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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность темы. Среди респираторных инфекций свиней широ-
ко распространены болезни, вызываемые представителями семейства Pas-
teurellaceae. В пределах данного семейства, наряду с P.multocida, значи-
тельную роль в инфекционной патологии свиней играет Actinobacillus
pleuropneumoniae - возбудитель актинобациллезной пневмонии свиней
(М.А. Сидоров, Д.И. Скородумов, 1986; Л.Я. Романова, В.Ф. Финенко,
1987; М.А. Сидоров, Ш.М. Мицаев Д.И. Скородумов, 1989; F. Touil, R.
Higgins, 1988; J. Hommer, E.M. Kamp, W.L.A. Lioeffen et.al., 1999).

В основе борьбы с любой инфекционной болезнью лежит эффектив-
ная диагностика. Методы серодиагностики актинобациллезной пневмонии
свиней (РСК, РА, иммуноферментный метод) большинство авторов рас-
сматривают как групповые, полезные преимущественно при оценке эпизо-
отической ситуации в хозяйстве. Основным методом лабораторной ди-
агностики актинобациллезной пневмонии свиней остается
бактериологическое исследование (М.А. Сидоров, Д.И. Скородумов, Н.И.
Лаврентьев, 1981; Л.Я. Романова, В.Ф. Финенко, 1987; A. Gunnarson, 1979;
K.R. Mittal, R. Higgins, 1984; R. Nielsen, 1988).

При острых вспышках болезни и исследовании свежих легочных по-
ражений изоляция культуры возбудителя не представляет особой сложно-
сти. Труднее выделить A. pleuropneumoniae из старых пневмонических
очагов и особенно из миндалин, носовой и трахеобронхиальной слизи из-за
сильного загрязнения материала сопутствующей микрофлорой. Многие
аспекты экологии A. pleuropneumoniae недостаточно ясны, их изучение
требует исследования материалов, содержащих значительное количество
бактериальных контаминантов (М.А. Сидоров, Д.И. Скородумов, 1978;
М.Ф. Мильков 1987; F. Castryck, 1984; Т. Gram, 1996; U. Hinrichs, V.F. Oh-
linder, S. Pesh et. al., 1999). Таким образом, для повышения эффективности
бактериологической диагностики актинобациллезной пневмонии свиней и
изучения экологии возбудителя необходимо применение питательных сред
с селективными свойствами. В зарубежной литературе имеются единич-
ные сообщения о попытках конструирования и использования питатель-
ных сред подобного типа (К.A. Gilbride, 1983; M.J. Jacobsen, 1995).

Отечественные бактериологи целенаправленных исследований в
данном направлении не проводили. В связи с изложенным, мы поставили
перед собой задачу по конструированию и испытанию селективных пита-
тельных сред для культивирования A.pleuropneumoniae.

Цель и задачи исследования. Разработать жидкую среду обогаще-
ния (накопительную) и плотную селективную среду для диагностического
культивирования A. pleuropneumoniae.

Для достижения поставленной цели были определены следующие
з а д а ч и : —

3



- оптимизировать состав жидкой и плотной питательных сред для ди-
агностического культивирования A. pleuropneumoniae, с использова-
нием в качестве основы доступных отечественных коммерческих пи-
тательных сред;

- определить качественный состав и оптимальное количественное со-
отношение противомикробных веществ в селективных питательных
средах для культивирования A. pleuropneumoniae;

- провести оценку разработанных селективных питательных сред по
основным параметрам, характеризующим рост A. pleuropneumoniae,
и селективным свойствам;

- испытать сконструированные селективные питательные среды для
выявления A. pleuropneumoniae в животных тканях.

Научная новизна. Научно обоснованы:
- оптимальный состав жидкой и плотной питательных сред для диаг-

ностического культивирования A. pleuropneumoniae с использовани-
ем в качестве основы доступных отечественных коммерческих мик-
робиологических сред;

- качественный состав и оптимальное количественное соотношение
противомикробных веществ в селективных жидких и плотных пита-
тельных средах для A. pleuropneumoniae;

- использование жидкой накопительной и плотной селективной пита-
тельных сред в схеме бактериологического исследования на актино-
бациллезную пневмонию свиней.

Практическая ценность работы. Разработаны жидкая накопительная
и плотная селективная питательные среды для культивирования A. pleu-
ropneumoniae.

Определена целесообразность использования сконструированных
селективных питательных сред для выделения A. pleuropneumoniae из ма-
териала, контаминированного сопутствующей микрофлорой.

Предложена схема бактериологического исследования на
актинобациллезную пневмонию свиней, предусматривающая применение
жидкой и плотной селективных питательных сред.

Апробация работы. Материалы диссертации доложены и обсужде-
ны на: межкафедральном заседании сотрудников ветеринарно-
санитарного факультета МГУПБ (2003) и Международной научно-
практической конференции «Научные основы производства ветеринарных
биологических препаратов», Щелково, (2003).

Публикации. Материалы диссертации отражены в четырех опубли-
кованных печатных работах.

Основные положения, выносимые на защиту:
• Состав оптимизированных жидкой и плотной питательных сред для

диагностического культивирования A. pleuropneumoniae.



• Состав жидкой накопительной и плотной селективной питательных
сред для A. pleuropneumoniae.

• Схема бактериологического исследования на актинобациллезную
пневмонию свиней с использованием жидкой и плотной селектив-
ных питательных сред.
Объем и структура диссертации. Диссертационная работа изложе-

на на 129 страницах машинописного текста, состоит из введения, 3 глав,
выводов и списка литературы, содержащего 166 библиографических ссы-
лок, в том числе иностранных 85. Работа иллюстрирована 19 таблицами и
26 рисунками.

СОБСТВЕННЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Материалы и методы исследования

Работа выполнена в период с 2000 по 2003 гг. на кафедре микробио-
логии и иммунологии Московского государственного университета при-
кладной биотехнологии.

Материал для бактериологического исследования брали от убойных
свиней на Таганском мясокомбинате и ЗАО «Кузнецовский свиноком-
плекс», а также от павших и убитых с диагностической целью животных из
хозяйств, неблагополучных по респираторным болезням свиней (АОЗТ
«Комплекс» Череповецкий район Вологодской области; СПК «Кущев-
ский», Краснодарский край). Всего бактериологическому исследованию
подвергнут материал от 42 свиней, в том числе от 19 клинически здоровых
и 23 с явлениями пневмонии.

В опытах использовали референтные штаммы A. pleuropneumoniae
ССМ 5869, ССМ 5870, ССМ 5871, М 62, К 17, К 98; штаммы из музеев
бактериальных культур кафедр микробиологии и иммунологии МГУПБ и
МГАВМиБ: B.subtilis, S. aureus NCTC 8530, S.epidermidis AFCC 14990, S.
typhimurium № 415; 'E. coli 02; P. multocida P19 (серовар D), а также С. al-
bicans.

При конструировании питательных сред применяли: питательный
агар для культивирования микроорганизмов, сухой (НПО «Питательные
среды», г. Махачкала); агар для культивирования микроорганизмов, сухой
(ГРМ-агар, МНПЦ ГИП г. Оболенск); питательный агар сухой АСД
(Ставропольский НИИ вакцин и сывороток, г. Ставрополь); МПА; пита-
тельный бульон для культивирования микроорганизмов, сухой (НПО «Пи-
тательные среды», г. Махачкала), бульон на переваре Хоттингера с содер-
жанием 120 мг/% аминного азота; МПБ.



В качестве добавочных ростовых и антитоксических компонентов
питательных сред использовали дрожжевой экстракт, глюкозу, стериль-
ную сыворотку крови крупного рогатого скота (ООО «Биолот», Санкт-
Петербург).

В качестве селективных факторов применяли: кристалвиолет (фаб-
рика химреактивов, г. Львов); раствор бриллиантового зеленого 1%-й
(ОАО «Московская фармацевтическая фабрика»); Амфотерицин В (АКО
«Синтез», г. Курган); Bacitracin, В — 5150; Tylosin, PA 9503; Cloxacillin so-
dium 106НО826; Nistatin (Sigma chemical CO). Для определения чувстви-
тельности A. pleuropneumoniae к антибиотикам использовали также стан-
дартные бумажные диски с 27 антибиотиками.

Чувствительность A. pleuropneumoniae к антибиотикам определяли
методом диффузии в агар с применением стандартных бумажных дисков и
методом серийных разведений в жидких питательных средах (М.Д. Биргер,
1973). Ингибирующее действие красителей выявляли методом предельных
разведений. Общее количество бактериальных клеток устанавливали при
помощи стандарта мутности ГНИИСК им. Л.А. Тарасевича и нефеломет-
рически. Количество жизнеспособных бактериальных клеток определяли
методом посева серийных десятикратных разведений исследуемой взвеси
бактерий на поверхность плотной питательной среды, а также методом
предельных разведений в жидкой питательной среде с вычислением кон-
центрации микробных клеток методом наиболее вероятных чисел (Н.С.
Егоров, 1986).

Выбор оптимального соотношения исследуемых компонентов в со-
ставе базовых и селективных питательных сред осуществляли согласно
методу В.В. Бирюкова (1968).

Оценку качества сконструированных питательных сред проводили
по следующим показателям: чувствительность питательной среды; ско-
рость роста, период генерации; выход бактериальных клеток на 1 мл сре-
ды; селективные свойства среды; сохранение стабильности биологических
свойств культивируемого микроорганизма (Методические рекомендации к
контролю питательных сред по биологическим показателям, 1980).

При исследовании материалов от свиней выделены и идентифициро-
ваны на уровне рода или вида 156 культур бактерий.

На первоначальном этапе идентификации, после установления
формы клетки и окраски по Граму, использовали идентификационные
схемы P.J. Quinn и соавт. (1994). В случае необходимости у бактерий, от-
несенных к определенному роду или группе родов, изучали дополнитель-
ные ферментативные характеристики с использованием рутинных тестов, а
также пластин биохимических для дифференциации энтеробактерий
(ПБДЭ) производства Нижегородского НИИЭМ.



Зависимость бактерий от НАД определяли в тесте "сателлитного"
роста на сывороточном питательном агаре. Полученный цифровой мате-
риал обрабатывали, используя общепринятые методы математической ста-
тистики (И.П. Ашмарин, А.А. Воробьев, 1962; Н.С. Ростова, 1977).

РЕЗУЛЬТАТЫ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ
Сравнительная оценка ростовых свойств общеупотребительных

коммерческих жидких и плотных питательных сред

На первом этапе исследований провели сравнительную оценку дос-
тупных для диагностических лабораторий коммерческих плотных и жид-
ких питательных сред с целью выбора наиболее оптимальных, как основы
для конструирования селективных питательных сред. О ростовых свойст-
вах испытанных питательных сред судили по выходу бактериальных кле-
ток A.pleuropneumoniae на 1 мл среды. Результаты исследований показали,
что в испытанных жидких питательных средах накопление клеток в 1 мл
сред через 20 ч инкубирования колебалось в пределах 8,86 - 9,12, в плот-
ных-9,17—9,27 (log). Исходя из представленных результатов, в качестве
базовых питательных сред, как доступных и достаточно эффективных,
для дальнейшей работы взяли питательный бульон и питательный агар
производства НПО «Питательные среды» г. Махачкала.

Конструирование оптимальной жидкой питательной среды для
A. pleuropneumoniae

Исследовали влияние на рост A. pleuropneumoniae в базовой пита-
тельной среде добавочных компонентов: дрожжевого экстракта, сыворотки
крови крупного рогатого скота, глюкозы. В качестве показателя выхода
процесса использовали накопление общего количества бактериальных кле-
ток в 1 мл питательной среды через 20 ч инкубирования при 37-38 °С. Для
каждого единичного фактора предварительно определяли «лимитирую-
щую», «стационарную» и «ингибирующую» области, путем варьирования
его содержания в среде на фоне постоянного уровня остальных факторов.
На рис. 1 приведены результаты испытания различных концентраций глю-
козы. Аналогичным, образом исследовали влияние на рост
A.pleuropneumoniae дрожжевого экстракта и сыворотки крови.

На следующем этапе определяли эффект совместного влияния
дрожжевого экстракта, сыворотки крови и глюкозы на величину урожая
микробных клеток.



Рис. 1. Влияние концентрации глюкозы в жидкой питательной среде
на рост A. pleuropneumoniae

Схемы планирования эксперимента для трех факторов на трех уров-
нях представлены в табл. 1 и 2. Анализ полученных данных показывает,
что наибольший выход бактериальных клеток на 1 мл среды (1,3x109) был
получен в питательной среде № 4, где компоненты находились на втором
уровне. Увеличение или уменьшение содержания компонентов дает отри-
цательный эффект. В соответствии с полученными результатами для А.
pleuropneumoniae в данной питательной среде оптимальное содержание
дрожжевого экстракта и сыворотки крови крупного рогатого скота состав-
ляет 3,5% (объем/объем), глюкозы - 0,2% (вес/объем).

Таблица 1
Схема планирования эксперимента для трех факторов на трех
уровнях и накопление микробных клеток A.pleuropneumoniae

в 1 мл жидкой питательной среды



Таблица 2
Влияние различных концентраций компонентов питательной среды

на накопление общего количества клеток A. pleuropneumoniae

Конструирование жидкой накопительной питательной среды
для Л. pleuropneumoniae

После оптимизации состава жидкой питательной среды исследовали
чувствительность A. pleuropneumoniae к некоторым антибиотикам и краси-
телям с целью отбора веществ, не оказывающих существенного ингиби-
рующего действия на рост A. pleuropneumoniae.

Для качественной оценки действия антибиотиков на рост A. pleu-
ropneumoniae использовали метод диффузии в агар с применением стан-
дартных бумажных дисков (27 антибиотиков различных групп). Из краси-
телей были испытаны кристалвиолет и бриллиантовый зеленый.

Результаты исследования показали целесообразность дальнейшего
испытания линкомицина, клоксациллина, тилозина, амфотерицина В, нис-
татина, бацитрацина и кристалвиолета. У этих антибиотиков и красителей
была определена МПК. Результаты определения МПК антибиотиков пред-
ставлены в табл.3.

Таблица 3
МПК антибиотиков для A. pleuropneumoniae (n =6)



Принимая во внимание, помимо ингибирующих свойств, спектр био-

логического действия, стоимость антибиотиков, удобство их растворения,

для дальнейших испытаний взяли бацитрацин, тилозин, амфотерицин В и

кристалвиолет.

Результаты оптимизации количественного соотношения указанных

ингибиторов в жидкой питательной среде представлены в табл. 4 и 5. В

качестве базовой жидкой питательной среды использовали среду с опти-

мизированным составом добавочных компонентов.

Из табл. 4 видно, что максимально близкий к контролю показатель

выхода процесса наблюдали в среде №8; сходный с ним показатель - в

среде № 1. Однако расчет эффектов (табл. 5) свидетельствует об опти-

мальности только компонентного состава среды №8 (кристалвиолет в

разведении 1:1 000 000; бацитрацин - 220 мкг/мл; тилозин - 1 мкг/мл; ам-

фотерицин В - 5 мкг/мл).

Таблица 4

Схема планирования эксперимента для четырех факторов
на четырех уровнях и накопление микробных клеток

в 1 мл жидкой накопительной питательной среды
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Таблица 5
Влияние различных концентраций ингибиторов на накопление

общего количества клеток A. pleuropneumoniae

Сравнительная оценка ростовых свойств оптимальной жидкой
и накопительной питательных сред

На данном этапе работы провели сравнительную оценку разрабо-
танных жидкой накопительной и базовой оптимальной питательных сред.

При культивировании на каждой из питательных сред определяли
следующие параметры роста A. pleuropneumoniae: продолжительность лаг
- фазы и экспоненциального роста, время генерации, чувствительность пи-
тательной среды. Также исследовали частоту диссоциации А.
pleuropneumoniae на этих средах.

На рис. 2 представлены графики, выражающие зависимость количе-
ства колониеобразующих единиц (КОЕ) от времени культивирования в ба-
зовой и накопительной питательных средах.

Рис. 2. Кривая роста A. pleuropneumoniae на оптимальной и селективной
жидких питательных сред
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При росте в оптимальной питательной среде лаг-фаза составляла
два часа, экспоненциальная фаза занимала 7 ч, время генерации равнялось
1,01 ч. При развитии популяции на накопительной питательной среде от-
мечаются те же закономерности, но продолжительность лаг-фазы в сред-
нем увеличивалась до трех часов, время генерации равнялось 1,35 ч; КОЕ
достигает своего максимума на 1-2 ч позднее, чем на оптимальной среде.

Но, несмотря на некоторое отставание в росте во времени, количе-
ство колониеобразующих единиц на накопительной питательной среде в
итоге достигает почти того же количества, что и на оптимальной пита-
тельной среде.

Чувствительность жидких оптимальной и накопительной питатель-
ных сред выясняли путем определения количества микробных клеток в од-
ной и той же взвеси бактерий методом наиболее вероятных чисел (НВЧ)
при посеве на эти среды. Чувствительность накопительной среды была на
13,4% меньше оптимальной, что для многих накопительных сред с выра-
женными селективными свойствами обычное явление.

Для изучения влияния ингибиторов жидкой накопительной пита-
тельной среды на частоту диссоциации A.pleuropneumoniae сопоставляли
этот показатель при культивировании на жидких оптимальной и накопи-
тельной питательных средах. На оптимальной и накопительной питатель-
ных средах данный показатель в зависимости от штамма соответственно
составил 2,2 % и 2,6 %, т.е. частота диссоциации A.pleuropneumoniae на
сравниваемых средах существенно не отличалась.

Конструирование оптимальной плотной питательной среды
для A. pleuropneumoniae

В качестве базовой среды использовали питательный агар производ-
ства НПО «Питательные среды» (г. Махачкала) на основе панкреатическо-
го гидролизата панциря криля. При выборе оптимальных соотношений в
составе питательной среды дрожжевого экстракта, сыворотки крови круп-
ного рогатого скота и глюкозы испытывали те же концентрации добавок,
которые брали для жидкой питательной среды. Посевы инкубировали 20 ч
при 37-38 °С.

Схема планирования опыта и полученные результаты представлены
в табл. 6 и 7. По результатам данного исследования видно, что наиболь-
шее накопление бактериальных клеток получено на средах № 6 и № 8.
Однако оценка эффектов показала, что наивысшие их значения соответст-
вуют содержанию в питательной среде дрожжевого экстракта и сыворотки
крови на III уровне (5,5 %), а глюкозы на I уровне (0,1 %). Исходя из полу-
ченных результатов дополнительно была испытана питательная среда со-
става: глюкоза - 0,1 %, сыворотка крови и дрожжевой экстракт - 5,5 %.
Плотная питательная среда данного состава обеспечила выход микробных
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клеток в расчете на 1 мл среды выше, чем в питательных средах вариантов
№ 6 и № 8 - 1,85х109м.к./мл.

Таблица 6

Схема планирования эксперимента для трех факторов на трех
уровнях и выход бактериальных клеток A. pleuropneumponiae

на 1 мл оптимальной плотной питательной среды

Таблица 7

Влияние различных концентраций компонентов питательной среды
на накопление общего количества клеток A. pleuropneumoniae

Конструирование плотной селективной питательной среды

В качестве базовой использовали оптимизированную плотную пита-
тельную среду. За основу был взят качественный состав и базовые уровни
ингибиторов, использованные при конструировании жидкой накопитель-
ной питательной среды. Результаты исследований представлены в табл.
8 и 9.
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Как видно, оптимальное соотношение антибактериальных веществ
соответствует варианту среды №8, содержащей 220 мкг/мл бацитрацина; 1
мкг/мл тилозина; 5 мкг/мл амфотерицина В и кристалвиолета в разведе-
нии 1:1 000 000. Среда данного состава в наименьшей степени ингибирует
рост A.pleuropneumoniae.

Таблица 8
Схема опыта и результаты оптимизации количества
антибактериальных веществ в плотной селективной

питательной среде
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Таблица 9
Влияние различных концентраций селективных факторов плотной

питательной среды на накопление общего количества клеток
Л. pleuropneumoniae

Сравнительная оценка ростовых свойств оптимальной
и селективной плотных питательных сред

Учитывали скорость роста A.pleuropneumoniae, выход бактериаль-
ных клеток на 1 мл среды, чувствительность питательной среды и ее влия-
ние на биологические свойства возбудителя.

Результаты исследований показали, что на оптимальной плотной
среде макроскопически видимый рост возбудителя появляется через 6,5 -
7,0 ч, на селективной - через 7,5 - 8,0 ч.

Выход бактериальной массы на оптимальной среде составил 1,8x109

м.к./мл, на селективной - 1,75x109 м кУмл. Плотная селективная среда не-
значительно уступает оптимальной по чувствительности.

С целью изучения возможности сочетанного применения жидкой на-
копительной и плотной селективной питательных сред провели последова-
тельные пассажи культур A pleuropneumoniae (3 штамма) на жидкой и
плотной селективных средах, а также на аналогичных средах без ингиби-
торов. На плотной селективной питательной среде через 20 - 24 ч инкуби-
рования определяли в популяции процент колоний с признаками диссо-
циации и ферментативную активность субкультур, отвитых из S-колоний.

Результаты опытов показали, что процент колоний с признаками
диссоциации составил 4,8 % после пассажей на оптимальных питательных
средах, на селективных - 5,1 %. Таким образом, последовательное культи-
вирование A pleuropneumoniae на селективных средах обоих типов не
приводило к существенному увеличению частоты диссоциации.
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Ферментативная активность культур в результате последовательно-
го пассажирования через жидкую и плотную селективные питательные
среды не изменилась.

Были проведены исследования по приданию плотной селективной
среде дифференциально-диагностических свойств в результате добавления
в нее мочевины и индикатора фенолрота. Установлено, что включение в
состав среды 10 мл 20%-ного раствора мочевины и 0,6 мл 0,2%-ного рас-
твора фенолрота (на 100 мл среды) позволяет выявить колонии
A.pleuropneumoniae через 20 ч инкубирования за счет экстрацеллюлярного
выделения фермента уреазы (среда вокруг колоний розовеет).

Изучение селективных свойств сконструированных жидкой и
плотной питательных сред

На следующем этапе исследовали селективные свойства сконструи-
рованных жидкой и плотной питательных сред.

Для изучения селективных свойств жидкой среды сравнивали ее
чувствительность с чувствительностью оптимальной жидкой питательной
среды без ингибиторов для следующих бактерий: P. multocida; S. typhi-
murium; E. coli; В. subtilis; S. aureus. Чувствительность среды определяли
посевом одной и той же культуры с вычислением количества КОЕ мето-
дом НВЧ. Количество микробных клеток конкретного вида бактерий в ис-
ходной культуре, определенное посевом в оптимальную среду, принимали
за 100 %. Исходя из данного показателя, выражали в процентах содержа-
ние этого же вида бактерий в исходной культуре, установленное посевом в
среду с ингибиторами. Культуру C.albicans высевали только на селектив-
ные среды.

Анализ полученных данных показал, что жидкая накопительная сре-
да практически полностью ингибирует рост грамположительных бактерий
(рис. 3) и дрожжеподобного гриба. В меньшей степени выражены селек-
тивные свойства по отношению к грамотрицательным бактериям из семей-
ства энтеробактерий и существенны по отношению к P.multicida.

Рис. 3. Количество клеток S.aureus в исходной культуре, определенное посевом
в жидкую селективную питательную среду
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Определяли ингибирующие свойства селективной плотной пита-
тельной среды по отношению к грамотрицательным (P.multocida,
S.typhimurium, E.coli) и грамположительным (B.subtilis, S.aureus) бактери-
ям. Использовали те же штаммы, что и в предшествующем опыте. Выявле-
ны аналогичные закономерности: полностью ингибирует рост бацилл, ста-
филококков и C.albicans, значительно угнетает рост P.multocida и в
небольшой степени подавляет рост S.typhimurium и E.coli.

На следующем этапе исследовали селективные свойства сконструи-
рованной жидкой питательной среды путем культивирования в ней А.
pleuropneumoniae в смешанной культуре с другими видами бактерий.

С указанной целью штаммы A. pleuropneumoniae засевали в виде
чистой культуры и в сочетании с В. subtilis, S. aureus, P. multocida, E. coli,
S.typhimurium в жидкую оптимальную и накопительную питательные сре-
ды. В процессе культивирования, через 6, 8, 10, 12, 24 и 48 ч производили
подсчет КОЕ A. pleuropneumoniae в чистых и смешанных культурах. Ре-
зультаты некоторых опытов представлены на рис. 4 и 5.

Рис. 4. Влияние S.aureus на рост A.pleuropneumoniae в жидкой
оптимальной питательной среде

Результаты опытов показали, что испытанные гетерологичные виды
бактерий в смешанных культурах на оптимальных жидких питательных
средах тормозят рост A.pleuropneumoniae.

17



Рис. 5. Влияние S.aureus на рост A.pleuropneumoniae в жидкой
накопительной питательной среде

Использование жидкой накопительной питательной среды позволяет
практически полностью избежать антагонистического влияния грамполо-
жительных бактерий. Для минимизации отрицательного влияния на рост
A pleuropneumoniae грамотрицательных бактерий (Е coli, S.typhimurium,
P.multocida), высев из жидкой накопительной среды на плотную, по наше-
му мнению, целесообразно проводить через 7 - 8 ч инкубирования, т.е. в
конце фазы логарифмического роста

Результаты испытания сконструированных селективных
питательных сред для выделения A.pleuropneumoniae

из животных тканей

С целью изучения влияния на рост A. pleuropneumoniae бактерий,
наиболее часто обнаруживаемых в верхних дыхательных путях, мы под-
вергли бактериологическому исследованию миндалины 19 клинически
здоровых убойных свиней По одной схеме исследования тканевый го-
могенат инкубировали в течениие 8-9 ч в жидкой питательной среде без
ингибиторов и затем рассевали на аналогичную плотную питательную
среду. По второй схеме материал последовательно культивировали на
жидкой и плотной селективных питательных средах. Результаты исследо-
ваний представлены в табл. 10

Как видно, в миндалинах убойных свиней обнаруживаются с различ-
ной частотой представители 14 родов бактерий. При использовании жид-
кой накопительной и плотной селективной питательных сред полностью
подавляется рост грамположительной микрофлоры, увеличивается частота
изоляции актинобацилл
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Таблица 10
Результаты бактериологического исследования миндалин убойных

свиней (п= 19)

Для исследования характера действия микрофлоры естественных
микробиоцинозов миндалин на рост A.pleuropneumoniae тканевый гомоге-
нат миндалин от пяти животных с наиболее типичной микрофлорой
(Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Corynebacterium sp., Actinobacillus sp.,
Pasteurella sp., E.coli) искусственно контаминировали A.pleuropneumoniae.
Затем такой материал вносили в жидкие селективную и неселективную пи-
тательные среды, инкубировали 7 ч и высевали из накопительной среды
на плотную селективную, а из обычной жидкой среды на плотную среду
без ингибиторов. Из 5 проб, посеянных на оптимальные среды без ингиби-
торов, A.pleuropneumoniae выделили в 20 % случаев, из тех же проб на се-
лективных питательных средах A.pleuropneumoniae выделили в 100 % слу-
чаев.

Как видно, бактериальная микрофлора миндалин при культивирова-
нии на оптимальных питательных средах без селективных факторов, суще-
ственно подавляет рост возбудителя, и при заведомом наличии в материале
A.pleuropneumoniae реизолировать культуру удается не всегда. Таким об-
разом, применение селективных питательных сред значительно увеличива-
ет вероятность выделения A. pleuropneumoniae из материала, контамини-
рованного сопутствующей микрофлорой.
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На следующем этапе испытывали разработанные селективные пита-
тельные среды для выделения A. pleuropneumoniae из материала от свиней,
больных пневмонией (n=23). Результаты этих исследований приведены в
табл.11. Как видно, максимальное количество культур A. pleuropneumoniae
было изолировано из различных материалов по схеме исследования с по-
севом в накопительную жидкую питательную среду и последующим высе-
вом через 7-8 ч инкубирования на плотную селективную среду. При ис-
следовании миндалин и бронхиальной слизи частота изоляции
A.pleuropneumoniae в этом случае увеличивается в 1,8 раза.

Таблица 11
Результаты бактериологического исследования материалов

от свиней с поражениями легких

Полученные результаты позволяют рекомендовать для выделения
A.pleuropneumoniae из контаминированного посторонней микрофлорой
материала сконструированные нами жидкую накопительную и плотную
селективную питательные среды по схеме, приведенной ниже.

Рис. 6. Схема бактериологического исследования контаминированного материала
для выделения A.pleuropneuraoniae с применением

селективных питательных сред
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выводы

1. Наиболее пригодны в качестве основы при конструировании се-
лективных питательных сред для культивирования A. pleuropneumoniae, из
числа испытанных отечественных коммерческих сред, питательный бульон
на основе панкреатического гидролизата кильки и питательный агар на ос-
нове панкреатического гидролизата панциря криля производства НПО
«Питательные среды», г. Махачкала.

2. Результаты исследования показали, что оптимальное содержание
добавочных ростовых компонентов в базовом питательном бульоне сле-
дующее: дрожжевой экстракт и сыворотка крови крупного рогатого скота
- 3,5 % (объем/объем), глюкоза - 0,2 % (вес/объем); в питательном агаре
дрожжевой экстракт и сыворотка крови крупного рогатого скота - 5,5 %
(объем/объем), глюкоза- 0,1 % (вес/объем).

3. В качестве ингибиторов посторонней микрофлоры в жидкие и
плотные селективные питательные среды для A. pleuropneumoniae следует
добавлять бацитрацин (220 мкг/мл), тилозин (1 мкг/мл), амфотерицин В (5
мкг/мл), кристалвиолет (1:1 000 000).

4. Для придания плотной селективной среде дифференциально-
диагностических свойств в нее целесообразно вносить мочевину (10 мл 20
%-ного раствора) и фенолрот (0,6 мл 0,2 %-ного раствора), что позволяет
дифференцировать колонии A.pleuropneumoniae от уреазонегативных бак-
терий.

5. Разработанные селективные питательные среды целесообразно
использовать для выделения A.pleuropneumoniae по следующей схеме: по-
сев исследуемого материала в накопительную питательную среду, инкуби-
рование 7-8 ч при 37-38 °С, высев смешанной культуры на плотную селек-
тивную среду, инкубирование 20-24 ч, отбор колоний уреазопозитивных
бактерий с последующим изучением свойств отвитых культур по стерео-
типной схеме.

6. Сконструированные селективные питательные среды при иссле-
довании контаминированного посторонней микрофлорой материала (мин-
далины, бронхиальная слизь) позволяют увеличить частоту изоляции
A.pleuropneumoniae в 1,8 раза.

СВЕДЕНИЯ О ПРАКТИЧЕСКОМ ИСПОЛЬЗОВАНИИ
РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЙ

Разработаны и используются в учебном процессе:
1. Методы лабораторной диагностики пастереллеза и актинобацил-

лезной пневмонии свиней: Методические указания к лабораторным заня-
тиям для студентов специальности 310800 - Ветеринария. М.: МГУПБ,
2003.
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2. Бактериологическая диагностика актинобациллезной пневмонии
свиней с применением селективных питательных сред: Методические ука-
зания к самостоятельной работе для студентов специальности 310800 -
Ветеринария. (Рассмотрены и одобрены на заседании Ученого совета ве-
теринарно-санитарного факультета МГУПБ от 24 декабря 2003 г., прото-
кол № 3).

РЕКОМЕНДАЦИИ ПО ИСПОЛЬЗОВАНИЮ НАУЧНЫХ
ВЫВОДОВ

Для выделения A.pleuropneumoniae из контаминированного посто-
ронней микрофлорой материала рекомендуем применять разработанные
накопительную и плотную селективные питательные среды.
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