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Введение. Лактофаги — вирусы бактерий рода Lactococcus — представляют 

собой весьма обширную и достаточно хорошо изученную группу вирулентных и 

умеренных фагов. Они вызывают неослабевающий интерес исследователей, прежде 

всего из-за экономических издержек, которые несут предприятия молочной 

промышленности в результате фаголизиса. Поскольку в производстве 

ферментированных молочных продуктов на территории Республики Беларусь чаще 

других используют молочнокислые бактерии, относящиеся к роду Lactococcus, то и 

фаги, вирулентные по отношению к данным бактериям, распространены на 

молочных комбинатах наиболее широко. По оценкам зарубежных коллег, до 2/3 всех 

процессов ферментации осуществляется молочнокислыми бактериями Lactococcus 

lactis [1], и именно лактофаги являются причиной большинства неудачных 

технологических процессов при выработке кисломолочных продуктов, как в нашей 

стране, так и за ее пределами [2–4]. 

Универсальных способов борьбы с фаголизисом до сих пор не существует. 

Предлагается ряд мероприятий, способных лишь ограничить это явление или 

научиться распознавать его признаки на ранних стадиях ферментации молока. 

Наиболее действенная мера  использование фагоустойчивых штаммов заквасочных 

бактерий, которые приходится селектировать или конструировать практически 

постоянно, поскольку известно, что уже в течение 2 3 технологических процессов по 

отношению к этим бактериям появляются способные инфицировать и лизировать их 

фаги [5].  

В настоящее время бактериофаги молочнокислых бактерий активно 

применяются производителями заквасок для селекции штаммов бактерий, 

устойчивых к вирусной инфекции. Для проведения эффективной селекционной 

работы создаются производственные коллекции бактериофагов.  

При создании подобных депозитариев неизменно ставится вопрос о 

длительном хранении вирусов. Также важно в процессе выделения и особенно 

последующего хранения сохранить генетические и физиологические свойства 

полученных бактериофагов для наиболее достоверного выбора фагоустойчивых 

молочнокислых бактерий, входящих в состав заквасок. Длительное поддержание 

вирусов в коллекции необходимо также и для использования их при проведении 

научно-исследовательских работ. 

Все предлагаемые на данный момент способы длительного хранения бактериофагов 

имеют определенные недостатки. К тому же универсального метода  
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хранения вирусов не существует. Разные лактофаги могут переносить один и тот же 

способ хранения по-разному [6]. Возможно, это связано с различиями на 

генетическом уровне (разный вид лактофагов). 

На основании морфологии, ДНК-ДНК-гомологии, а также по данным 

сравнительного анализа геномов составлена классификация, как для вирулентных так 

и для умеренных фагов лактококков. На современном этапе фаги бактерий 

Lactococcus lactis дифференцируют на 10 видов. Изучение фаговой ситуации на 

молочных предприятиях во всем мире показало, что чаще всего встречаются 

представители видов 936, Р335, с2 [7, 8], которые принадлежат к семейству 

Siphoviridae отряда Caudovirales. Для видов 936 и с2 известны только вирулентные 

представители, а для вида Р335 выделены как вирулентные, так и умеренные фаги.  

Согласно литературным данным в мире фаголизис на производстве в 

большинстве случаев вызывают фаги принадлежащие к виду 936 – они составляют 

обычно до половины всех выделяемых изолятов, четверть выделяемых изолятов, как 

правило, относится к виду с2, а среди остальных преобладают фаги вида Р335, и в 

редких случаях – фаги семейства Podoviridae [9, 10]. 

На территории Республики Беларусь распространены фаги видов с2 и 936, а 

также вида P034 семейства Podoviridae [11, 12]. Судя по представленности этих 

видов в образцах, отобранных на молокоперерабатывающих предприятиях, наиболее 

распространен вид С2, а встречаемость фагов вида P034 сопоставима с 

встречаемостью фагов вида 936 [12]. Особый интерес представляют фаги вида С2, 

как наиболее распространенные в последние годы на молокоперерабатывающих 

предприятиях Республики Беларусь, обладающие вирулентными свойствами в 

отношении лактококков – основной заквасочной микрофлоры, используемой для 

производства традиционных кисло-молочных продуктов (творога, сметаны, сыров) 

[12]. 

Для предотвращения распространения в производственных условиях фаговой 

инфекции необходимо знать типы и свойства бактериофагов, циркулирующих на 

предприятиях. Это позволяет разрабатывать меры защиты производств от фаговой 

инфекции и проводить подбор фагорезистентных культур молочнокислых бактерий, 

используемых для ферментации молока. Для реализации данных защитных мер 

необходимо создание коллекций бактериофагов, в которых будет храниться 

различные виды бактериофагов для проведения необходимых исследований. 

Целью исследования являлось изучение способов хранения разных видов 

вирусов и определение факторов, влияющих на изменение их выживаемости и 

свойств при хранении. 

Результаты и их обсуждение. Существует несколько основных способов 

хранения бактериофагов: в жидком, замороженном и лиофилизированном виде. 

Известно, что наиболее оптимальным способом сохранения бактериофагов является 

их лиофильное высушивание. При использовании метода лиофилизации удается 

сохранять в жизнеспособном состоянии до 20 лет и более лет многие физиологически 

разнородные виды как микроорганизмов так и бактериофагов [13, 14]. Однако 

основным недостатком данного метода  является высокий риск возникновения 

генетических нарушений на этапе высушивания под вакуумом [15, 16], что может 

привести к искажению результатов по определению фагоустойчивости заквасочных 

культур и их комбинаций. К тому же данный метод требует определенных затрат, 

наличия специального оборудования и навыков. В то же время не всегда удобно 

использовать сухую форму фагов, так как для проведения тестирования культур 

необходима стадия дополнительного получения жидкого лизата с высоким титром 

лактофагов.  

Более оптимальными способами хранения в плане удобства последующего 

применения являются хранение лизатов с высоким титром в жидкой или 
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замороженной форме. Данные формы хранения более удобны при практическом 

применении, по сравнению с использованием лиофильно высушенного фага, т.к. при 

их непосредственном применении нет необходимости в дополнительном 

приготовлении лизата.  

При хранении  лизатов фагов лактококков в жидком виде при комнатной 

температуре фаги могут храниться не более одной – двух недель; как правило, при 

дальнейшем хранении в указанных условиях происходит значительное снижение 

количества вирусных частиц и их вирулентных свойств [17].  

При  хранении лизатов фагов лактококков в условиях холодильника (при 

температуре 4 2°C) или морозильной камере (при температуре не выше 18°C) 

концентрация вирусов в лизате незначительно снижается в течение каждого месяца 

хранения [17]. Однако на сегодняшний день нет данных о том, как долго можно 

осуществлять хранение вирусных частиц в указанных условиях, чтобы сохранялось 

как количество заложенных на хранение вирусных частиц, так и не снижались 

вирулентность фагов.  

Таким образом, методы хранения фагов в жидком и замороженном виде также 

имеют недостаток – уменьшение количества вирулентных фагов со временем, что 

также ведет к искажению результатов по определению фагоустойчивости 

заквасочных культур и их комбинаций и может привести к потере фагов для 

коллекции. 

Совершенствование методов хранения идет по путям оптимизации 

существующих методов, применения комбинированных методов, а также поиска 

новых подходов. Так, в настоящее время предлагаются различные модификации 

упоминавшихся ранее методов. 

Сравнительно простым и недорогим способом хранения микроорганизмов и 

вирусов является их высушивание на полосках или дисках стерильной 

фильтровальной бумаги [13, 14, 18]. Этот метод идеален для обеспечения контроля 

качества вирусов. В общей пробирке или в пузырьке с закручивающейся крышкой 

можно хранить много дисков, содержащих одну и ту же вирусную культуру. При 

необходимости диск достают стерильным пинцетом и в стерильных условиях вносят 

его в соответствующую питательную среду с индикаторной культурой. Этот метод, 

заключающийся в насыщении стерильных кругов фильтровальной бумаги 

фаголизатом с последующим высушиванием, пригоден для длительного хранения 

бактериофагов молочнокислых бактерий. Однако данный метод не обеспечивает 

удовлетворительного уровня выживаемости бактериофагов, а также их генетической 

стабильности [18].  

Известен способ низкотемпературного замораживания лизатов бактериофагов 

лактококков с последующим хранением в морозильной камере. Для этого фаголизат 

раскапывают по стерильным пробиркам объемом 1 мл, после чего замораживают при 

температуре –70°С. Данный температурный режим обеспечивает высокую скорость 

охлаждения. Замороженные образцы хранятся в морозильной камере при 

температуре –18°С. Однако данный способ имеет существенные недостатки: 

температурный режим замораживания и хранения бактериофагов обеспечивает 

выживаемость фагов не более 25%; также отсутствуют данные о сохранении 

литической активности бактериофагов в отношении хозяев [19]. 

Оптимизировать существующие методы хранения бактериофагов можно 

путем использования различных факторов, влияющих на выживаемость лактофагов. 

На хранение лизатов фагов лактококков влияет вид питательной среды, на 

которой он был получен, так как от вида питательной среды зависит изначальная 

концентрация вирусов в лизате и физико-химические свойства самого лизата. Чем 

выше концентрация фага в лизате, тем дольше может снижаться концентрация фагов 

в образце до критической точки, а, следовательно, увеличится и срок хранения. 
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Некоторые среды могут содержать вещества, которые будут выступать в качестве 

криопротекторов и, таким образом, способствовать наибольшей выживаемости 

бактериофагов.  

Так, одним из способов получения фаголизатов лактококков является 

использование в качестве среды для накопления вирусов  10% восстановленного 

обезжиренного молока. По мнению W.M.A. Mullan некоторые фаги производят 

гораздо больше вирусных частиц в молоке, по сравнению с другими средами [17]. В 

качестве сред для приготовления лизатов с высокой концентрацией лактофагов он 

также рекомендует использовать среды М17 и модифицированную среду MRS. 

Данные среды требуют обогащение ионами кальция перед использованием, однако 

они более удобны в использовании по сравнению с 10% восстановленным молоком, 

так как не требуют очистки от белков в процессе получения фаголизата [17]. 

Фаги «размножаются» в клетке-хозяине, поэтому оптимальной средой для их 

накопления будет среда, являющаяся благоприятной для инкубирования культуры 

молочнокислых бактерий. Для культивирования молочнокислых бактерий могут 

использоваться различные питательные среды: 48А, ГО,  ПГС, ПГК. Проведенные в  

РУП «Институт мясо-молочной промышленности» исследования показали, что при 

выращивании в течении 16 часов на всех средах индикаторных культур лактококков 

их концентрация отличалась незначительно (составила более 10
8
 КОЕ/см

3
). 

Наибольшее количество бактериофагов (при получении лизата двухслойным 

методом Грациа) получали при использовании среды ГО, на остальных питательных 

средах титр был немного ниже. Также было исследовано влияние концентрации 

ионов Са
2+

 или Мg
2+

  в среде ГО на увеличение выхода вирусных частиц. Было 

установлено отсутствие значительного повышения  количества наращиваемых 

фаговых частиц при увеличении концентрации ионов Са
2+

 или Мg
2+

 в среде [20]. 

И.Р. Волкова  для получения культур в логарифмической стадии роста и 

обнаружения фагов лактококков бактерий рекомендует использовать среды М17, 

MRS  и ГМК-2, на которых были получены лизаты с наибольшим количеством 

вирусных частиц [21]. 

Еще одним фактором, оказывающим влияние на сохранность бактериофагов, 

является концентрация фагов в суспензии, подвергающейся замораживанию. 

На сегодняшний день существуют различные точки зрения о влиянии 

концентрации сохраняемого объекта в суспензии на сохранение жизнеспособности. 

Например, при изучении корреляции между плотностью популяции и выживанием 

после лиофилизации микроорганизмов Lactococcus cremoris установлено, что с 

увеличением концентрации с 10
6
 до 10

9
 клеток/мл процент выживаемости также 

увеличивается [22]. Это же характерно и для многих бактериальных видов [23]. С 

другой стороны, увеличивающаяся концентрация приводит к межклеточным 

контактам, продукции токсических метаболитов и т.д., что уменьшает 

жизнеспособность [22]. Для большинства коллекций микробных культур 

рекомендуется использовать исходные концентрации 10
8
–10

10
 клеток/мл при 

закладке их на хранение [14, 24]. С одной стороны высокая начальная концентрация 

жизнеспособных клеток увеличивает шанс на сохранение клеток даже на низком 

уровне их выживания после консервации, с другой – лизированные клетки и 

клеточные компоненты могут действовать как криопротекторы для целых клеток. 

В работе J. Nyiendo и соавт. указывается на тенденцию увеличения 

выживаемости фагов молочнокислых бактерий при увеличении их концентрации в 

замораживаемой суспензии (-22°С) [25]. Для концентрирования предлагается 

использовать низкоскоростное центрифугирование с осаждением суспензии 

бактериофагов в двухфазной системе полиэтиленгликоль – натрия хлорид. При 

использовании данного метода около 99,9% фаговых частиц осаждаются из лизата. 

При криоконсервировании бактериофагов молочнокислых бактерий  в 
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ГНУ «Институт микробиологии НАН Беларуси» для замораживания (в жидком 

азоте) использовали свежий лизат фага лактококков, а также концентрированную 

суспензию с концентрацией вирусных частиц 10
6
 и 10

10
 БОЕ/мл, соответственно [26]. 

Помимо чистых лизата и суспензии бактериофагов, использовали лизат и суспензию 

с добавлением в качестве криопротектора стерильной сахарозы до конечной 

концентрации 10%. Титр выживших после криоконсервации бактериофагов 

исследовали стандартным методом агаровых слоев (таблица 1). 

 

Таблица 1 – Выживаемость бактериофагов молочнокислых бактерий в зависимости 

от концентрации вирусных частиц в консервируемой среде 

 

Вариант опыта 

Лизат фага, исходный титр – 

(3,90±0,13) 10
6
 БОЕ/мл 

Концентрированная суспензия, 

исходный титр – (2,62±0,19) 10
10

 

БОЕ/мл 

Количество 

выживших фагов, 

БОЕ/мл 

Выживаемость, 

% 

Количество 

выживших фагов, 

БОЕ/мл 

Выживаемость, 

% 

Без добавления 

криопротектора 
(2,40±0,29) 10

6
 61,54 (2,09±0,21) 10

10
 82,61 

При добавлении 

криопротектора 
(3,48±0,24) 10

6
 89,23 (2,48± 0,14) 10

10
 94,66 

 

Как видно из таблицы 1, при замораживании в жидком азоте суспензии с 

высоким титром вирусных частиц достигается более высокий уровень выживаемости 

в сравнении с  лизатом, имеющим меньшую концентрацию лактофагов.  

Еще одним значительным фактором, оказывающим влияние на сохранность 

бактериофагов, является скорость заморозки суспензии фагов.  

Оптимизация температурных режимов криоконсервирования также позволяет 

добиться более высокого уровня выживаемости бактериофагов, также 

обеспечивается сохранение их вирулентности. 

В качестве модификации метода быстрой заморозки (замораживание до 

температуры 70°С) бактериофагов молочнокислых бактерий предложен метод 

медленного замораживания (со скоростью 4°С/мин) суспензии с высоким 

количеством вирусных частиц (10
9
–10

10
 БОЕ/мл), а также с использованием 10% 

сахарозы в качестве криопротектора [26].  

Из фаголизата готовят концентрированную суспензию вирусов максимально 

достижимым количеством жизнеспособных вирусов. Обычно количество фагов в 

подобных случаях достигает 10
9
–10

10
 БОЕ/мл. Образцы суспензии бактериофагов в 

стерильных криопробирках охлаждаются в холодильнике до 0°С, после чего 

помещаются в морозильную камеру (–20 °С) и жидкий азот (–196 °С). Данные 

условия замораживания обеспечивают соответственно скорости охлаждения 4 и  

100–400°С/мин. Дальнейшее длительное хранение лактофагов осуществляется в 

жидком азоте. 

При консервировании вирусов с помощью описанного метода наблюдается 

потеря жизнеспособности фагов около 5% непосредственно после замораживания, а 

также 5% в течение 4 месяцев хранения. Суммарная потеря жизнеспособности не 

превышает 10%. Предложенный метод, помимо высокой выживаемости 

бактериофагов, также обеспечивает сохранение их вирулентности [26]. 

Существенным недостатком метода является то, что использование жидкого 

азота для длительного хранения образцов обходится очень дорого. Однако некоторые 

данные последних лет об успешном хранении в жидком азоте физиологически 

разнородных организмов (бактерий, вирусов, эукариотических клеточных культур) 
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свидетельствуют о том, что его использование в некоторых случаях оптимально, 

несмотря на относительно высокую стоимость такого хранения [27]. 

Еще одним важным фактором, оказывающим значительное влияние на 

сохранность бактериофагов, является температура, при которой осуществляется 

длительное хранение. 

Длительное хранение культур микроорганизмов без утраты их свойств обычно 

проводится методами, обеспечивающими существенное торможение протекающих у 

них жизненных процессов. 

Известно, что пониженные значения температуры может служить фактором, 

способствующим замедлению различных физиологических процессов в живых 

объектах и таким образом способствующим их длительному хранению. 

Для длительного хранения фаголизатов лактококков, полученных на среде 

М17, W.M.A. Mullan с сотрудниками рекомендуют температуру не выше 18°C. Для 

увеличения выживаемости фагов следует использовать более низкие температуры – 

от –30°C и ниже. В то же время хранение вирусов при температуре –196°С, с 

использованием жидкого азота, может быть необходимо для очень небольшого 

количества лактофагов [17]. 

В опыте Д.В. Рахуба и Г.И. Новик для определения оптимальной температуры 

хранения замороженные образцы  хранили в жидком азоте при температуре –196 °С, 

а также в морозильной камере при температуре –20 °С. При хранении в жидком азоте 

обеспечивалась выживаемость бактериофагов лактококков, близкая к 100%. При 

хранении при температуре –20 °С выживаемость вирусов составила около 60% от 

начальной (исследования проводились в течение 4 месяцев) [26]. В то же время 

данных об изменении вирулентности фагов получено не было. 

Важным фактором, также оказывающим влияние на сохранность 

бактериофагов, является наличие/отсутствие веществ, обладающих 

криопротекторными свойствами. 

Криопротекторы   вещества, снижающие воздействие множества 

повреждающих факторов в процессе замораживания биологических структур (в том 

числе и бактериальных или вирусных культур).   

Криопротекторы бывают двух типов. К первому относятся глицерин и 

диметилсульфоксид (ДМСО), которые легко проходят через клеточную мембрану и 

обеспечивают как внутриклеточную, так и внеклеточную защиту от замораживания. 

Ко второму виду криопротекторов относятся такие вещества, как сахароза, лактоза, 

глюкоза, маннит, сорбит, декстран, поливинилпирролидон и полиэтиленгликоль, 

которые обеспечивают защитное действие на наружной поверхности клеточной 

мембраны. Наиболее часто используемыми криопротекторами при криоконсервации 

микроорганизмов, а также других биологических объектов являются ДМСО и 

глицерин в концентрациях 5–10% [28]. 

Однако в силу огромного разнообразия встречающихся в природе 

микроорганизмов двумя криопротекторами в практической работе не обходятся. 

Поэтому при криоконсервации новых видов микроорганизмов следует 

предварительно проверять действие на них различных типов криопротекторов и 

выбрать подходящий как для данного типа микроорганизмов, так и для условий их 

последующего хранения. 

При консервации бактериофагов молочнокислых бактерий замораживанием и 

последующим хранением при 22°С в качестве криопротектора J. Nyiendo и соавт. 

использовали глицерин в концентрации 15%. Срок хранения лизатов в данном случае 

составлял как минимум два года [25].  

Также добавление в качестве криопротектора сахарозы в концентрации 10%  

при замораживании фаголизатов лактококков в жидком азоте  приводило к 

значительному увеличению выживаемости и сохранению лизирующей способности 
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бактериофагов Lactocoсcus lactis (таблица 2) [26]. 

 

Таблица 2 – Влияние добавления сахарозы в концентрации 10% к суспензии 

фагов лактококков при криоконсервировании 

 

Вариант опыта 

Лизат фага, исходный титр  (3,90±0,13) 10
6
 БОЕ/мл 

Количество выживших фагов 

(БОЕ/мл) 
Выживаемость (%) 

Замораживание без добавления 

криопротектора (2,40±0,29) 10
6
 61,54 

Замораживание с добавлением 

криопротектора (3,48±0,24) 10
6
 89,23 

 

Значимым фактором, также оказывающим влияние на сохранность некоторых 

бактериофагов, является состояние замораживаемого объекта. 

Все наиболее распространенные методы хранения лизатов фагов, содержащих 

непосредственно фаговые частицы, имеют свои недостатки. К тому же выживаемость 

фагов и сохранение их физиологических свойств во многом зависит от свойств 

конкретного фага. Для преодоления данных недостатков Р. Golec и соавт. 

предложили метод хранения вирулентных бактериофагов не самостоятельно в 

качестве одного из компонентов суспензии (т.е. отдельно от клетки), а в 

адсорбированном состоянии на инфицированных ими клетках [29]. 

В опыте проводили сравнение выживаемости фагов при замораживании фагов 

отдельно от клеток и в адсорбированном на клетках состоянии. Для чего проводили 

заражение бактериальных культур в логарифмической либо ранней стационарной 

стадии роста с множественностью заражения 0,1 – 0,5 и выдерживали в течение  

5–15 минут. Времени 15 минут оказалось достаточно для адсорбции от 72 до 99% 

тестируемых фагов. Далее часть суспензии отбирали для определения количества 

адсорбировавшихся фагов. Для этого бактериальные клетки отделяли 

центрифугированием. Супернатант использовали для определения количества 

неадсорбировавшихся фагов. Количество адсорбировавшихся фагов определяли 

вычитанием количества неадсорбировавшихся фагов из общего начального 

количества фагов используемых для инфицирования. Оставшуюся часть суспензии 

либо промывали для удаления неадсорбировавшихся фагов и добавляли глицерин до 

концентрации 15%, либо сразу добавляли глицерин (без стадии предварительного 

удаления неадсорбировавшихся фагов). Образцы замораживали в жидком азоте и 

помещали на хранение при – 80°С. В конце обозначенного срока хранения 

определяли концентрацию фагов [29]. 

При сравнении выживаемости вирулентных фагов различных 

микроорганизмов при замораживании непосредственно фаговых частиц в суспензии 

и фаговых частиц, адсорбировавшихся на бактериальных клетках, оказалось что она 

либо равна, либо в большинстве случаев более высока при хранении фагов в 

адсорбированном на инфицированных клетках состоянии. В случае фагов L. lactis 

при сравнении выживаемости в течение 6 месяцев оказалось, что снижение 

концентрации в обоих случаях не произошло. Более длительных исследований не 

проводили [29]. 

Данный метод авторы рекомендуют для хранения вирусов с хрупкой 

структурой вириона [29]. 

Заключение. В ходе исследования установлены факторы, оказывающие 

наиболее значительное влияние на сохранность бактериофагов при их 

консервировании и хранении:  
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 питательная среда, на которой получен лизат бактериофага, – необходимо 

экспериментальным путем определить наиболее оптимальную среду 

культивирования индикаторной культуры, позволяющую накапливать наибольшее 

количество вирусных частиц (на разных средах их количество может различаться в 

10-100 раз); 

 концентрация фагов в суспензии – чем выше исходное количество 

вирусных частиц, тем выше выживаемость фагов при хранении.   

 скорость замораживания (медленная или быстрая заморозка) – чем 

быстрее произошло замораживание (например, быстрая заморозка с использованием 

жидкого азота), тем выше выживаемость фагов;  

 температура хранения фаголизатов – чем ниже температура хранения 

консервированных лизатов бактериофагов, тем выше их выживаемость;   

 наличие или отсутствие протекторных веществ – использование защитных 

сред позволяет  увеличить сохранность вирусных частиц в 1,2 – 1,5 раза независимо 

от того, какое их количество заложено на хранение;  

 состояние замораживаемого объекта: свободное или адсорбированное на 

стенках бактериальной клетки. 
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RESEARCH OF BACTERIOPHAGE STORAGE METHODS  

 

Summary 

 

The methods for obtaining and storage of bacteriophage lysates were analyzed. The 

factors that have the most significant effect on the bacteriophage maintenance in storage 

process were established and characterized. 
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