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Оценка соотношения результатов спот-тестов 
и тестов бляшкообразующей активности 
бактериофагов актуальных патогенов

   

   

Резюме

Актуальность. Получение чистых пятен лизиса, с допущением наличия отдельных колоний вторичного роста, в спот-тестах 

является критерием оценки эффективности терапевтических бактериофагов. Вместе с тем известен ряд механизмов, по кото-

рым происходит фаговый лизис бактерий на газонах, не сопровождающийся репликацией вируса. Цель. Оценка соотношения 

результатов спот-тестов и тестов, основанных на выявлении негативных колоний бактериофагов. Вывод. Проанализированы 

данные из 21 статьи о 43 бактериофагах. В пределах рассмотренной выборки наблюдение чистых зон лизиса в 94% случа-

ев соответствовало успешной репликации вируса. Для ряда бактериофагов Escherichia coli было выявлено большее число 

спот-тестов категории «++++», по сравнению с числом штаммов, поддерживающих репликацию вируса, что, в рамках оценки 

литической активности терапевтического бактериофага, может быть охарактеризовано как ложноположительные результаты 

спот-теста. В целом наблюдение чистых пятен лизиса на спот-тесте в большинстве случаев указывает на репликацию бакте-

риофага, что позволяет рассматривать метод спот-теста как ориентировочный, но требующий последующие валидации более 

сложными методами, характеризующими эффективность фаговой репликации.

Ключевые слова: обзор литературы, бактериофаги, спектр литической активности, анализ вирусных бляшек, колифаги, 
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Abstract

Relevance. Obtaining clean lysis spots, with tolerable presence of individual colonies of secondary growth, in spot tests is a criterion 

for assessing the effectiveness of therapeutic bacteriophages. At the same time, a number of mechanisms are known by which 

phage lysis of bacteria on lawns occurs without being accompanied by virus replication. Aim. To assess the ratio of spot test 

results and tests based on the detection of negative bacteriophage colonies. Conclusion. Data on 43 bacteriophages extracted 
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from 21 articles were analyzed. Within the studied sample, the observation of clean lysis zones in 94% of cases corresponded to 

successful virus replication. For a number of Escherichia coli bacteriophages, a greater number of spot tests of the "++++" category 

were detected compared to the number of strains supporting virus replication, which, within the framework of assessing the lytic 

activity of a therapeutic bacteriophage, can be characterized as false positive spot test results. In general, the observation of clear 

lysis spots on the spot test in most cases indicates bacteriophage replication, which allows us to consider the spot test method as 

indicative, but requiring subsequent validation by more complex methods characterizing the efficiency of phage replication.

Keywords: review, bacteriophages, host range, viral plaque assay, coliphages, phage therapy
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Введение
В начале XX века фаготерапия стала истори

чески первым подходом к этиотропной терапии 
инфекционных заболеваний. В течение двух деся
тилетий были сформулированы основы медицин
ского применения фагов, включающие понимание 
необходимости тестирования литической активно
сти фаговых препаратов, решение вопроса о соз
дании в очаге инфекции достаточной рабочей 
концентрации препарата, а также важность учета 
феномена фагорезистентности [1]. Уже к середине 
XX столетия лечение инфекционных заболеваний 
бактериофагами в той или иной степени уступи
ло место антибиотикотерапии. В меньшей степени 
сворачивание фагового направления медицины 
коснулось СССР [2,3] и в большей – стран Запада, 
хотя, например, во Франции использование фагов 
не прерывалось [4]. Причинами снижения интере
са к фаготерапии, в частности, стали ее неодно
значные результаты, обусловленные недооценкой 
специфичности фагов и недостаточными знаниями 
о процессе репликации бактериофагов [5].

На рубеже XX и XXI веков человечество всту
пило в «постантибиотическую» эру, характеризую
щуюся нарастающей резистентностью бактерий ко 
всем существующим классам антибиотиков и сни
жением как числа организаций, финансирующих 
разработку новых антибактериальных препаратов, 
так и общего объема инвестиций [6,7]. По некото
рым оценкам, смертность, ассоциированная с ре
зистентностью к антимикробным препаратам, до
стигнет к 2050 г. уровня смертности от рака [8,9], 
эта проблема выходит на одно из первых мест 
в ряду вызовов здравоохранению. Это, а также 
научный и технологический прогресс в области ис
следования фагов послужили основой для возрож
дения фаготерапии с конца 1990х годов.

Снижение наблюдаемой эффективности при 
переходе от тестов in vitro к смоделированным ин
фекциям, затем к реальным клиническим случаям 
и рандомизированным контролируемым исследо
ваниям (РКИ) указывает на необходимость допол
нительных исследований, направленных на улуч
шение дизайна РКИ и повышение предсказуемости 
исходов терапии [5,10,11]. Одним из актуальных 
направлений развития доказательной фаготера

пии является совершенствование методов тести
рования литической активности. Условно можно 
выделить три основных стратегии тестирования 
фагов. Эмпирический опыт сотрудников центра 
Элиавы в Тбилиси (Грузия) указывает на то, что эф
фективный терапевтический фаг должен проявлять 
стабильный лизис бактериальной культуры на про
тяжении как минимум 24 часов, при соотношении 
числа вирионов к числу бактериальных клеток не 
более 1:1 [12]. Второй подход основан на всесто
роннем описании фаговой активности, включая 
определение бляшкообразующей активности, про
филь лизиса в жидкой среде и тестирование бакте
рицидной активности [13]. Наконец, третий подход, 
включающий тестирование литической и бляшкоо
бразующей активностей на твердых средах, иног
да с определением титра активного бактериофага 
[14].

Считается, что одним из основных преимуществ 
фаготерапии является размножение активного 
компонента препаратов в очаге инфекции. Вме
сте с тем наиболее широко применяемый подход 
к тестированию медицинских бактериофагов осно
ван на определении литической активности спот
тестом. Из всех методов тестирования литической 
активности бактериофагов прямой метод спот
теста наименее трудоемкий и времязатратный. 
В соответствии с методическими рекомендациями 
«Рациональное применение бактериофагов в ле
чебной и противоэпидемической практике», фаго
вый препарат может быть использован, если по
сле его нанесения на газон бактерий наблюдается 
чистое пятно лизиса, с допущением до 15 колоний 
вторичного роста бактерий на месте капли [15]. 
Однако прогностическая значимость споттеста 
в отношении способности активного компонента 
фагового препарата к репликации остается неод
нозначной. В частности, явление лизиса снаружи, 
случаи абортивной инфекции и активность сво
бодных литических ферментов фаголизата могут 
обусловливать получение ложноположительных 
результатов [16]. Чтобы прояснить вопрос о свя
зи между бляшкообразующей активностью, харак
теризующей успешность репликации фагов, и ре
зультатами споттестов, в настоящей работе было 
проведено сравнение числа положительных тестов 
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бляшкообразующей активности с числом спот
тестов, показавших полный лизис бактериальных 
культур для конкретных бактериофагов, предста
вителей наиболее хорошо изученных таксономиче
ских групп.

Поиск литературы был осуществлен с использо
ванием баз данных NCBI PubMed и Scopus. Подроб
ное описание методики поиска и отбора литератур
ных данных приведено в нашем систематическом 
обзоре спектров литической активности бактерио
фагов [17]. В той же работе дается характеристика 
выборки бактериофагов и обосновывается выбор 
таксономических групп для анализа. Для целей 
данного обзора мы использовали описания виру
лентных бактериофагов, содержащие одновремен
но результаты споттестов, дифференцированных 
по степени лизиса, и методов, основанных на вы
явлении негативных колоний вирусов, демонстри
рующих реализацию литического цикла бактерио
фага, в частности, метод агаровых слоев по Грациа. 
Далее мы сгруппировали бактериофаги по таксо
нам и по видам бактерий. Для каждой группы срав
нения было доступно не менее трех литературных 
источников.

Для вирусов были отобраны результаты, полу
ченные на штаммах бактерий, относящихся в каж
дом случае к виду штаммапродуцента. Было 
подсчитано число штаммов, оказавшихся положи
тельными в споттестах с максимальной степенью 
лизиса (чистые пятна), а также число штаммов, на 
которых образовывались негативные колонии ви
руса (событие репликации). Литературные источни
ки, содержащие результаты споттеста в бинарной 
записи, но указывающие на наблюдение чистых 
пятен лизиса во всех случаях, также были вклю
чены в настоящую работу. Итоговый набор дан
ных содержал информацию о 43 бактериофагах, 
принадлежащих к семействам Autographiviridae 
(за исключением подсемейства Studiervirinae), 
Drexlerviridae, Straboviridae и подсемействам 
Guernseyvirinae и Studiervirinae. Данные, сгруппи
рованные по таксонам фагов (n = 29), пересекают
ся с данными по бактериямхозяевам (n = 36).

Соотношение результатов споттестов и тестов 
бляшкообразующей активности бактериофагов 
было представлено как доля случаев, в которых 
наблюдение чистой зоны лизиса указывало на 
возможность успешной репликации вируса на том 
же бактериальном штамме и было рассчитано как 
единица минус отношение числа споттестов кате
гории «++++» на изолятах, не поддержавших ре
пликацию бактериофагов (n = 14), к общему числу 
споттестов категории «++++» (n = 252).

Обсуждение
Фаговая репликация может не приводить к пол

ному разрушению клеток, и, наоборот, лизис бак
териальных клеток не гарантирует успешного раз
множения вируса. Это обусловлено явлениями 
абортивной инфекции, гибели клеток вследствие 

связывания с фаговыми частицами и действия не
вирусных компонентов фаголизата. Для того, что
бы проанализировать общую распространенность 
этих явлений в экспериментальной практике, мы 
вычислили отношение числа случаев успешной ре
ализации литического цикла бактериофага к чис
лу случаев получения чистых пятен в споттестах. 
Частное результатов двух методов, превышающее 
единицу, указывает на то, что не все бактерии, 
поддерживающие репликацию фага, показывают 
в споттестах результаты категории «++++». Напро
тив, значения меньше единицы свидетельствуют 
об отсутствии реализации литического жизненного 
цикла при наличии положительного споттеста, что 
может трактоваться как ложноположительный ре
зультат.

Сифовирусы Drexlerviridae и подовирусы 
Studiervirinae показали приблизительно равные 
числа положительных результатов тестов бляш
кообразующей активности и чистых пятен лизиса 
(табл. 1). Для подовирусов Autographiviridae наблю
далось трехкратное преобладание числа событий 
репликации, причем в отдельных случаях эти бакте
риофаги не показали эффективности в споттестах. 
В среднем сифовирусы Guernseyvirinae и миови
русы Straboviridae размножались на бактериаль
ных культурах несколько чаще, чем образовывали 
стерильные пятна. Для представителей семейства 
Straboviridae наблюдался значительный разброс 
значений. Так, колийные бактериофаги phT4A 
и vB_EcoM_JB75 показали большой процент лож
ноположительных результатов в споттесте [18,19], 
в то время как на штаммах, поддерживающих ре
пликацию клебсиеллезных фагов vB_KpnM_VAC13 
и vB_KpnMVAC66, стерильные пятна за единичным 
исключением не наблюдались [18].

При разбиении выборки фагов по видам бак
терийпродуцентов, с добавлением семи вирусов 
без таксономической аннотации несогласован
ность результатов споттестов и методов, осно
ванных на выявлении негативных колоний фагов, 
была выражена в большей степени (табл. 2). Как 
и в рассмотренном выше примере, для бактерио
фагов Escherichia coli была характерна выражен
ная изменчивость обсуждаемой метрики. К левой 
границе диапазона относился колийный подо
вирус ECA2, к правой – колийный фаг vB_EcoM
Ro111lw. Для бактериофагов, активных в отноше
нии Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica 
и Vibrio parahaemolyticus, было характерно относи
тельно равномерное преобладание числа событий 
репликации над числом споттестов, выявивших 
максимальный лизис на уровне 1,7:1, 1,9:1 и 1,4:1 
соответственно.

В целом в ходе работы для ряда вирулентных 
бактериофагов мы суммировали число бактери
альных штаммов, поддерживающих их реплика
цию, и сравнили его с числом штаммов, показав
ших максимальную степень лизиса в споттестах. 
Общее число штаммов, поддержавших реализацию 
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Таблица 1. Литическая активность вирулентных бактериофагов, сгруппированных по таксономическому признаку. 
В колонке «репликация фага» приведено число бактериальных штаммов, поддерживающих репликацию вируса. 
В колонке «чистые пятна» приведено число бактериальных штаммов, показавших полный лизис в спот-тесте
Table 1. Lytic activity of virulent bacteriophages grouped by taxonomic feature. The column «phage replication» shows 
the number of bacterial strains supporting virus replication. The column «clear spots» shows the number of bacterial 
strains showing complete lysis in spot tests

Группа бактерио-
фагов

Bacteriophage 
group

Бактериофаг
Bacteriophage

Репликация 
фага, n
Phage 

replication, n

Чистые 
пятна, n

Clear spots, 
n

n событий реплика-
ции / n чистых пятен
n replication events /  

n clear spots

Источник
Source

1 Drexlerviridae (С) phi731 3 3 1 [21]

2 — « — vB_SflS-ISF001 10 10 1 [22]

3 — « — vB_SsoS-ISF002 14 14 1 [22]

4 — « — B1 2 2 1 [23]

Всего/ Total 29 29

1 Autographiviridae* 
(П) vB_VpaP_AL-1 2 2 1 [24]

2 — « — vB_VpaP_M3 2 2 1 [25]

3 — « — vB_VpaP_C2 2 2 1 [25]

4 — « — phi80-18 6 3 2 [26]

5 — « — vB_VpaP_M9 2 1 2 [25]

6 — « — vB_VpaP_M83 3 1 3 [25]

7 — « — vB_AxyP_19-32_Axy21 6 0 Дел. 0 [27]

8 — « — vB_AxyP_19-32_Axy09 4 0 Дел. 0 [27]

9 — « — vB_AxyP_19-32_Axy23 4 0 Дел. 0 [27]

Всего/ Total 31 11

1 Studiervirinae (П) ECA2 1 6 0.167 [18]

2 — « — VB_Ship_A8 7 7 1 [28]

3 — « — vB_STy-RN5i1 7 6 1.17 [29]

4 — « — vB_EcoP_SYGE1 16 10 1.6 [30]

Всего/Total 31 29

1 Guernseyvirinae (С) vB_EcoS-
Ro145c2YLVW 2 2 1 [31]

2 — « — SS4 24 16 1.5 [32]

3 — « — SS1 22 14 1.57 [32]

4 — « — T102 24 15 1.6 [33]

5 — « — SI1 23 11 2.09 [32]

6 — « — SF1 23 9 2.56 [32]

7 — « — vB_SenS-Ent1 15 5 3 [34]

Всего/Total 133 72

1 Straboviridae (М) phT4A 1 6 0.167 [18]

2 — « — vB_EcoM_JB75 1 5 0.2 [19]
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Примечание:*за исключением подсемейства Studiervirinae. После названия группы фагов указана их морфология: М, миовирусная, П, подо-
вирусная, С, сифовирусная. Дел. 0 – деление на ноль.
Note:*with the exception of the subfamily Studiervirinae. After the name of the group of phages, their morphology is indicated: М, myovirus, П, 
podovirus, С, siphovirus. Дел. 0 – division by zero.

Группа бактерио-
фагов

Bacteriophage 
group

Бактериофаг
Bacteriophage

Репликация 
фага, n
Phage 

replication, n

Чистые 
пятна, n

Clear spots, 
n

n событий реплика-
ции / n чистых пятен
n replication events /  

n clear spots

Источник
Source

3 — « — vB_EcoM_SYGD1 12 9 1.33 [30]

4 — « — vB_KpnM_VAC13 10 1 10 [20]

5 — « — vB_KpnM-VAC66 12 0 Дел. 0 [20]

Всего
Total 36 21

Таблица 1. Продолжение
Table 1. Continuation

Таблица 2. Литическая активность вирулентных бактериофагов, сгруппированных по видам бактерий. В колонке 
«репликация фага» приведено число бактериальных штаммов, поддерживающих репликацию вируса. В колонке 
«чистые пятна» приведено число бактериальных штаммов, показавших полный лизис в спот-тестах
Table 2. Lytic activity of virulent bacteriophages grouped by bacterial species. The column “phage replication” shows 
the number of bacterial strains that support virus replication. The column “clean spots” shows the number of bacterial 
strains that showed complete lysis in spot tests

Бактерия-хозяин
Host bacterium

Бактериофаг
Bacteriophage

Репликация 
фага, n
Phage 

replication, n

Чистые 
пятна, n

Clear spots, 
n

n событий репликации / 
n чистых пятен

n replication events / n 
clear spots

Источник
Source

1 Escherichia coli ECA2 1 6 0.167 [18]

2 — « — phT4A 1 6 0.167 [18]

3 — « — vB_EcoM_JB75 1 5 0.2 [19]

4 — « — vB_EcoS-Ro145c2YLVW 2 2 1 [31]

5 — « — vB_EcoM-Ro157lw 3 3 1 [31]

6 — « — vB_EcoM-Ro121lw 3 3 1 [31]

7 — « — vB_EcoM_SYGMH1 12 10 1.2 [30]

8 — « — vB_EcoM_SYGD1 12 9 1.33 [30]

9 — « — vB_EcoP_SYGE1 16 10 1.6 [30]

10 — « — vB_EcoM-Ro111lw 4 2 2 [31]

Всего/Total 55 56

1 Klebsiella 
pneumoniae phi731 3 3 1 [21]

2 — « — B1 2 2 1 [23]

3 — « — vB_KpnM_VAC13 10 1 10 [20]

4 — « — vB_KpnM-VAC66 12 0 Дел. 0 [20]

Всего/Total 27 6

1 Pseudomonas 
aeruginosa

PhL_UNISO_PA-DSM_
ph0031 9 9 1 [35]

2 — « — PhL_UNISO_PA-DSM_
ph0034 4 4 1 [35]

3 — « — BrSP1 20 19 1.05 [36]

4 — « — vB_PaeM_V524 30 15 2 [37]
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литического цикла (n = 404), превышало число 
споттестов категории «++++» (n = 252). Таким об
разом, с одной стороны, не следует преувеличи
вать проблему ложноположительных результатов 
споттестов с неразведенными фагами [39]. С дру
гой стороны, двумя независимыми группами иссле
дователей было описано формирование колийны
ми фагами чистых зон лизиса на газонах штаммов, 
не поддерживающих репликацию вирусов [18,19]. 
Кроме того, во всех известных нам клинических 
исследованиях с доказанной эффективностью фа
готерапии тестирование литической активности 
бактериофагов не ограничивалось споттестами 
и включало определение титра активного бакте
риофага [14] или выявление бляшкообразующей 
активности [40,41].

Заключение
В пределах нашей выборки литературных данных, 

наблюдение чистых зон лизиса в 94% случаев ука
зывало на успешную репликацию вируса. Для ряда 
бактериофагов E. coli в независимых литературных 
источниках описаны ложноположительные резуль
таты споттестов. Таким образом, споттест является 
приемлемым методом отбора фагов – кандидатов 
для использования в терапевтических целях.

Источник финансирования
Исследование выполнено за счет гранта Рос-

сийского научного фонда № 24-15-20022, https://
rscf.ru/project/24-15-20022/, и за счет гранта 
Санкт-Петербургского научного фонда № 24-15-
20022.

Примечание: – Дел. 0 – деление на ноль.
Note: Дел. 0 – division by zero.

Таблица 2. Продолжение
Table 2. Continuation

Бактерия-хозяин
Host bacterium

Бактериофаг
Bacteriophage

Репликация 
фага, n
Phage 

replication, n

Чистые 
пятна, n

Clear spots, 
n

n событий репликации / 
n чистых пятен

n replication events / n 
clear spots

Источник
Source

5 — « — vB_PaeM_V523 24 5 4.8 [37]

Всего/Total 87 52

1 Salmonella enterica vB_STy-RN5i1 7 6 1.17 [29]

2 — « — SS4 24 16 1.5 [32]

3 — « — SS1 22 14 1.57 [32]

4 — « — T102 24 15 1.6 [33]

5 — « — SI1 23 11 2.09 [32]

6 — « — SF1 23 9 2.56 [32]

7 — « — vB_SenS-Ent1 15 5 3 [34]

8 — « — vB_STy-RN29 9 1 9 [29]

Всего/Total 147 77

1 Vibrio 
parahaemolyticus vB_VpaP_AL-1 2 2 1 [24]

2 — « — vB_VpaS_AL-2 4 4 1 [24]

3 — « — vB_VpaP_M3 2 2 1 [25]

4 — « — vB_VpaP_C2 2 2 1 [25]

5 — « — vB_VpaS_CHI 3 3 1 [25]

6 — « — vB_VpS_PG07 14 9 1.56 [38]

7 — « — vB_VpaS_ALK 5 3 1.67 [25]

8 — « — vB_VpaP_M9 2 1 2 [25]

9 — « — vB_VpaP_M83 3 1 3 [25]

Всего/Total 37 27
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