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Актуальные вопросы микробиологии и биотехнологии

Введение. В настоящее время исследователи 
уделяют большое внимание разработке простых и 
надежных методов обнаружения патогенных микро-
организмов в объектах внешней среды. 

Псевдотуберкулез – зооантропонозная кишеч-
ная инфекция, вызываемая бактериями вида Yersinia 
pseudotuberculosis. Свойство Y. pseudotuberculosis 
длительно существовать и размножаться в окружаю-
щей среде при низких температурах способствует на-
коплению возбудителя в пищевом сырье и продуктах 
в инфицируемой дозе. 

Типичная схема выделения бактерий вида Y. 
pseudotuberculosis включает несколько этапов: вы-
держивание исследуемого материала в среде нако-
пления, посев на плотные селективные среды, изуче-
ние ферментативных свойств выделенных культур 
[3]. Эффективность данного метода ограничена сро-
ками исследования материала от начала заболева-
ния, что связано с биологическими особенностями 
возбудителей. 

В диагностической практике для ускорен-
ного обнаружения и идентификации энтеробак-
терий в объектах внешней среды предложены 
индикаторные бактериофаги [1, 2,]. Нами выделе-
ны фаги, активные в отношении бактерий вида Y. 
pseudotuberculosis. Установлено, что выделенные 
фаги обладают высокой литической активностью 
(не ниже 10-8 по Аппельману, 109 по Грациа), широ-
ким спектром литической активности, строго спец-
ифичны и могут использоваться для индикации 
иерсиний методом реакции нарастания титра фага 
(РНФ) [4]. 

Для определения возможности индикации 
бактерий вида Y. pseudotuberculosis с помощью РНФ 
в объектах внешней среды исследовали пробы водо-
проводной воды. 

Материалы и методы исследований. Для 
проведения исследований использовали пробы 
водопроводной воды, индикаторные культуры Y.  
pseudotuberculosis, индикаторные псевдотуберку-
лезные бактериофаги YP-2, YP-7 УГСХА. Постановку 
РНФ проводили по методикам, предложенным В.Д. 
Тимаковым, Д.М. Гольдфарбом [5].

Результаты исследований и их обсуждение. 
Пробы водопроводной воды в объеме 5,0 мл вно-
сили в колбы со стерильным МПБ (50 мл), добав-
ляли по 1,0 мл индикаторных 18-часовых культур Y. 
pseudotuberculosis в разведениях 101 – 105 м.к./мл, 
перемешивали в течение 10 минут. Контрольной слу-
жила колба с пробой воды без добавления бактерий 
Y. pseudotuberculosis. Постановку реакции проводили 
для каждого разведения культуры. 

На каждую исследуемую пробу брали три 
пробирки: № 1 – опытная, № 2 – контроль на «сво-
бодный» фаг, № 3 – контроль титра индикаторного 
фага. Содержимое каждой колбы разливали по 9 мл 
в пробирки № 1 и № 2, пробирка № 3 содержала 9 
мл стерильного МПБ. В пробирки № 1 и № 3 вносили 
по 1,0 мл индикаторного фага в рабочем разведении. 
В пробирку № 2 добавляли 1,0 мл стерильного МПБ. 
Параллельно ставили контроль стерильности сред. 
Пробирки помещали в термостат на 7 часов. 

Через 7 часов инкубирования при температу-
ре 37 °С пробирки вынимали из термостата, содер-
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жимое в количестве 0,25 мл вносили в пробирки с 
4,5 мл МПБ (для возможности подсчета негативных 
колоний в контроле титра индикаторного фага), об-
рабатывали хлороформом (1:10) для инактивации 
посторонней микрофлоры, после чего исследовали 
методом агаровых слоев. Опытные чашки помещали 
в термостат на 12-16 часов. 

Результаты исследований показали, что поло-
жительный результат РНФ с фагом YP-2 УГСХА (увели-
чение титра фага в 5 и более раз) при исследовании 
водопроводной воды наблюдается в пробах при кон-

таминации бактериями Y. pseudotuberculosis в кон-
центрации 103 м.к./мл (табл. 1).

Увеличение титра бактериофага YP-7 УГСХА 
более чем в 5 раз произошло при концентрации 104 
микробных клеток Y. pseudotuberculosis в 1 мл водо-
проводной воды (табл. 2).

Заключение. Метод РНФ с применением спец-
ифичных бактериофагов позволяет обнаружить в ис-
следуемых пробах водопроводной воды бактерии Y. 
pseudotuberculosis в концентрации 103-104 м.к./см3 за 
19-22 часа. 

Таблица 1– Результат РНФ с фагом YP-2 УГСХА при исследовании водопроводной воды, контаминированной 
бактериями Y. pseudotuberculosis

Концентрация 
культуры, м.к./

мл

Количество негативных колоний, шт Нарастание 
титра, раз Результат РНФ

Чашка № 1 Чашка № 2 Чашка № 3

101 5 – 5 – –
102 3 – 14 – –
103 74 – 8 9 +
104 лизис – 9 более 20 +
105 лизис – 10 более 20 +

Контроль 14 – 11 – –

Таблица 2 – Результат РНФ с фагом YP-7 УГСХА при исследовании водопроводной воды, контаминированной 
бактериями Y. pseudotuberculosis

Концентрация 
культуры, м.к./

мл

Количество негативных колоний, шт Нарастание 
титра, раз Результат РНФ

Чашка № 1 Чашка № 2 Чашка № 3

101 6 – 20 – –
102 10 – 12 – –
103 10 – 11 – –
104 120 – 15 8 +
105 лизис – 14 более 20 +

Контроль 7 – 9 – –
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Введение. На сегодняшний день имеет-
ся целый ряд методов выявления наличия в тех-
нической воде определённых микроорганизмов. 
Бактериологический анализ воды представляет собой 
комплекс тестов, которые определяют уровень био-
логической загрязненности воды, а также наличие на-
хождения в ней различных микроорганизмов [1].

Целью наших исследований было определе-
ние наличия микробных сообществ в системе горя-
чего водоснабжения г. Ульяновска и изучение биоло-
гических  свойств выделенных бактерий.

Материалы и методы. Материалами иссле-
дования являлись пробы сетевой воды системы цен-
трализованного теплоснабжения, подключенной 

к Ульяновской ТЭЦ-3. Используемые питательные 
среды: среда Сильвермана и Лундгрена для бакте-
рий Thiobacillus ferrooxidans, среда Виноградского 
для выделения нитрифицирующих бактерий, сре-
да Хариссона для определения железобактерий, 
среда по Ван Вейну с набором минеральных солей 
для выделения и культивирования Leptothrix, сре-
да Принсгейма в модификации Тилера для выделе-
ния одноклеточных железобактерий Arhtrobacter 
siderocapsulatus (Siderocapsa eusphaera), среда 
Сабуро для культивирования дрожжей и плесневых 
грибов; среда Постгейта «В» для определения суль-
фатредуцирующих бактерий, LD агар для облигатно 
анаэробных клостридий [2].


