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Таким образом, на козах нами была получена гипериммунная сыворотка, 
содержащая антитела к спорам B. anthracis, специфически взаимодействующие 
с антигенными детерминантами данного патогена и не взаимодействующие с 
антигенами спор типичного представителя B. cereus. Методами непрямого и пря-
мого вариантов ТФ ИФА, РДП и иммуноэлектронной микроскопии подтвержде-
но присутствие на поверхности спор B.cereus штамма Дакар 1 некоторого числа 
антигенных детерминант, сходных с таковыми спор B. anthracis.  По-видимому, 
с наличием этих детерминант связано получение ложно-положительных резуль-
татов при проведении диагностических исследований [2]. Считаем целесоо-
бразным проведение дальнейших исследований по изучению структуры подоб-
ных детерминант и получению моноклональных антител, строго специфичных 
к антигенам спор сибиреязвенного микроба, что позволит разработать высоко-
специфические диагностические тест-системы для идентификации спор возбу-
дителя сибирской язвы, основанные на методах иммунохимии. 
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teriophages of �lebsiella, their main biological peculiarities, making a biological 
preparation on basis of the selected phages.

Бактерии рода �lebsiella способны вызывать у людей и животных пнев-
монию, заболевания мочеполовой системы, острые кишечные инфекции, раз-
личные гнойно-септические осложнения, а также внутрибольничных инфекций, 
менингиты. Кроме того, многие исследователи отмечают учащение случаев за-
болеваний пневмонией, маститами, (энтеритом) острыми кишечными инфекци-
ями, септицемией животных, где этиологическую роль играют клебсиеллы [2]. 

Выделение и идентификация клебсиелл в основном проводится бакте-
риологическим методом. Использование метода фагодиагностики позволяет 
сократить срок исследования с нескольких суток до 40 часов. Данный метод 
на практике не имеет широкого применения из-за отсутствия набора специфи-
ческих фагов.

Поэтому, целью нашей работы стала разработка технологических па-
раметров по индикации и идентификации бактерий рода �lebsiella с помощью 
специфических бактериофагов. 

Материалы и методы. В работе были использованы 38 штаммов бакте-
рий рода �lebsiella и 123 штамма других родов семейства Enterobacteriaceae: 
Escherichia spp., Proteus spp., Morganella spp., Citrobacter spp., Salmonella spp., 
Enterobacter spp., Providensia spp., �ersinia enterocolitica, а также родов семейств 
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Pseudomonas spp. Выделение и изучение 
биологических свойств фагов проводили по общепринятым методикам [1]. Ма-
териалом для выделения являлись сточные воды и фекалии животных свиновод-
ческих и молочно-товарных ферм, частных хозяйств Ульяновской и Самарской 
областей. 

Результаты исследований и обсуждение. В результате исследований 
нами был выделен и селекционирован 21 штамм фагов бактерий рода �lebsiella. 

При изучении биологических свойств выделенных фагов отмечались 
различия по морфологии образовавшихся негативных колоний, литической ак-
тивности, спектру литического действия.

По морфологии, образовавшиеся негативные колонии разделили на два 
типа. Первый тип – круглые, прозрачные в центре негативные колонии диаме-
тром от 2 мм и более с зоной неполного лизиса по периферии шириной 1-8 мм. 
Второй тип – круглые, прозрачные с ровными краями в диаметре до 2,5 мм с 
отсутствием зоны неполного лизиса.

Литическая активность бактериофагов составляла от 4 х 107 до 8 х 109 
фаговых корпускул в 1 мл. 

Для определения спектра литического действия бактериофагов исполь-
зовали 38 штаммов бактерий рода �lebsiella. Установлено, что два бактериофага 
отличались широким диапазоном литической активности (К - 81 УГСХА – 73 %, 
К - 10 УГСХА лизировал 76%), а в сумме фаги проявили литическое действие 
в отношении 97% всех исследованных культур. У представителей бактерий дру-
гих родов и семейств литической активности не выявлено, то есть все фаги обладали 
строгой специфичностью. 

Для конструирования диагностического биопрепарата нами отобраны 
бактериофаги К - 10 и К - 81, обладающие высокой активностью и широким 
спектром лизиса. Отобранные фаги проявили устойчивость к воздействию высо-
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ких температур (67 – 88 °С), и устойчивость к воздействию хлороформа в течение 
40 минут. Данные параметры обработки хлороформом и температурой исполь-
зовали для освобождения фаголизата от жизнеспособных бактерий.

По результатам электронной микроскопии установили, что по морфо-
логии фаговых корпускул бактериофаг К - 10 УГСХА согласно Международной 
классификации и номенклатуре вирусов принадлежит к семейству Siphoviridae, 
по классификации А.С. Тихоненко к IV группе – «Фаги с длинным несокращаю-IV группе – «Фаги с длинным несокращаю- группе – «Фаги с длинным несокращаю-
щимся отростком», а фаг К - 81 УГСХА к семейству Myoviridae и к V морфологи-V морфологи- морфологи-
ческой группе – «Фаги с отростком сложного строения, чехол которого способен к 
сокращению». 

Для получения специфического диагностического препарата с высокой 
литической активностью, состоящего из двух фагов (К - 10 и К - 81), были разра-
ботаны биотехнологические параметры изготовления и контроля клебсиеллезных 
бактериофагов. Установили, что оптимальное время экспозиции пассажей при 
температуре 37 оС для фагов К - 10 и К - 81 составляет 4 часа.

С учетом строгой специфичности отобранных бактериофагов, нами была 
предложена схема ускоренной идентификации бактерий рода �lebsiella. Иден-
тификацию выделенных бактерий проводили по биохимическим свойствам и по 
феномену лизиса индикаторными фагами. Результаты идентификации бактерии 
рода �lebsiellа бактериологическим методом подтвердились полученными ре-
зультатами фагоидентификации (на газоне с культурой отмечалась зона лизиса). 
Сущность предлагаемого нами метода схемы фагоидентификации в том, что в 
сравнении с бактериологическим методом сокращаются сроки исследования с 
4 до 2 суток. 

Следующий этап наших исследований «Фагоиндикация» заключался в 
разработке технологических параметров постановки реакции нарастания титра 
фага для индикации бактерий рода �lebsiella в объектах ветеринарного надзора 
и патологическом материале без выделения чистой культуры. Одновременно ис-
следовали объекты бактериологическим методом.

По результатам проведенных исследований водопроводной воды, ком-
бикорма и мяса установлено, что нарастание титра фагов более чем в 5 раз 
произошло при минимальной концентрации бактерий рода �lebsiella 103 м.к./
мл за 18 часов без выделения чистой культуры. При исследовании проб фекалий 
нарастание титра фагов более чем в 5 раз произошло при концентрации бактерии 
рода �lebsiella 104 м.к./г. При увеличении времени инкубации бактериофага с фе-
калиями до 10 часов обнаруживали клебсиеллы в концентрации 103 м.к./г за 22 
часа. Бактериологическим методом удавалось обнаружить бактерии в минималь-
ной концентрации 104, но при этом затрачивается 96 часов.

При исследовании воды, комбикорма, фекалий и мяса мы наблюдали види-
мое преимущество метода фагоиндикации – РНФ над бактериологическим методом 
исследования. 

В результате проведенных исследований были разработаны техноло-
гические параметры ускоренной индикации бактерий рода �lebsiella в объектах 
ветеринарного надзора (вода, комбикорм, фекалии и мясо) и патологическом ма-
териале с помощью РНФ с использованием индикаторных бактериофагов (К - 10 
УГСХА и К - 81 УГСХА), позволяющие обнаружить клебсиеллы в минимальной 
концентрации 103-104 м.к./мл (г) исследуемого субстрата за 18-22 часа.

Для оценки эффективности реакции нарастания титра фага в условиях 
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производства нами были проведены исследования по фагодиагностике кишеч-
ной инфекции телят, протекающей с участием клебсиелл. В качестве иссле-
дуемого материала использовали 13 проб фекалий от больных диареей телят в 
возрасте от 2 – 15 суток, принадлежащих учебно-опытному хозяйству УГСХА. 
При исследовании проб фекалий методом реакции нарастания титра фага с ис-
пользованием фагов К - 10 и К - 81 клебсиеллы были обнаружены в 38% случаях 
(5 проб). Бактериологическим методом данные бактерии были обнаружены в 15 
% случаях (в 2 пробах) с затратой времени от 96 часов и более. Таким образом, 
диагностическая чувствительность РНФ позволяет обнаруживать бактерии рода 
�lebsiella в концентрации 103-104 м.к./мл за 18-22 часа. 

Для усовершенствования предложенного метода установлена возмож-
ность использования биопрепарата, состоящего из двух вышеуказанных бакте-
риофагов.

Заключение. Таким образом, в результате проведенных исследований, 
предложен биопрепатат-диагностикум, состоящий из фагов К - 10 и К - 81 серии 
УГСХА, для идентификации и индикации с помощью РНФ бактерий рода �leb-
siella в объектах ветеринарного надзора и патологическом материале. 
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In article the characteristics of a specific plot of DNA Bordetella bronchisep-
tica by means of PCR «Real-Time» is given.

В статье дана характеристика специфического участка ДНК Borde-
tella bronchiseptica с помощью ПЦР «Real-Time».

Введение
Человек так устроен, что ему для нормальной жизнедеятельности нужно 

трудиться, но вместе с тем еще и активно отдыхать. Каждый выбирает отдых 
по своему вкусу и настроению, но, чаще всего, мы любим отдыхать со своими 


