе роста. Одновременно в пробирки вно-
сили 10  мл ранее приготовленного фильтрата 
и инкубировали при 37 °C в течение 24 ч 
для получения обогащенного фагового лизата 
[23]. В общей сложности для процедуры обога-
щения использовали 12 штаммов (10 штаммов 
A.  oris и 2 штамма Ag.  actinomycetemcomitans). 
После периода обогащения смеси центрифу-
гировали при 5000  об/мин в течение 20 мин 
на центрифуге Avanti J-E (Beckman Coulter, 
США). Супернатант отделяли от осадка и цен-
трифугировали на ультрацентрифуге Optima 
L-90K (Beckman Coulter, США) при 27000 об/мин 
в течение 120 мин. Осадок ресуспендировали 
в 0,05 М трис-HCl буфере (pH 7,0–7,2) и фильтро-
вали через мембранные фильтры с диаметром 
пор — 1,2; 0,45; 0,22 мкм (Sartorius, Германия). 
Подтверждение наличия фагов в обогащенном 
лизате проводили путем точечного нанесения 
фильтрата фагов на бактериальный газон иссле-
дуемых культур (спот-тест) [24]. При обнаруже-
нии лизиса культуры в месте нанесения капли 
фильтрата бактериофагов или появлении в этом 
участке мелких стерильных пятен фаговые ли-
заты продолжали исследовать, используя метод 
агаровых слоев по Грациа [22, 23].

Получение чистых линий бактериофагов. 
Для получения чистых линий бактериофагов 
отбирали единичную хорошо изолированную 
бляшку с помощью стерильного наконечника 
микропипетки. Бляшку помещали в 5 мл BHI бу-
льона одновременно с чувствительной культу-
рой в экспоненциальной фазе роста и обога-
щали в течение 24 ч [23]. Данную процедуру 
повторяли три раза для получения морфологи-
чески однородных негативных колоний с после-
дующей стерилизующей фильтрацией. Чистые 
линии бактериофагов помещали в стерильные 
пробирки и хранили для дальнейших исследо-
ваний при 4 °C.

Оценка морфологии негативных колоний бак-
териофага. Метод агаровых слоев по Грациа 

2	 Лабинская АС, Блинкова ЛП, Ещина АС, ред. Общая и санитарная микробиология с техникой микробиологических иссле-
дований: учебное пособие. М.: Медицина; 2004.
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использовали для исследования морфологии 
бляшек фагов, активных в отношении A.  oris 
и Ag.  actinomycetemcomitans [22, 23]. В пробирки 
с BHI агаром (0,4%) добавляли по 1,0 мл разведе-
ний титруемого бактериофага и по 0,1 мл бактери-
альной суспензии, затем высевали на предвари-
тельно подготовленные чашки с BHI агаром (1,5%). 
Морфологию бляшек изучали после инкубирова-
ния в течение 18–22 ч в условиях роста микроор-
ганизмов, описанных ранее.

Электронная микроскопия. Морфологию ви-
рионов исследовали с помощью трансмиссион-
ной электронной микроскопии. Каплю очищен-
ных фагов с титром 109 бляшкообразующих 
единиц в 1 мл фаголизата (БОЕ/мл) наносили 
на медную подложку с последующим отрица-
тельным окрашиванием 2% водным раствором 
уранилацетата (рН 3,0) и исследовали с исполь-
зованием просвечивающего электронного ми-
кроскопа JEM-1011 (JEOL, Япония). Электронные 
микрофотографии были сделаны с помощью 
установленной на микроскоп камеры Erlangshen 
ES500W (Gatan, США). Оценку морфологических 
параметров бактериофагов проводили с ис-
пользованием программы ImageJ3.

Определение оптимального значения мно-
жественности инфекции. Оптимальное 
значение множественности инфекции 
(multiplicity of infection, MOI) [25] для бакте-
риофагов vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28 
и vB_AorP_3/Bl-35 устанавливали с использовани-
ем термостата (Binder, Германия) при температу-
ре 37 °С и в условиях анаэробной станции Whitley 
A35 (Don Whitley Scientific, Великобритания), 
предусматривающих замещение воздуха 
специальной бескислородной газовой сме-
сью (N2 — 80%, CO2 — 10%, H2 — 10%) при 37 °С. 
Показатель MOI фага vB_AacS_1/Dc-1 определя-
ли в атмосфере 10% углекислого газа в CO2 ин-
кубаторе МСО-175 (SANYO, Япония) при 37 °С. 
Штаммы-хозяева A. oris G-12, A. oris Ch-28, A. oris 
Bl-35 и Ag.  actinomycetemcomitans Dc-1 культиви-
ровали в BHI бульоне до ранней фазы экспонен-
циального роста — 108 КОЕ/мл. Шесть различных 
концентраций бактериофагов были добавлены 
в жидкую питательную среду к штаммам-хозя-
евам для формирования множественности ин-
фекции — 0,0001; 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10 БОЕ/КОЕ 
[25]. После просветления пробирок образцы 
отбирали, а титр фагов определяли, используя 
метод Грациа [22, 23]. Анализ проводили в трех 
отдельных испытаниях и рассчитывали средние 
значения титров фагов, полученные на каждом 
этапе эксперимента.

Определение оптимального времени культи-
вирования. Оптимальное время культивирова-
ния [25] фагов vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28 
на соответствующих тест-штаммах A.  oris G-12 
и A.  oris Ch-28 устанавливали при значении 
MOI, равном 1, в условиях анаэробной стан-
ции Whitley A35 при температуре 37 °С. 
Для фага vB_AorP_3/Bl-35 оптимальное время 
культивирования определяли на тест-штамме 
A. oris Bl-35 при значении MOI, равном 10, в усло-
виях анаэробной станции Whitley A35 при 37 °С, 
а для фага vB_AacS_1/Dc-1  — на тест-штамме 
Ag. actinomycetemcomitans Dc-1 при MOI 0,1 в ат-
мосфере 10% углекислого газа в CO2 инкубаторе 
при 37 °С. Опытным путем находили оптималь-
ное соотношение между временем культиви-
рования и активностью фагов [25]. Для этого 
каждые 2 ч отбирали образец для определения 
титра фага по методу Грациа [22, 23]. Изучаемый 
диапазон составил 12 ч. Анализ проводили 
в трех повторностях.

Определение спектра литической активности 
фагов. Литический спектр бактериофагов ис-
следовали на 15 тест-культурах A. oris и 2 тест-
культурах Ag.  actinomycetemcomitans методом 
спот-тестирования [24].

Определение специфичности бактериофа-
гов. Специфичность бактериофагов, активных 
в отношении A.  oris, изучали методом спот-те-
стирования культур родственных видов [24]: 
A.  naeslundii, A.  canis, A.  georgiae, A.  graevenitzii, 
A.  israelii, A.  neuii, A.  odontolyticus, A.  meyeri, 
A.  weissii. Штаммы получены из коллекции мик
роорганизмов НПЦ «Микромир» (Россия).

Чувствительность фагов к температуре и рН. 
Температурную устойчивость выделенных бак-
териофагов определяли по изменению количе-
ства жизнеспособных фаговых частиц после ин-
кубации в твердотельном термостате «Термит» 
(«ДНК-Технология», Россия) при различных тем-
пературах (4, 25, 37, 50, 60, 70, 80 и 90 °С) в тече-
ние 1 ч [26]. Контрольные пробирки не прогре-
вали. Количество оставшихся фаговых частиц 
определяли, используя метод Грациа [22, 23]. 
Исследование проводили в трех повторностях.

В ходе экспериментов по изучению чувстви-
тельности фагов к различным значениям рН сре-
ды фаговые фильтраты инкубировали в буфер-
ных растворах с различными значениями рН (2, 
4, 7 и 11) при 25 °С в течение 1 ч [24]. Количество 
оставшихся фаговых частиц определяли, ис-
пользуя метод Грациа [22, 23].

Стабильность фаголизатов при длитель-
ном хранении. Стабильность фаголизатов, 

3	 https://imagej.net/ij/
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хранящихся при температуре 4 °С, изучали пу-
тем отслеживания изменения титра фагов после 
6 мес. хранения [27] с применением метода тит-
рования по Грациа.

Статистическая обработка данных. 
Полученные результаты обрабатывали с ис-
пользованием стандартного пакета программ 
Microsoft Office Excel, рассчитывая среднее 
арифметическое и стандартную ошибку.

Результаты и обсуждение
Проведено выделение новых бакте-

риофагов, активных в отношении A.  oris 
и Ag. actinomycetemcomitans, из образцов слюны, 
зубного налета и содержимого пародонтальных 
карманов (рис. 1). Использование данных образ-
цов биоматериала для выделения фагов в на-
стоящей работе обусловлено тем, что они могут 
являться средой обитания микроорганизмов 
A.  oris и Ag.  actinomycetemcomitans. Анализ ли-
тературных источников показал, что явле-
ние лизогении широко распространено среди 
штаммов Ag.  actinomycetemcomitans, а выделен-
ные бактериофаги в основном представляют 
собой умеренные миовирусы, полученные 
после различных индуцирующих воздей-
ствий на бактерию [6, 16, 28, 29]. В настоящем 

исследовании новый бактериофаг, специфич-
ный к Ag.  actinomycetemcomitans, был выделен 
из объектов внешней среды без индуцирующего 
воздействия.

Согласно данным трансмиссионной элек-
тронной микроскопии, изоляты фагов 
vB_AorP_1/G-12 (рис. 1B), vB_AorP_2/Ch-28 (рис. 1C), 
vB_AorP_3/Bl-35 (рис. 1D) имели икосаэдрический 
капсид и короткий несокращающийся хвостовой 
отросток. Бактериофаг vB_AacS_1/Dc-1 (рис. 1A) 
имел изометрическую головку и длинный не-
сокращающийся хвостовой отросток. В соот-
ветствии с классификацией Международного 
комитета по таксономии вирусов (International 
Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV)4 фаги 
бактерий A.  oris были отнесены к подовирусам, 
а бактериофаг vB_AacS_1/Dc-1 — к сифовирусам. 
Оценка морфологии негативных колоний пока-
зала, что фаги vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28, 
vB_AorP_3/Bl-35 и vB_AacS_1/Dc-1 образуют пол-
ностью прозрачные бляшки округлой формы 
без ореола. Морфологические особенности ви-
рионов фагов и морфология бляшек бактерио-
фагов представлены в таблице 1.

Для получения чистых линий бактериофагов 
с высокими титрами важно определить следу-
ющие параметры: оптимальное значение MOI, 

Фотография выполнена авторами / The photograph is taken by the authors

Рис. 1. Электронные микрофотографии фаговых частиц: A  — vB_AacS_1/Dc-1; B  — vB_AorP_1/G-12; С  — vB_AorP_2/Ch-28;  
D — vB_AorP_3/Bl-35. Контрастирование 2% раствором уранилацетата, увеличение ×250 000.

Fig. 1. Electron micrographs of bacteriophages: vB_AacS_1/Dc-1 (A), vB_AorP_1/G-12 (B), vB_AorP_2 /Ch-28 (C), and 
vB_AorP_3/Bl-35 (D). Contrasting with 2% uranyl acetate solution, ×250 000.

4	 https://ictv.global/taxonomy
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представляющее собой среднее количество 
вирусных частиц на одну клетку, которое рас-
считывается путем деления общего количества 
трансдуцирующих единиц на количество высе-
янных клеток; время культивирования системы 
«фаг–клетка»; стабильность фагов при абиоти-
ческом стрессе и при длительном хранении.

Проводили исследование MOI для бакте-
риофагов vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28, 
vB_AorP_3/Bl-35 и vB_AacS_1/Dc-1 в диапазоне 
от 0,0001 до 10, чтобы определить оптимальные 
значения для получения максимальных титров 
каждого бактериофага. Условия для установ-
ления оптимальных значений MOI подобраны 
на основании культуральных свойств бакте-
рий-хозяев. Результаты, представленные на ри-
сунке 2, свидетельствуют о том, что для бакте-
риофагов vB_AorP_1/G-12 и vB_AorP_2/Ch-28 
оптимальное значение MOI равно 1, а самые 
высокие значения титра фагов получены в усло-
виях анаэробной станции при 37 °C и состави-
ли (4,1±0,6)×109 и (1,2±0,3)×109 БОЕ/мл соответ-
ственно. Фаг vB_AorP_3/Bl-35 показал высокие 
значения титра и в условиях термостата, и ана-
эробной станции при MOI 10, однако наивысший 
титр достигнут в условиях анаэробной станции 
и составил (2,0±0,4)×109 БОЕ/мл. Для бактерио-
фага vB_AacS_1/Dc-1 оптимальное значение 
MOI в условиях CO2 инкубатора было 0,1, титр 
составил (4,5±0,5)×109 БОЕ/мл (рис. 3). Эти зна-
чения MOI и условия культивирования исполь-
зовали для дальнейших экспериментов, а так-
же в технологии производства чистых линий 
бактериофагов.

Было установлено, что оптимальное вре-
мя культивирования при температуре 37 °С 
для фагов vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28 
и vB_AorP_3/Bl-35 составило 8–12 ч (рис. 4А–С). 
За это время происходил лизис тест-культуры 
(просветление среды по сравнению с контро-
лем), значения титра фагов при этом были равны 
(3,4±1,1)×109, (2,2±0,5)×109, (1,8±0,6)×109 БОЕ/мл 
соответственно. Для фага vB_AacS_1/Dc-1 оп-
тимальное время культивирования при темпе-
ратуре 37 °С составило 10–12 ч, титр был ра-
вен (3,1±0,7)×109 БОЕ/мл (рис. 4D). Полученные 
результаты зависимости значений титра фагов 
от времени культивирования были оптималь-
ны для работы и использованы в дальнейших 
исследованиях, а также в технологии произ-
водства чистых линий бактериофагов.

При исследовании литического спектра 
фагов обнаружено, что из 15 исследуемых 
штаммов A.  оris бактериофаги vB_AorP_1/G-12, 
vB_AorP_2/Ch-28, vB_AorP_3/Bl-35 лизировали 10, 
8 и 12 бактериальных штаммов соответственно. 
Изолят фага vB_AacS_1/Dc-1 проявлял литиче-
скую активность в отношении обоих тестируемых 
штаммов Ag.  actinomycetemcomitans. Результаты 
исследования представлены в таблице 2.

Результаты исследования специфичности 
трех выделенных изолятов бактериофагов  
vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28 и vB_AorP_3/Bl-35  
свидетельствуют о том, что фаги проявляют 
свою активность и в отношении бактерии 
A.  naeslundii, играющей важную роль в инициа-
ции и прогрессировании образования зубного 
налета (табл. 3) [30, 31].

Таблица 1. Морфологические особенности вирионов и морфология бляшек бактериофагов, активных в отношении 
Actinomyces oris и Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Table 1. Morphological characteristics of virions and plaques of bacteriophages active against Actinomyces oris and Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans

Морфология
Morphology

Бактериофаг
Bacteriophage

vB_AorP_1/G-12 vB_AorP_2/Ch-28 vB_AorP_3/Bl-35 vB_AacS_1/Dc-1

Морфология капсида
Capsid morphology

Икосаэдрический
Icosahedral

Икосаэдрический
Icosahedral

Икосаэдрический
Icosahedral

Изометрический
Isometric

Морфология хвостового отростка
Tail morphology

Короткий, 
несокращающийся

Short,
non-contractile

Короткий, 
несокращающийся

Short,
non-contractile

Короткий,
несокращающийся

Short,
non-contractile

Длинный, 
несокращающийся

Long,
non-contractile

Средний диаметр головки, нм
Average head diameter, nm 44,00±2,82 46,00±2,49 42,00±2,31 59,00±3,37

Длина хвостового отростка, нм
Tail length, nm – – – 107,00±3,16

Размер прозрачной бляшки, мм
Clear plaque size, mm 0,8±0,1 1,0±0,2 4,0±0,2 1,2±0,2

Ореол бляшки
Plaque halo

Отсутствует
Absent

Отсутствует
Absent

Отсутствует
Absent

Отсутствует
Absent

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data
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Таблица 2. Исследование чувствительности тест-штаммов Actinomyces oris и Aggregatibacter actinomycetemcomitans к бакте-
риофагам in vitro
Table 2. In vitro study of Actinomyces oris and Aggregatibacter actinomycetemcomitans test strain sensitivity to bacteriophages

Бактериофаг
Bacteriophage

Тест-штамм
Test culture

Число исследованных штаммов, N
Number of tested strains, N

Число чувствительных штаммов, n (%)
Number of sensitive strains, n (%)

vB_AorP_1/G-12 A. oris 15 10 (66,7%)

vB_AorP_2/Ch-28 A. oris 15 8 (53,3%)

vB_AorP_3/Bl-35 A. oris 15 12 (80%)

vB_AacS_1/Dc-1 Ag. actinomycetemcomitans 2 2 (100%)

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data

Четыре исследуемых фага продемонстри-
ровали хороший потенциал сохранения ли-
тической активности в условиях абиотиче-
ского стресса. Изоляты фагов vB_AorP_1/G-12 
и vB_AacS_1/Dc-1 показали самую высокую термо-
стойкость (60 мин при 80 °C) по сравнению с дру-
гими фагами (vB_AorP_2/Ch-28 и vB_AorP_3/Bl-35), 

которые были полностью инактивированы 
через 60 мин при 80 °C (рис. 5).

При анализе устойчивости бактериофагов 
к различным значениям pH (табл. 4) среды было 
установлено, что при значении pH 2,0 выявле-
но инактивирующее воздействие на все фаги, 
активные в отношении A.  oris. Изоляты фагов 
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Рис. 2. Результаты определения значения множественности инфекции для бактериофагов vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28 
и vB_AorP_3/Bl-35 после 8 ч инкубации в условиях термостата (А) и анаэробной станции (В) при 37 °C. Ось X — значения мно-
жественности инфекции (MOI). Ось Y — значения титра бактериофагов vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28 и vB_AorP_3/Bl-35 
в экспоненциальном виде, БОЕ/мл. Результаты основаны на трех повторностях экспериментов. Вертикальные маркеры по-
грешностей указывают отклонение от среднего значения.

Fig. 2. Results of determining the multiplicity of infection for vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28, and vB_AorP_3/Bl-35 after 8 hours 
of incubation in a thermostat (A) and an anaerobic station (B) at 37 °C. X-axis: multiplicity of infection (MOI). Y-axis: titres of 
vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28, and vB_AorP_3/Bl-35 in exponential form, PFU/mL. Results are based on triplicate experiments. 
Vertical error bars indicate the deviation from the mean.
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Рис. 3. Результаты определения значения множественности инфекции для бактериофага vB_AacS_1/Dc-1 после 10 ч инкуба-
ции в условиях CO2 инкубатора при 37 °C. Ось X — значения множественности инфекции (MOI). Ось Y — значения титра бак-
териофага vB_AacS_1/Dc-1 в экспоненциальном виде, БОЕ/мл. Результаты основаны на трех повторностях экспериментов. 
Вертикальные маркеры погрешностей указывают отклонение от среднего значения.

Fig. 3. Results of determining the multiplicity of infection for vB_AacS_1/Dc-1 after 10 hours of incubation in a CO2 incubator at 
37 °C. X-axis: multiplicity of infection (MOI). Y-axis: titre of vB_AacS_1/Dc-1 in exponential form, PFU/mL. Results are based on 
triplicate experiments. Vertical error bars indicate the deviation from the mean.

Таблица 3. Исследование специфичности бактериофагов, активных в отношении Actinomyces oris, на культурах родственных 
видов in vitro
Table 3. In vitro study of the specificity of bacteriophages active against Actinomyces oris in cultures of related species

Бактериофаг
Bacteriophage

Тест-штамм
Test culture

Число исследованных штаммов, N
Number of tested strains, N

Число чувствительных штаммов, n (%)
Number of sensitive strains, n (%)

vB_AorP_1/G-12 A. naeslundii 9 9 (100%)

A. odontolyticus 22 0 (0%)

A. neuii 2 0 (0%)

A. graevenitzii 3 0 (0%)

A. canis 1 0 (0%)

A. georgiae 1 0 (0%)

A. israelii 1 0 (0%)

A. meyeri 1 0 (0%)

A. weissii 1 0 (0%)

vB_AorP_2/Ch-28 A. naeslundii 9 6 (66,7%)

A. odontolyticus 22 0 (0%)

A. neuii 2 0 (0%)

A. graevenitzii 3 0 (0%)

A. canis 1 0 (0%)

A. georgiae 1 0 (0%)

A. israelii 1 0 (0%)

A. meyeri 1 0 (0%)

A. weissii 1 0 (0%)

vB_AorP_3/Bl-35 A. naeslundii 9 5 (55,6%)

A. odontolyticus 22 0 (0%)
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Рис. 4. Соотношение между временем культивирования и активностью фагов при значении множественности инфекции 
(MOI), равном 1 (A  — vB_AorP_1/G-12, B  — vB_AorP_2/Ch-28), при значении MOI 10 (C  — vB_AorP_3/Bl-35) и при значении 
MOI 0,1 (D — vB_AacS_1/Dc-1). Результаты основаны на трех повторностях экспериментов. Вертикальные маркеры погреш-
ностей указывают отклонение от среднего значения.

Fig. 4. Phage activity as a function of incubation time at a multiplicity of infection of 1 (vB_AorP_1/G-12 (A) and vB_AorP_2/Ch-28 
(B)), 10 (vB_AorP_3/Bl-35 (C)), and 0.1 (vB_AacS_1/Dc-1 (D)). Results are based on triplicate experiments. Vertical error bars indicate 
the deviation from the mean.
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Продолжение таблицы 3
Table 3 (continued)

Бактериофаг
Bacteriophage

Тест-штамм
Test culture

Число исследованных штаммов, N
Number of tested strains, N

Число чувствительных штаммов, n (%)
Number of sensitive strains, n (%)

vB_AorP_3/Bl-35 A. neuii 2 0 (0%)

A. graevenitzii 3 0 (0%)

A. canis 1 0 (0%)

A. georgiae 1 0 (0%)

A. israelii 1 0 (0%)

A. meyeri 1 0 (0%)

A. weissii 1 0 (0%)

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data
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vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28 при значе-
нии pH 11,0 были полностью инактивированы, 
в то время как изолят фага vB_AorP_3/Bl-35 
при этом же значении pH сохранял свою ак-
тивность ((1,2±0,1)×101 БОЕ/мл). Бактериофаг 

vB_AacS_1/Dc-1 сохранял активность при всех 
изучаемых значениях pH.

Активность фаговых лизатов, хранившихся 
при температуре 4 °C, исследовали по истече-
нии 6 мес. Результаты показали, что значения 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure is prepared by the authors using their own data

Рис. 5. Устойчивость к тепловому воздействию бактериофагов: A — vB_AorP_1/G-12, B — vB_AorP_2/Ch-28, C — vB_AorP_3/Bl-35,  
D — vB_AacS_1/Dc-1. Результаты основаны на трех повторностях экспериментов. Вертикальные маркеры погрешностей ука-
зывают отклонение от среднего значения.

Fig. 5. Thermal resistance of bacteriophages: vB_AorP_1/G-12 (A), vB_AorP_2/Ch-28 (B), vB_AorP_3/Bl-35 (C), and vB_AacS_1/Dc-1 
(D). Results are based on triplicate experiments. Vertical error bars indicate the deviation from the mean.
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Таблица 4. Исследование стабильности выделенных изолятов бактериофагов при различных значениях pH
Table 4. Stability study of the isolated bacteriophages at different pH values

pH

Значение титра бактериофага, БОЕ/мл
Phage titre, PFU/mL

vB_AorP_1/G-12 vB_AorP_2/Ch-28 vB_AorP_3/Bl-35 vB_AacS_1/Dc-1

2 0 0 0 (1,0±0,1)×101

4 (1,0±0,05)×105 (5,0±0,5)×105 (3,0±0,3)×101 (2,0±0,8)×104

7 (2,8±0,6)×109 (1,5±1,6)×109 (9,2±1,5)×108 (2,1±0,7)×109

11 0 0 (1,2±0,1)×101 (1,0±0,3)×101

Таблица составлена авторами по собственным данным / The table is prepared by the authors using their own data
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титра не изменяются после хранения в течение 
6 мес. при температуре 4 °C (табл. 5).

Заключение
Выделены три новых бактериофага, активных 

в отношении A. oris (vB_AorP_1/G-12, vB_AorP_2/Ch-28,  
vB_AorP_3/Bl-35), и один бактериофаг, актив-
ный в отношении Ag.  actinomycetemcomitans  
(vB_AacS_1/Dc-1). Изучены биологические свой-
ства бактериофагов, такие как морфология вири-

онов фагов и фаговых бляшек, литическая актив-
ность, спектр хозяев, множественность инфекции, 
время культивирования системы «фаг–клет-
ка», специфичность. Исследуемые фаги проде-
монстрировали стабильность при абиотическом 
стрессе и длительном хранении. Таким образом, 
выделенные бактериофаги являются перспек-
тивными для дальнейших научных исследований 
на клинических штаммах, а также для проведе-
ния полногеномного секвенирования.
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