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О серогрупповой принадлежности патогенных штаммов протея. вы

деленных от животных, сообщается в работах отдельных авторов (Е.Т. 

Парайко. И.Н. Парайко, 1990). 
Не разработаны и методы фагод11агностики заболеваний и фагопши

рования протеев из-за отсутствия стандартных наборов бактериофагов. 

Поэтому перед исследователями поставлена задача, направленная на 

решение этих проблем. 
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В последние годы благодаря работам отечественных и зарубежных 

исследователей расширилось представление о роле бактерий рода Citro
bacter в nатологии животных и человека. 

Постановка бактериологического диагноза на заболевания. вызы

ваемые данными микроорганизмами, имеет ряд трудностей. Одной из 

них является идентификация цитробактеров по их биологическим свой

ствам. Это длительный и трудоёмкий процесс, который не позволяет бы

стро и точно идентифицировать микроорганизмы. Поэтому возникла не
обходимость поиска альтернативных методов лабораторной диагностики, 

которые будут менее трудоёмкими, более быстрыми и доступными для 

любого уровня. Таким методом яв.аяется фагодиагностика. 

Для индикации и идентификации микроорганизмов с помощью бак

териофагов необходимо иметь набор фагов с определёнными биологиче

скими свойствами, одним из которых является их высокая литическая 

активность. 

Для решения этой проблемы мы поставили перед собой задачу: най

ти оптимальное соотношение фага и культуры при его пассированщ1 с 

целью получения фага с высокой активностью, который в дальнейшем 

будет использоваться для конструирования диагностического препарата. 

Материалом для исследований послужили: фаг № 3, выделенный из 
сточных воды и выращеный на индикаторной тест-культуре C.fi"euпdii (7 
часов при 37°С и затем до 18 часов при комнатной температуре). и инди
каторная культура - Citrobacter freundii, полученная из музея кафедры 
микробиологии, вирусологии, эпизоотологии и ВСЭ УГСХА, находящая

ся в «S» форме, выращенная на МПБ при 37° С в течение 18 часов. 
Селекцию фага проводили методом пассирования его на индикатор

ной тест-ку"1ьтуре. 

50 



Вестник акаде.\1uи. Серия «Bemt']lllнapuя" 

Для опыта вноси.1и фаг и индикаторную тест-культуру в разных ко

личествах. Одновременно ставили контроль на рост тест-культуры без 

фага. В опытную и контрольную пробирки добавляли одинаковый объём 

суточной тест-культуры (табл. 1.). 

/. Соотношение исследуемого фага и тест-культуры при его се:1екции 

г 
Опытная пробирка 

Кон-
№ Люатбуль-

пасса- ОНЖ>ЙкуЛЬ-
Обьём суrоч-

Время просветления 
троль 

жа туры фага. 
ной бульонной 

МПБ 
на ·куль-

мл 
кулыуры, мл туру, мл 

1 0,2 
>--· 

0,2 Лизис через 30 мин 0.2 
2 0,2 0,4 Лизис через 40 мин 0,4 -· 3 0,2 0,8 Лизис через 40 мин 0,8 
4 0,2 1,0 Лизис через 1 ч 1,0 
5 0,2 1,2 Лизис через 1 ч 1,2 

6 0,2 1,4 Лизис через 1 ч 1,4 
7 0,2 1,6 Лизис через 1 ч 1,6 
8 0,2 2,0 Лизис через 1 ч 2,0 
9 0,2 2,5 Лизис чеrез 1 ч 20 мин 2,5 

-
10 0,2 4,5 Лизис через 3 ч 45 
11 0,1 3,0 Лизис через 9 ч 3.0 

Каждый пассаж выдерживали в термостате при температуре 37° С в 
течение 7 часов, затем при комнатной температуре до 18 часов. В резуль
тате в опытных пробирках через разное количество времени наблюдали 

полный лизис тест-культуры, который выражался просветвлением бульо

на, в то время как контроль на культуру был мутным. 

Литическую а"'Тивность бактериофага № 3 оценивали по его спо
собности вызывать лизис бактериальной тест-культуры C.treuпdii в жид

кой и плотной средах (по методу Аппельмана и Грация). Её выражали 

тем максимальным разведением, в котором испытуемый бактериофаг 
проявлял своё литическое действие. Более точным методом оценки ак

тивности бактериофага, по мнению Д.М.Гольдфарба ( 1961 ), является оп
ределение количества активных корпускул фага в единице объёма. Ак

тивность определяли в конкретных, стандартных условиях. 

Сущность метода Аппельмана: в ряд пробирок из нейтра.1ьного 

стекла одного диаметра наливали по 4,5 мл МПБ. В первую пробирку 
вносили 0,5 мл исследуемого фага. Затем делали последовательные, деся
тикратные разведения, перенося отдельными пипетками из пробирки в 
пробирку по 0,5 мл фага. Использовали дпя опыта 1 1 пробирок. Из по-

51 



Вестник акаде,\ШU. Серия «Ветс711тария» 

следней пробирки лишние 0,5 мл вылива..1и. Затем во все опытные про
бирки вносили по 0,2 мл 18-т·и часовой крьтуры C.freundii No 9. 12-я и 
13-я пробирки были контрольными. в первой ю них нахо:щлся МПБ и 

культура (без фага), во второй - один МПБ (контроль на стерильность). 

Все пробирки помещали в термостат при 37u С на 1 часов. а затем остав
л11ли при комнатной температуре. Титр устанавлива.пи при встряхивани~1 

по последней, прозрачной пробирке и выражали разведением фага. 

Сущность метода Грациа (метод агаровых слоёв) в данном случае 

состоит в количественном опреде,1ении фаговых частиц в различных раз

ведениях. Для опыта брали 1 мл фага в разведениях 10·1 до 10· 12 (без 
культуры) и вносили в пробирки с 2,5 м:1 0,7% МПА, расплавленного и 
остуженного до 46-47° С, туда же вносили 0,2 мл 18-ти часовой культуры 
C.fi"eundii № 9. Содержимое пробирки перемешивали и выливали на по
верхность 1,5% МПА. Чашки оставляли для затвердения агара, затем их 
выдерживали в термостате при 37° С в течение 20 часов. Активность оп
ределяли по количеству негативных ко,1оний на газоне индикаторной 

культуры. 

Активность исследуемого фага № 3 определяли при выделении его 
из сточной воды и после nроведённых опытов. Результаты приведены в 

таблице 2. 

2. Результаты изменения литической актив11ости фага .№ 3. 
г 

Лити•Jеская Фаг 

активность до пассирования после пассирования 

По Лппельману 10-6·7 10-~-~ 

По Грациа 1,5х\09 2х10 11 

Анализируя результаты проведённых исследований по изучению ли

тической активности цитробактерного фага № 3, установи,1и: исследуемый 
фаг нужно пассировать на индикаторной тест-культуре C.fi'cundii в соот
ношении: 1 часть фага и 2 части тест-культуры. В результате проведённых 
опытов активность фага достигает своего максимального значения (по Ап

пельману от 1 о.{) - 10·7 до 10-8- 10·9 ; по Грациа ОТ 1,5х 109 ДО 2х 1о 11 ). 

Активность фага № 3 при выделении из сточной воды была ниже, 
че'w! в нём же, но после селекции на 2 единицы (табл. 2). 
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ИЗЫСКАНИЕ АЛЬТЕРНАТИВНЫХ СРЕДСТВ И МЕТОДОВ ДЛЯ 
ДИАГНОСТИКИ ЗАБОЛЕВАНИЙ, ВЫЗЫВАЕМЫХ БАКТЕРИЯМИ 

РОДА CITROBACTER 
ЛЛЛУЛЬЧЕРОВСКАЯ, С.Н.ЗОЛОТУХИН, Д.А.ВАСИЛЬЕВ 

Род Citrobacter объеденяет группу ферментативно родственных· бак
терий, названных так благодаря их способности утилизировать цитрат 

(citrus- лимон, bacter- мелкие палочки) и испо,1ьзовать его в качестве 

единственного источника углерода. Название было предложено С. 

Wercam, G. Gjillen (1932), а также U.E. Mankuburen ( 1948). 
Согласно современной классификации, род включает следующие 

виды: Citrobacter freunfii, С. coseri, С. amalonaticus, С. farmeri, С. youngae, 
С. braakii, С. rodentum, С. wermanii и два до сих пор безымянных вида. 
Для них предложены названия С. gilleпii и С. murliniae. 

Цитробактеры выделяют из почвы, воды, фекалий животных и чело

века. Вероятно, некоторые виды входят в состав нормальной микрофло

ры кишечника. Штаммы патогенных серогрупп способны вызывать 

вспышки гастроэнтеритов и токсикоинфекций у детей и взрослых людей, 

лабораторных и сельскохозяйственных животных. 

Согласно литературным данным, факторы патогенности у данного 

рода изучены не достаточно, т.к. до настоящего времени не разработаны 

экспериментальные модели патогенеза инфекции. Возможно. основные 

факторы патогенности цитробаперов - микроворсинки, жгутики, энте

ротоксин и поверхностный белок адгезии, которые отсутствуют у авиру

лентных штаммов. 

Баперии рода Citrobacter часто являются причиной желудочно

кишечных заболеваний у новорожденных животных. Так, при исследова

нии Е.С. Ворониным с соавт. (1989) культур энтеробаперий, выделенных 
из фекалий больных диареей телят, из 580 изученных культур 30 принад
,1ежали роду Citrobacter и оказались патогенНЫ'v\И для белых мышей. 

Л.С. Кавруком ( 1994) при исследовании соскобов с полов репродук
тивных помещений в период массовых желудочно-кишечных заболева

ний и фекалий, больных диареей новорожденных телят и поросят, было 

установлено. что бактерии рода Citrobacter циркулировали на 8 молочно
товарных фермах из числа 18 обследованных 11 на 6 свинарниках 'v!аточ-
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