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В статье представлены материалы по разработке новых схем бактериологической 
индикации и идентификации бактерий вида Bordetella bronchiseptica. Авторами предложе-
ны усовершенствованные схемы с применением разработанной дифференциально-диагно-
стической среды, селективной добавки и биопрепарата, содержащего фаги бактерий Bor-
detella bronchiseptica.

Введение
Сложность лабораторной диагностики 

бордетеллеза, его распространённость среди 
животных актуализируют поиск и разработку 
схем, пригодных для быстрой и точной инди-
кации и идентификации возбудителя.

Истинная заболеваемость бордетел-
лезом домашних животных (кошки, собаки, 
грызуны) значительно выше за счет частого 
протекания инфекции в атипичных формах 
(латентная, абортивная, носительство). Труд-
ности клинической диагностики инфекции 
на ранних стадиях заболевания или его про-
ведение на поздних сроках, а также после 
продолжительного лечения антибиотиками, 
отсутствие обследования кашляющих более 
1-2 недель взрослых животных приводит к 
низкому проценту выявляемости возбудите-
ля бордетеллёза. Уровень бактериологиче-
ского подтверждения диагноза составляет 10 
- 20% [1, 2].

Современные экспрессные, высокочув-
ствительные и специфичные методы лабора-
торной диагностики крайне необходимы в 
связи с эпизоотологической возможностью 
межвидовой передачи возбудителя среди 
животных (собаки, кошки, свиньи, грызуны) 
и эпидемиологическим значением в инфи-

цировании людей [3-13].
Метод фагодиагностики широко ис-

пользуется в лабораторной практике для 
идентификации различных видов микроор-
ганизмов. Фагоидентификация возбудителей 
инфекций основана на учете лизиса выде-
ляемых культур, вызванного фагом с извест-
ным диапазоном действия. Феномен лизиса 
является основой для использования фага в 
диагностических целях. Следовательно, бак-
териофаг представляет собой инструмент, 
устанавливающий видовую принадлежность 
микроорганизма, выделенного из исследуе-
мого материала при помощи бактериологи-
ческого метода. 

В настоящее время проба с бактери-
офагами, в силу их специфичности и изби-
рательности действия, является надёжным 
методом детекции возбудителей инфекций 
животных и человека из доступных рядовой 
лаборатории [14, 15, 16].

В связи с этим, целью нашего исследо-
вания явилась разработка новых бактери-
ологических схем детекции. бактерий вида 
Bordetella bronchiseptica. 

Объекты и методы исследований
Работа выполнена на базе научно-ис-

следовательского инновационного центра 



74

Ве
ст

ни
к

 
Ул

ья
но

вс
ко

й 
го

су
да

рс
тв

ен
но

й 
 

се
ль

ск
ох

оз
яй

ст
ве

нн
ой

 а
ка

де
м

ии

микробиологии и биотехнологии (НИИЦ-
МиБ) ФГБОУ ВО Ульяновская ГСХА. 

Объектами исследований были 5 ре-
ференс-штаммов B.bronchiseptica, 3 штамма 
B.pertusis, 1 штамм B.parapertusis, 27 рефе-
ренс-штаммов близкородственных бактерий 
из музейной коллекции кафедры. Исполь-
зовали тонзиллитные и назофагингеальные 
мазки от животных, искусственно контами-
нированные индикаторными штаммами кон-
центрации 105 – 101 м.к. в 1 мл. Пробы пред-
варительно исследовали бактериологиче-
ским методом на отсутствие B.bronchiseptica.

В работе использовали общепринятые 
микробиологические методы, а также автор-
ские усовершенствованные методики [2-17]. 

Нами были апробированы схемы бак-

териологической детекции B.bronchiseptica в 
сравнении с изложенной в МУК 4.2.2317-08 
«Отбор, проверка и хранение производствен-
ных штаммов коклюшных, паракоклюшных и 
бронхисептикозных бактерий» [1]. 

Результаты исследований
На первом этапе экспериментальной ра-

боты испытания проводили на лабораторных 
штаммах. Схема №1 включала следующие ис-
следования (рис. 1).

1-е сутки: исследуемый материал вы-
севали на 2 чашки с дифференциально-диа-
гностической средой без и с селективной до-
бавкой. Инкубировали 24-48 ч в термостате 
при температуре 36-37°С до появления визу-
ально различимых колоний.

2-3-е сутки: отбирали не менее 3-х ха-

Рис. 1 – Схемы бактериологической детекции бактерий вида B.bronchiseptica, где: а – 
разработанная нами схема №1; б – схема, изложенная в МУК 4.2.2317-08 «Отбор, проверка 
и хранение производственных штаммов коклюшных, паракоклюшных и бронхисептикоз-
ных бактерий» [1]
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рактерных колоний бирюзового цвета. Прово-
дили микроскопию окрашенных по Граму маз-
ков с выявлением грамотрицательных мелких 
коккобацилл, равномерно располагающихся 
в мазке одиночно, по парам или коротки-
ми цепочками. Гемолитическую активность 
устанавливали на стекле микрометодом. Для 
выделения чистой культуры и наращивания 
бактериальной массы отсеивали колонии в 
МПБ и на МПА. Учитывали предварительный 
результат. При отсутствии подозрительных ко-
лоний продолжали культивирование.

3-4-е сутки исследования: изучали чи-
стую культуру, проводили микроскопию, экс-
пресс-тесты на цитраты и нитритредуктазу. 
Учитывали окончательный результат. 

В результате многократных испыта-
ний установили, что проведение бактери-
ологического анализа по общепринятой 

схеме занимает 72-120 ч, тогда как проведе-
ние исследования по предлагаемой нами схе-
ме №1 – 49-98 ч. При использовании разрабо-
танной дифференциально-диагностической 
среды и селективной добавки сокращается 
количество биохимических идентификаци-
онных тестов. Усовершенствованный метод 
определения гемолитической активности 
ускоряет анализ. Испытанные схемы показали 
100% специфичность по отношении к бактери-
ям B.bronchiseptica.

Следующим этапом исследований яви-
лось включение в разработанную схему №1 
метода «стекающая капля» с нанесением 
специфичных бактериофагов на газон роста 
культуры – схема №2 (рис. 2). 

Посев материала проводили на разра-
ботанную нами питательную среду, с инкуба-
цией в течение 20-24 ч при 36-37ºС. При на-

Рис. 2 - Схемы бактериологической детекции бактерий вида B.bronchiseptica,  
где: а – разработанная схема №2; б – разработанная схема № 1
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личии визуально различимых однотипных ко-
лоний поводили микроскопию с окраской по 
Граму и отсев на МПБ с культивацией 18 ч при 
36-37ºС. Для фагоидентификации на поверх-
ность МПА в чашках Петри пипеткой наносили 
3-4 капли суточной бульонной культуры иссле-
дуемых образцов. Культуру равномерно рас-
пределяли по поверхности среды стерильным 
шпателем. Газоны подсушивали 15-20 мин в 
термостате. Чашку Петри делили на сектора и 
на поверхность культуры пипеткой наносили 
каплю биопрепарата с бактериофагами. В ка-
честве контроля наносили стерильный МПБ. 
Наклоняли чашку, чтобы капли стекли. Выдер-
живали образцы в боксе 15-20 мин для подсу-
шивания, затем культивировали в термостате 
при 36-37ºС в течение 18 ч. 

Наличие зоны лизиса на сплошном га-
зоне роста культуры в месте нанесения фагов 
указывало на принадлежность исследуемого 
штамма к бактериям вида B.bronchiseptica. 
Отрицательным считали результат при отсут-
ствии лизиса на газоне культуры. При наличии 
отрицательных и сомнительных результатов 
фагоидентификации проводили дополнитель-
ные биохимические тесты.

В результате проведенных исследова-
ний установили, что продолжительность ана-
лиза при включении в схему «метода стека-
ющей капли» сокращается до 60 ч, при мень-
шем расходе питательных сред, реактивов, 
лабораторной посуды.

Испытание схем на близкородственных 
тест-штаммах во всех экспериментах показало 
отрицательный результат. 

Установили, что аналитическая чувстви-
тельность разработанной бактериологической 
схемы с использованием дифференциально-
диагностической среды с селективной добав-
кой и схемы, изложенной в МУК 4.2.2317-08 
«Отбор, проверка и хранение производствен-
ных штаммов коклюшных, паракоклюшных и 
бронхисептикозных бактерий», составляет 104 
м.к./мл, схемы с использованием бактерио-
фагов – 103 м.к./мл. 

Выводы
Усовершенствованная схема бакте-

риологической детекции бактерий вида 
B.bronchiseptica с использованием фагоиден-
тификации включает взятие биоматериала 
на разработанную дифференциально-диа-
гностическую среду с селективной добавкой и 

без неё с культивированием 24 ч при 36-37ºС, 
отбор не менее 3-х характерных колоний би-
рюзового цвета, микроскопию мазков, окра-
шенных по Граму, подтверждение методом 
«стекающей капли» со специфическими бак-
териофагами. В сомнительных случаях схему 
дополняют биохимическими тестами. Гемо-
лиз проводят экспресс-методом на стекле в 
течение 15-30 мин. 

Разработанная схема позволяет иден-
тифицировать возбудителя бордетеллёза в 
течение 60 ч, тогда как продолжительность 
исследований по традиционной схеме детек-
ции бактерий вида B.bronchiseptica составля-
ет 72-120 ч. 
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