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мл суrочной культуры, все быстро перемешивали и вы.1ив~ши на поверх­

ность 1,5% МПА. Смесь осторожными движения\.!и распределяли по по­
верхности агара. Для получения четких результатов чашки необходимо 
ставить на ровную горизонтальную поверхность во избежания стекания 
агара в сторону. Чашки для затвердевания агара оставляли на столе на 1 -
1,5 часа., после чего инкубировали в термостате при температуре 37°С. 
Параллельно ставили контроль чистоты исследуемого материала на бак­
териальную загрязненность (в 2,5 мл МПА добавляли 1 мл материала и 
0,2 мл МПБ), и контроль культуры (в 2,5 мл МПА вносили 1 мл МПБ и 
0,2 мл культуры). Наличие негативных колоний на опытных чашках го­
ворит о присутствии бактериофага в исследуемом материале. Результаты 
учитывали на следующий день. Далее мы отвивали бактериологической 

петлей негативную колонию, помещали ее в пробирку со стерильным 

МПБ (4,5 мл), добавляли 0,2 мл суточной культуры и инкубировали при 
температуре 37°С. Оптимальное время инкубации бактериофагов рода 
Кlebsiella - 4 часа, что связано с характером роста культур. После чего 
сравнивали мутность опытной пробирки с контролем (в 4,5 мл МПБ до­
бавляли 0,2 мл культуры). Просветление опытной пробирки свидетельст­
вовало о лизисе бактериальных клеток клебсиелл бактериофагом. Опыт­
ные пробирки прогревали на водяной бане при температуре 60nC в тече­
ние 30 минут. Затем мы проводили пассажи (вносили 0,2 мл фаголизата и 
0,2 мл.суточной культуры в 4,5 мл МПБ, выдерживали в термостате при 
37°С, 4-6 часов), для повышения активности фага, добиваясь абсолютной 
прозрачности опытных пробирок после инкубации фага с культурой по 

сравнению с контролем. 

В результате проведённых исследований нами были выделены 6 
бактериофагов, которые лизировали эталонные штаммы бактерий рода 

Кlebsiella (К.р. 4463, К.р. 265, К.р. у). 
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Многочисленные литературные данные отечественных и зарубеж­

ных исследователей свидетельствуют о возрастании этиологической роли 

патогенных штаммов рода Citrobacter в патологии животных и человека. 
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Бактериофаги патогенных микроорганизмов пр110лекают к себе 
внимание микробиологов как возможный материал д.1я конструирования 
диагностических и лечебно-профилактических препаратов. 

О фагах цитробактера до 80-х годов име.1ись лишь отрывочные све­
дения. Более подробно в нашей стране они были изучены и 011исаны Т.А. 
Хакешевой с соавт. ( 1981, 1982, 1983, 1984, 1985). 

Одной из важных характеристик бактериофагов являются морфо,10-
гические признаки. Результаты электронной микроскопии, проведенные 

авторами, показали, что выделенные ими фаги по морфо.1огии фаговых 

корпускул принадлежали к 1 группе, по D.Reanney и H.W.Askermanп 

( ! 982) или морфологической группе V, по А.С. Тихоненко ( 1968). Кор­
пускулы фагов имели головку гексагон1i11ьной формы диаметром 50±2 нм 
и прямым отростком длиной 112-152 нм с сокращающимся чехлом. По 
длине отростка фаги были распределены авторам11 на две группы (с ко­
ротким и длинным). 

Задачей наших исследований явилось изучение морфологии специ­
фического бактериофага, лизирующего патогенных представителей рода 
Citrobacter. 

Материалы и методы исследований 

Электронно-микроскопические исследования проводили во Всерос­
сийском научно-исследовательском институте защиты животных. В ка­

честве исследуемого материала использовали лизат бульонной культуры 

цитробактера фагом Cit 502. Титр бактериофага был равен 2.3 х 109 фаго­
вых корпускул в 1 мл среды (по Грациа). 

Подготовку препаратов для электронной микроскопии проводили 

осаждением вирусных частиц в режиме низкосортного центрифугирова­

ния. В процессе центрифугирования вируссодержащей суспензии проис­

ходит образование новой фазы - осадка из белковых макромолекул. за­

хват осадком вирусных частиц которые сами по себе в данных ус.1овиях 

осадков не образуют, характеризуется как метод концентрирования за 

счет соосаждения. 

С этой целью суспензии фага в объеме 1 мл предварительно освет­
ляли на центрифуге при 500 g течение 10 мин. затем надосадочную вод­
ную фазу повторно центрифугировали при 2000 g в течение 30 "<!ИН. Из 

пробирки полностью сливали жидкость, а образовавшийся осадок ресус­

пендировали в 30-50 мкл буферного раствора рН 7,3-7,5. Вирусные час­
тицы, соосаждаясь с белковыми мак1"91.u.-,екулами, в данно'\1 режиме 

центрифугирования образуют концен·.рированную суспензию в 10-20 
раз. Данная методика отработана для работы с вирусами животных и ус­

пешно применяется при подготовке препаратов для э,1ектронной \111кро­

скопии (Пономарев АЛ., Андреева О.Г., Артамонова Т.Н .• 2002). 
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Для электронно-микроскоnических исследований вирусные nрепа­
раты наносили на nоддерживающие угольно-nарлодионовые пленки­

подпожки. Контрастирование варионов проводи.1и с использованием 4 % 
раствора фосфорно-вольфрамовой кислоты рН 6,8. Исследования прово­
дили на электронном микроскопе JEM-IOOB (Япония) . Размеры варионов 
определяли на измерительном микроскопе МИР-12т непосредственно с 

негативных фотоnластинок. 

Результат•~ исследований 

Результаты проведенных исследований изображены на -.~икрофото­
графиях (фото 1 и 2), на которых видно, что изучаемый бактериофаг име­
ет корпускулы, состоящие из головки в форме растянутого многогранни­

ка с отростком. У основной массы вирионов чехол находится в растяну­

том состоянии, что характерно мя интактных частиц. Чехол отростка на 

всем протяжении прямой и имеет цилиндрическую форму. Вирусные 

частицы имеют следующие размеры : диаметр головки 100 нм и дЛина 
отростка - 135 нм. Соотношение высоты головки к ее диаметру равно 
1.28. -

Фото 1 Корпускулы 6актерuофага СИ 502 и разрушенная клетка 
бактерий(увеличение в 87 ООО раз) 
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Фото 1 Морфология вирусных корпускул бактериофага Си: 501. 
(увеличение в 87000раз) 

Вь1воды 

Вирусные частиць1 выделенного нами бактериофага и!\iеют форму 

аналогичную фагам, изученным Т.А . Хакешевой с соавт. ( 1985). хотя 
диаметр голов-си у фага Cit 502 в два раза больше . 

Таким образом, в соответствии с морфологическими пара!'dетрами 

изучаемый нами фаг Cit 502, согласно Международной классификации и 
номенклаrуре вирусов, относится к семейству Myoviride (F.A. Murphy и 
др" 1995), а по классификации А.С.Тихоненко - к V морфологической 
группе: «Фаги с отростком сложного строения, чехо,1 которого способен 

к сокращению» (А .С. Тихоненко, 1968). 
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МЕТОДЫ ЛАБОРАТОРНОЙ ДИАГНОСТИКИ ЗАБОЛЕВАНИЙ, 
ВЫЗЫВАЕМЫХ БАКТЕРИЯМИ РОДА PROTEUS, ИЛИ 

ПРОТЕКАЮЩИХ С ИХ УЧАСТИЕМ 

Н.А. ФЕОКТИСТОВА, Д.А.ВАСИЛЬЕВ, С.Н.ЗОЛОТУХИН 

Энтеробактерии рода Proteus привлекают к себе исследователей как 
возбудители внутрибольничных инфекций, энтеритов у детей и взрослых 

людей, воспалительных процессов мочевыводящих путей, раневых ин­

фекций, послеоперационных и ожоговых осложнений, сепсиса. дисбакте­

риоза, токсикоинфекций и др. 

Протеи вызывают маститы, эндометриты, раневые инфекции и же­

лудочно-кишечные заболевания у животных. 

Эффективность лечебных мероприятий во многом зависит от свое­

временной диагностики болезни, поэтому усовершенствованию методов 

лабораторной диагностики заболеваний, вызываемых патогенными мик­

роорганизмами, уделяется бо.1ьшое внимание. 

Лабораторная диагностика направлена на обнаружение возбуд11теля 

болезни в том или ином патологическом материа.;1е и может быть при-
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