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В статье рассмотрены вопросы индикации бактерии рода Citrobacter в объектах 

внешней среды с помощью реакции нарастания титра фага. Указаны свойства специфиче-
ских бактериофагов, возможность использования биопрепарата на их основе для индика-
ции указанных микроорганизмов без необходимости выделения чистой культуры.

Несмотря на сравнительно большой 
срок существования в качестве отдельной 
систематической группы, относительно эко-
логии о цитробактерах известно не очень 
много, что объясняется длительным отсут-
ствием набора дифференцирующих тестов. 
Очевидно, бактерии широко распростране-
ны в окружающей среде, так как их обнару-
живают в самых разнообразных пищевых 
продуктах, воде, почве различных стоках. 
Цитробактеры также выделяют из кишеч-
ника и мочевыводящих путей человека, ло-
шадей, крупного рогатого скота, собак, гры-
зунов, птиц, рептилий и насекомых [13-18]. 
Всё большее значение цитробактеры при-
обретают в качестве патогенов различных 
морских, а также тропических аквариумных 
рыб [19]. Парентеральное введение бакте-
рий мышам, морским свинкам или кроли-
кам приводит к развитию абсцессов.

Столь широкому распространению, 
очевидно, способствует устойчивость ци-
тробактеров во внешней среде. В почве 
бактерии сохраняются более 6 мес, в навозе 
— до 11 мес, в воде — до 10 мес. Они хо-
рошо переносят замораживание; при 60 °С 
погибают в течение 30 мин, при 100 «С — 
моментально; при использовании дезин-
фектантов (1-2% раствор хлорамина, 2,5% 

раствор формалина, 5% раствор карболовой 
кислоты) — через 15 мин.

В настоящее время лабораторная диа-
гностика заболеваний, вызываемых цитро-
бактерами, основана на выделении чистой 
культуры микроорганизмов и их идентифи-
кации по общепринятым тестам. Этот метод 
трудоемок, недостаточно чувствителен и 
требует затрат времени, питательных сред и 
реактивов. Поэтому перед исследователями 
стояла задача изыскания более простого и 
доступного для любых лабораторий метода 
индикации и идентификации названных ми-
кроорганизмов в патологическом матери-
але и объектах внешней среды с использо-
ванием реакции нарастания титра фага РНФ. 

Целью наших исследований явилось 
изучение возможности применения реак-
ции нарастания титра фага (РНФ) при обна-
ружении бактерий рода Citrobacter в пато-
логическом материале и объектах ветери-
нарного надзора с помощью индикаторных 
бактериофагов: С66 УГСХА, С61 УГСХА, С52 
УГСХА. Для этого мы провели исследования 
по индикации цитробактеров в искусствен-
но контаминированных ими фекальных 
массах и мясе. 

Материалы и методы. 
Обнаружение бактерий рода 
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Citrobacter в исследуемых объектах прово-
дили с помощью реакции нарастания титра 
фага. Реакцию нарастания титра фага стави-
ли по методике В.Д. Тимакова и Д.М. Голь-
дфарба (1962), В.Я. Ганюшкина (1988), С.Н. 
Золотухина (1994).

В опытах использовали индикаторные 
бактериофаги: С66 УГСХА (Титр фага 3х109 

фаговых корпускул в 1 миллилитре. Раз-
мер негативных колоний 3,0-8,0 мм.), С61 
УГСХА (Титр фага 4х109 фаговых корпускул в 
1 миллилитре. Размер негативных колоний 
0,5-1,0 мм.), С52 УГСХА (Титр фага 3х109 фа-
говых корпускул в 1 миллилитре. Размер не-
гативных колоний 2,0-3,0 мм.) представля-
ют собой специфические вирулентные фаги 
с широким спектром литического действия 
на штаммы бактерий рода Citrobacter. Фаги 
не лизируют бактерии гетерологичных се-
мейств и родов. Препараты бактериофагов 
представляли собой прозрачные светло-
желтого и желтого цвета лизаты патогенных 
штаммов. Пригодны для применения в те-
чение одного года со дня изготовления при 
хранении в условиях температуры 2-4°С. 
[1,5]. Индикаторные культуры бактерий 
рода Citrobacter, выращенные на скошен-
ном МПА. В качестве объектов для иссле-
дования использовали искусственно конта-
минированные бактериями рода Citrobacter 
фекалии и мясо. Также при выполнении ис-
следований использовали мясопептонный 
бульон (МПБ), мясопептонный агар (МПА), 
0,04% спиртовый раствор генцианвиолета, 
физиологический раствор.

Индикация бактерий рода Citrobacter 
в искусственно контаминированных фекаль-
ных массах с помощью РНФ. 

Пробу фекалий весом 10-20 г вносили 
в две стерильные колбы объемом 100 мл, 
заливали МПБ из расчета 10 мл бульона на 1 
г. В опытные колбы вносили индикаторные 
культуры бактерий рода Citrobacter в коли-
честве от 101 до 104 м.к. 

Содержимое колб встряхивали в шут-
тель-аппарате, с последующим отстаива-
нием взвеси в течение 10 минут. Приготав-
ливали для опытной и контрольной проб 6 
широких пробирок (диаметр 20 мм) и нуме-
ровали их (1, 2, 3 и соответственно 1к, 2к и 

3к). В пробирки № 1, 2 и 1к, 2к вносили по 9 
мл исследуемой взвеси фекалий, в пробир-
ки № 3 и 3к-9 мл стерильного МПБ. Затем в 
пробирки №1, 3 и 1к и 3к добавляли 1 мл 
индикаторного фага в рабочем разведении, 
а в пробирки №2 и 2к вносили 1 мл МПБ 
(контроль на присутствие свободного фага).

Рабочее разведение фага содержа-
ло 1х104 корпускул в 1 мл. При титре фага, 
равном 2х108 частиц в 1 мл, фаг разводили 
1:10000, при титре фага, равном 3-5х109 ча-
стиц в 1 мл - 1:100000. 

Пробирки №1 и 1к, в которых находи-
лись взвеси фекалий и индикаторный фаг, 
являлись опытными. Пробирки №2 и 2к – 
без фага являлись контролем для выявления 
в пробах фекалий свободного фага. Пробир-
ки №3 и 3к – контроль на титр индикатор-
ного фага. Все три пробирки выдерживали в 
течение 16 часов при температуре 37°С. До-
пустимо исследование пробы после 5 часов 
инкубации. [3,4]

После культивирования при темпера-
туре 37°С содержимое каждой пробирки 
разводили бульоном (рН 7,4-7,6) так, чтобы 
при высеве 1 мл содержимого из пробирки 
№3 и 3к (контроль на титр фага) на чашках 
образовалось несколько десятков негатив-
ных колоний (зон лизиса) фага. В пробир-
ке № 3 и 3к индикаторный фаг находился в 
концентрации нескольких тысяч корпускул в 
1 мл. Для того чтобы получить в конечном 
разведении несколько десятков корпускул в 
1 мл, содержимое пробирки № 3 разводи-
ли в 20 раз, т. е. 0,25 мл исследуемой смеси 
внести в 4,5 мл бульона. Содержимое опыт-
ных пробирок № 1, 1к и №2, 2к разводили 
аналогично. 

Инактивацию микрофлоры разведен-
ных смесей пробирок №1 и 1к, № 2 и 2к, №3 
и 3к проводили путем прогревания в водя-
ной бане при температуре 60°С в течение 30 
минут. После этого содержимое пробирок 
исследовали на определение числа корпу-
скул бактериофага методом агаровых слоев. 
[1,2]

Исследование методом агаровых 
слоев. 

Использовали МПА, содержащий 
1,5%-0,7% агара. Допустимо вместо 1,5% 
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МПА использовать агар на рыбном гидроли-
зате. Мясопептонный агар разливали в чаш-
ки по 25-30 мл.

Для подавления роста воздушной ми-
крофлоры перед разливом добавляли к рас-
плавленному агару 0,04%-ный спиртовой 
раствор генцианвиолета (0,1 мл на каждые 
100 мл МПА). Чашки подсушивали в боксе 
или термостате в течение 3 часов.

Индикаторные культуры бактерий 
рода Citrobacter выращивали на скошенном 
МПА в течение 16 часов и смывали физио-
логическим раствором (в количестве 10 мл).
[3,7]

МПА с 0,7%-ным содержанием агара 
заготавливали заранее в пробирках по 2,5 
мл, расплавляли, охлаждали до темпера-
туры 46-48°С и помещали в водяную баню 
с такой же температурой. В пробирку до-
бавляли 0,1 смыва эталонной культуры, 1 
мл разведенной и прогретой исследуемой 
смеси, перемешивали и выливали вторым 

слоем на чашки с 1,5%-
ным МПА. Для определе-
ния количества корпускул 
фага в опытной пробе и в 
контроле титра (пробирки 
1 и 3) использовали по две 
чашки, для пробы на сво-
бодный фаг (пробирка 2) – 
одну чашку. При проведе-
нии нескольких анализов 
ставили один контроль. 
Через 20-30 минут после 
застывания верхнего слоя 
агара чашки помещали в 
термостат на 16 часов.

Индикация бакте-
рий рода Citrobacter в ис-
кусственно контаминиро-
ванном мясе с помощью 
РНФ. 

Две пробы мяса по 
5 г измельчали в стериль-
ной фарфоровой ступке и 
помещали в две стериль-
ные колбы объемом 100 
мл, заливали МПБ из рас-
чета 10 мл бульона на 1 г. 
В опытные колбы вноси-

ли индикаторные культуры бактерий рода 
Citrobacter в количестве от 101 до 104 м.к. 

Дальнейшее исследования материала 
проводили по той же методике, что и с фе-
калиями.

Результаты исследований. 
По данным В.Д. Тимакова и Д.М. Голь-

дфарба (1962), известно, что при обнаруже-
нии бактерий в РНФ считается отрицатель-
ным, если увеличение количества фага в 
опытной пробе по сравнению с контрольной 
составляет до 3 раз. Увеличение количества 
фага от 3 до 5 увеличивается как слабо по-
ложительная реакция, от 5 до 10 раз - поло-
жительная. 

В случае наличия в исследуемом мате-
риале свободного фага число корпускул фага 
на чашке подсчитывали и вычитали из числа 
корпускул индикаторного фага в опытных 
чашках. Разницу сравнивали с контролем. 
При высоком титре свободного фага (сплош-
ной лизис индикаторной культуры) реакция 

Таблица 1
Результаты РНФ с фагом 1

Объект исследо-
вания

Контроль 
индика-
торного 

фага

Контроль 
свободно-

го фага
Опыт Увеличе-

ние (раз)
Количество негативных колоний 

фага
Интактные фека-
лии 8 - 13 1,6

Контаминиро-
ванные фекалии 
в дозе: (м.к. в 1 г)
104 

8 - Полный 
лизис

103 8 - Сливной 
рост

102 8 - 62 7,7
101 8 - 7 -
Интактное мясо 8 - 8 -
Контаминиро-
ванное мясо в 
дозе (м.к. в 1г):
104 

8 - Полный 
лизис

103 8 - Полный 
лизис

102 8 - Полный 
лизис

101 8 - 102 13,5



63

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

не учитывалась. РНФ, оцененная как 
сомнительная, не имела диагности-
ческого значения. [9,10,11,12]

Результаты реакции отраже-
ны в таблице 1, 2 и 3, их учитывали 
через 18 часов инкубирования по-
севов в термостате при 37°С путем 
подсчета негативных колоний фага в 
опытных и контрольных чашках. 

Таким образом, доказано, что: 
Разработанная нами схема по-

становки РНФ с фагами бактерий 
Сitrobacter является высокоспеци-
фичной и обладает достаточной чув-
ствительностью для обнаружения 
указанных микроорганизмов при 
их концентрации от 10 и более м.к. 
в 1 грамме исследуемого материа-
ла. Количество негативных колоний 
фагов при этом повышается в 7,7 и 
более раз.

Используя «реакцию нараста-
ния титра фага» с фагами, получен-
ными авторами, можно провести 
индикацию бактериальных культур 
Citrobacter в объектах внешней сре-
ды, патологическом материале и пи-
щевом сырье без выделения чистой 

Таблица 2
Результаты РНФ с фагом 2

Объект ис-
с л е д о в а -
ния

К о н т р ол ь 
индикатор-
ного фага

Контроль 
свободно-
го фага

Опыт У в е л и -
ч е н и е 
(раз)Количество негативных коло-

ний фага
Интактные 
фекалии 4 - 6 1,5

Ко н т а м и -
н и р о в а н -
ные фека-
лии в дозе: 
(м.к. в 1 г)
104 

4 -
Пол-
ный 

лизис

103 4 - 61 15,2
102 4 - 9 2,2
101 4 - 5 2,1
Интактное 
мясо 7 - 8 1,1

Ко н т а м и -
н и р о в а н -
ное мясо
104 

7 -
Слив-
ной 
рост

103 7 -  15 2
102 7 - 2 -
101 7 - 1 -

Таблица 3
Результаты РНФ с фагом 3

Объект исследования
Контроль инди-
каторного фага

Контроль сво-
бодного фага Опыт Увеличение 

(раз)Количество негативных колоний фага
Интактные фекалии 12 - 14 1,1
Контаминированные фе-
калии в дозе: (м.к. в 1 г)
104 12 - Полный лизис
103 12 - 95 7,9
102 12 - 19 1,5
101 12 - 12 -
Интактное мясо 17 - 18 1,1

К о н т а м и н и р о в а н н о е 
мясо в дозе (м.к. в 1 г):
104 

17 - Полный лизис
103 17 - 1300 76
102 17 - 16 -
101 17 - 12 -
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культуры в течение 16-18 часов.[1,2,6,8]
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