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Сформирован учебный набор из 7 штаммов бруцелл, обеспечивающий изучение регламентированных методов лабо-
раторной диагностики бруцеллеза при профессиональной переподготовке бактериологов, эпидемиологов, лаборантов 
для работ с возбудителями особо опасных инфекций. Применение набора обусловило расширение спектра профес-
сиональных умений и навыков, приобретаемых слушателями курсов, а также снижение риска лабораторного инфици-
рования на практических занятиях. Базовыми принципами снижения биорисков являются использование вакцинного 
штамма Brucella abortus 19 ВА обучающимися при освоении лабораторных методов диагностики, а также подготовка 
культур других штаммов преподавателями, допущенными к работе с патогенными биологическими агентами I–II групп, 
для демонстрации диагностически значимых биологических свойств бруцелл, отличных от вакцинного штамма.
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A training set of 7 brucella strains has been formed, which provides the study of regulated methods of laboratory diagnosis of 
brucellosis during professional retraining of bacteriologists, epidemiologists, laboratory assistants for work with pathogens of 
particularly dangerous infections. The use of the kit results in expansion of the range of professional skills acquired by 
retrainees, as well as a reduction in the risk of laboratory infection in practical classes. The basic principles of reducing biorisks 
are the use of the Brucella abortus 19 BA vaccine strain when mastering laboratory diagnostic methods, as well as the 
preparation of cultures of other strains by tutors admitted to work with PBAs groups I–II to demonstrate diagnostically significant 
biological properties of brucella that are different from the vaccine strain.
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Б
руцеллез входит в группу самых распространенных 

зооантропонозных инфекционных болезней, поражаю-

щих сельскохозяйственных животных и людей, и характери-

зуется высокими показателями социально-экономического 

ущерба [1, 2].

В мероприятия по лабораторной диагностике бруцеллеза 

вовлечен большой круг специалистов организаций и учреж-

дений Роспотребнадзора, Минздрава, Минсельхоза, для ко-

торых обязательным требованием при допуске к работе яв-

ляется профессиональная переподготовка с освоением пра-

вил безопасной работы с патогенами.

Одним из основных учебных модулей программ профес-

сиональной переподготовки бактериологов, эпидемиологов 

и лаборантов для работ с возбудителями особо опасных ин-
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фекций является модуль «Микробиология и лабораторная 

диагностика бруцеллеза», дающий возможность приобрести 

профессиональные теоретические знания, практические 

умения и навыки выполнения регламентированных методов 

индикации и идентификации бруцелл.

Традиционно в качестве базового штамма при проведе-

нии практических занятий используют вакцинный штамм 

Brucella abortus 19 ВА, который, наряду с явными преимуще-

ствами (в первую очередь низкий показатель вирулентно-

сти), не может перекрыть весь спектр значимых для диагно-

стики биологических свойств патогенных для человека бру-

целл видов B. melitensis, B.suis и других, что определяет не-

обходимость создания учебного набора штаммов. Однако 

при совершенствовании учебного процесса следует учиты-

вать один из принципов обеспечения биобезопасности прак-

тических занятий – исключение или сокращение использо-

вания патогенных микроорганизмов путем замены виру-

лентных штаммов на менее вирулентные, в т.ч. вакцинные 

или авирулентные [3].

Цель работы: сформировать учебный набор штаммов 

возбудителей бруцеллеза, содержащий преимущественно 

авирулентные штаммы, позволяющие снизить риск инфици-

рования слушателей курсов при самостоятельной работе на 

практических занятиях и освоить свойства, базовые для ла-

бораторной диагностики бруцеллеза регламентированными 

методами индикации и идентификации.

Материалы и методы

При формировании требований к штаммам учебного на-

бора руководствовались законодательными и подзаконны-

ми актами Российской Федерации, нормативными и методи-

ческими документами по лабораторной диагностике бруцел-

леза и биобезопасности при работе с патогенами; програм-

мами профессиональной переподготовки специалистов по 

особо опасным инфекциям [4–8]. С учетом сформулирован-

ных нами критериев на основании паспортных данных про-

водили отбор штаммов Brucella ssp. из числа депонирован-

ных в Государственной коллекции патогенных бактерий 

(ГКПБ) на базе ФКУН «Российский противочумный институт 

«Микроб».

Методы исследования: аналитический; культурально-

морфологический, биохимические, иммунологические, био-

логический, молекулярно-генетический, регламентирован-

ные при лабораторной диагностике бруцеллеза.

Культуры микроорганизмов выращивали на бруцелла-бу-

льоне и бруцеллагаре (ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск), рН 6,9, в 

течение 48 ч. Для восстановления биологических свойств 

после хранения культуры прошли пассирование через орга-

низм чувствительных животных – белых мышей (анимализа-

цию) – с последующим отбором типичных колоний, вырос-

ших на плотной питательной среде из посевов печени, селе-

зенки и крови.

Вирулентность исследуемых штаммов определяли по ве-

личине инфицирующей дозы (ИД50) для беспородных белых 

мышей и морских свинок.

При определении инфицирующей дозы для белых мышей 

(18–20 г) взвеси двухсуточных агаровых культур бруцелл 

второго пассажа в концентрациях 2 × 106, 2 × 105, 2 × 104, 

2 × 103, 2 × 102 м.к./мл вводили подкожно во внутреннюю по-

верхность бедра в объеме 0,5 мл. Каждым разведением за-

ражали группу из 6 животных. Через 14 суток проводили 

гуманную эвтаназию и срезом селезенки делали высевы 

отпечатком на бруцеллагар. Посевы инкубировали 4–6 

суток, отмечая наличие или отсутствие роста колоний бру-

целл.

Расчет вели по формуле:

Ig ИД50 = Ig D – Ig n(∑Zi – 0,5), (1)

где Ig ИД50 – логарифм инфицирующей дозы;

Ig D – логарифм максимальной из испытанных доз;

Ig n – логарифм шага разведения бактериальной взвеси;

Zi – отношение числа животных с положительным высе-

вом из селезенки к числу зараженных животных;

∑Zi – сумма значений Zi.

При определении инфицирующей дозы для морских сви-

нок (320–380 г) взвеси двухсуточных агаровых культур вто-

рого пассажа в концентрации 2 × 109 м.к./мл вводили под-

кожно во внутреннюю поверхность бедра в объеме 1,0 мл. 

Одним штаммом заражали группу из 3 животных. Через 

14 суток проводили гуманную эвтаназию, селезенки мор-

ских свинок каждой группы (3 шт.) объединяли, растирали в 

ступке, добавляя 3 мл физиологического раствора, и титро-

вали до концентраций 1/10, 1/100 и 1/1000. Цельную суспен-

зию и ее десятикратные разведения высевали по 0,1 мл на 

2 пластинки бруцеллагара. После 4–5 суток инкубации про-

водили подсчет типичных колоний возбудителей бруцелле-

за.

Количество бактерий в 1 мл цельной суспензии селезенок 

морских свинок каждой исследуемой группы рассчитывали 

по формуле:

n = p × 10 × dr , (2)

где n – количество бактерий в 1 мл цельной суспензии 

селезенки,

p – количество типичных колоний на агаровой пластинке,

dr – коэффициент разведения суспензии: 1 (цельная), 

10 (разведение 1/10), 100 (разведение 1/100) и 1000 (разве-

дение 1/1000).

Определяли среднее арифметическое количество бру-

целл по каждому разведению.

Морфологию клеток изучали в мазках, окрашенных по 

Граму, с использованием светового микроскопа «Микмед-5» 

(«ЛОМО», Санкт-Петербург), увеличение ×1000, масляная 

иммерсия. Морфологию колоний оценивали визуально и под 

малым увеличением светового микроскопа.

Выявление родоспецифических антигенов осуществляли 

методом флюоресцирующих антител (МФА) с иммуноглобу-

линами диагностическими флуоресцирующими бруцеллез-

ными сухими (ФКУЗ «Ставропольский НИПЧИ») и в реакции 

агглютинации (РА) с сывороткой бруцеллезной диагностиче-

ской поливалентной сухой (ФКУЗ «Иркутский НИПЧИ») в 

соответствии с инструкцией. Использованные медицинские 

изделия для in vitro диагностики прошли государственную 

регистрацию на территории Российской Федерации. Про-

смотр МФА-мазков осуществляли посредством флуорес-

центного микроскопа Eclipce 80i (Nicon, Япония), увеличение 

×1000, масляная иммерсия.

Изменчивость бруцелл (S-R диссоциация) определяли в 

пробе Уайт–Вильсона.
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Межвидовую дифференциацию проводили по отношению 

к избыточному содержанию СО2 при культивировании пер-

вой генерации бруцелл, способности к образованию серово-

дорода, редуцирующей активности в отношении анилино-

вых красителей фуксина и тионина, уреазной активности, а 

также по наличию родоспецифичного гена bcsp31 и отсут-

ствию одного из видоспецифичных генов BRA0420 

(B. abortus), BRA0907 (B. melitensis), BMEI1426 (B. canis), 

BMEII0711 (B. neotomae), BMEI0994 (B. ovis). Для проведение 

молекулярно-генетического анализа использовали «Набор 

реагентов для выявления и дифференциации штаммов воз-

будителя бруцеллеза методом полимеразной цепной реак-

ции с учетом результатов в режиме реального времени 

«Бру-Диф-РГФ» (ФКУН «Российский противочумный инсти-

тут «Микроб» Роспотребнадзора), имеющий государствен-

ную регистрацию.

При постановке биопробы изучена способность исследуе-

мых штаммов бруцелл распространяться в тканях и органах 

чувствительного макроорганизма (кровь, перитонеальный 

экссудат, лимфатические узлы, селезенка и печень).

Результаты исследования и их обсуждение

Штаммы рода Brucella, используемые для обеспечения 

практических занятий, должны быть максимально безопас-

ными и обладать набором свойств, необходимых для инди-

кации, идентификации и межвидовой дифференциации. В 

соответствии с нормативными и методическими документа-

ми по лабораторной диагностике бруцеллеза, учебными 

планами программ профессиональной переподготовки спе-

циалистов, действующими санитарными правилами и нор-

мами по обеспечению биологической безопасности работ с 

патогенными биологическими агентами (ПБА) нами были 

составлены технические задания на штаммы рода Brucella с 

перечнем таксономических признаков (НМД по лаб. диагно-

стике и СанПиН 3.3686-21). Было определено, что использу-

емые в учебном наборе бруцеллы должны соответствовать 

следующим требованиям:

• авирулентность или сниженная вирулентность штаммов, 

выдаваемых слушателям курсов для проведения микробио-

логических манипуляций на практических занятиях. 

Показатель вирулентности возбудителя бруцеллеза – ИД50 – 

должна быть сопоставима с ИД50 вакцинного штамм 

B. abortus 19 BA: для белых мышей – от 5,0 × 102 до 

5,0 × 105 м.к., для морских свинок – от 5,0 × 102 до 

5,0 × 104 м.к. [9];

• наличие комплекса свойств, позволяющих изучить типич-

ные морфологические, культуральные и физиолого-биохими-

ческие характеристики рода и видов бруцелл, провести инди-

кацию и идентификацию регламентированными методами;

• наличие родоспецифических антигенов, выявляемых с 

помощью регламентированных иммунологических мето-

дов – МФА, РА;

• наличие комплекса свойств, позволяющих провести 

межвидовую дифференциацию бруцелл, включая потреб-

ность в присутствии 5–10% СО2 при культивировании первой 

генерации штамма; интенсивность образования сероводо-

рода; уреазную активность; редуцирующую активность в 

отношении анилиновых красителей (тионина, фуксина);

• наличие родоспецифичного гена bcsp31 и отсутствие 

одного из видоспецифичных генов BRA0420 (B. abortus), 

BRA0907 (B. melitensis), BMEI1426 (B. canis), BMEII0711 

(B. neotomae), BMEI0994 (B. ovis), детекция которых осу-

ществляется с помощью полимеразной цепной реакции 

(ПЦР);

• способность моделировать экспериментальную инфек-

цию у лабораторных животных и стабильно выделяться из 

паренхиматозных органов при посеве на плотные питатель-

ные среды.

Работу проводили поэтапно: 1) первичный отбор штам-

мов из фонда ГКПБ на основе паспортных данных; 2) оценка 

штаммов по вирулентности и диагностически значимым био-

логическим свойствам; 3) формирование учебного набора 

бруцелл и разработка рекомендаций по их использованию в 

образовательном процессе.

В результате анализа паспортных данных в соответствии 

с разработанными критериями нами были отобраны 9 штам-

мов: B. melitensis 16M; B. abortus C-68, B. abortus 544, 

B. abortus 19 ВА; B. suis 40, B. suis 1330; B.  neotomae 5k33; 

B.ovis 25-90; B. canis 1066.

Первоначально все штаммы – кандидаты в учебные были 

оценены по одному из основных критериев – вирулентности 

для белых мышей и морских свинок (табл. 1). Инфицирующая 

доза всех изученных штаммов, кроме B. melitensis 16M на 

мышах и морских свинках, а также B. suis 1330 на морских 

свинках, находилась в пределах, установленных для вакцин-

ного [ФС.3.3.1.0011.15].

Отобранные штаммы были охарактеризованы с помощью 

регламентированных диагностических тестов (табл. 1).

Анализ полученных результатов позволил сделать следу-

ющий выбор для проведения практических занятий учебного 

модуля «Микробиология и лабораторная диагностика бру-

целлеза»:

1) изучение морфологических и культуральных свойств 

возбудителей бруцеллеза – B. abortus 19 BA, B. melitensis 

M-16, B. ovis 25-90 и B. neotomae 5К33. Для изучения морфо-

логии клеток возбудителей бруцеллеза на практических за-

нятиях используют вакцинный штамм B. abortus 19 ВА, об-

ладающий тинкториальными (окраска по Граму) и морфоло-

гическими характеристиками клетки, типичными для всех 

представителей рода Brucella. Кроме того, важной характе-

ристикой вида бруцелл является оценка культуральных 

свойств. Характерными признаками роста возбудителей 

бруцеллеза на питательной среде являются медленный рост 

в S- или R-формах. Использование штамма B. abortus 19 BA 

позволяет изучить морфологию S-формы роста бруцелл, 

характеризующуюся формированием на агаре бесцветных, 

диаметром 0,5–2 мм, гомогенных, выпуклых колоний с глад-

кой поверхностью и ровным краем, а в бульоне – гомоген-

ным помутнением.

Использование штамма B. melitensis 16 M позволяет изу-

чить особенности роста наиболее вирулентного для челове-

ка вида бруцелл, колонии которого растут в S-форме, но 

отличаются очень небольшим (диаметр 0,1–0,3 мм) разме-

ром, в 5 и более раз меньше колоний B. abortus 19 BA. 

Штаммы B. ovis 25-90 и B. neotomae 5К33 позволяют изу-

чить морфологию R-формы роста бруцелл, характеризую-

щуюся формированием на агаре мутных колоний с зерни-
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стой или слизистой поверхностью, неровным краем, а в бу-

льоне – появлением хлопьев и осадка на фоне прозрачной 

среды;

2) иммунологические методы в схеме лабораторной диа-

гностики бруцеллеза (МФА, РА) – B. abortus 19 BA, B. suis 

1330, B. neotomae 5К33.

Вследствие трудностей, связанных с выделением культу-

ры бруцелл и длительностью культивирования возбудителей, 

иммунологические методы занимают одно из ведущих мест в 

комплексе основных методов индикации. Широко используют 

МФА и РА.

Результаты МФА со штаммама B. abortus 19 BA, B. suis 

1330 и B. neotomae 5К33 оценивают как специфическое све-

чение с яркостью 4 креста – яркая флуоресценция желтова-

то-зеленого цвета оболочки микробной клетки, четко кон-

трастируемая с темным телом клетки.

Таблица. 1. Диагностически значимые свойства штаммов бруцелл – кандидатов в учебные

Table 1. Diagnostically significant properties of Brucella strains – candidates for training

Наименование / Name ИД50, м.к. / ID50, mc Тинкто-
риальные 
свойства / 
Tinctorial 
properties

Рост на питательной среде / Growth on the 
nutrient medium

проба Уайт–
Вильсона / 

White–Wilson 
test

РА с 
поливалентной 
сывороткой / 

RA with 
polyvalent 

serum

МФА / DFA 
(Direct 

fluorescent 
antibody)

вид / variety штамм / 
strain

белые 
мыши / 
white 
mice

морские 
свинки / 
Guinea 

pigs

на плотной 
(размер 

колоний, мм) / 
on the dense 

(colony size, mm)

в жидкой / in the liquid

B. melitensis 16M 9,7 2,7 × 106 Грам- / 
Gram-

0,1–0,3 бульон полупрозрачный 
(легкое равномерное 

помутнение), 
пристеночное кольцо, 

осадок / translucent broth 
(slight uniform turbidity), 
parietal ring, sediment

неокрашенные/
S-форма / 
unpainted/
S-shape

+++ нет данных 
/ no data

B. abortus 19 BA 1,4 × 104 4,0 × 103 -«- 0,2–0,3 равномерное 
помутнение, 

пристеночное кольцо, 
осадок / uniform turbidity, 

parietal ring, sediment

-«- +++ ++++

C-68 3,0 × 103 4,0 × 103 -«- 0,2–0,3 небольшие фрагменты 
кольца, прозрачный 

бульон, плохо 
разбивающийся осадок 
/ small fragments of the 
ring, clear broth, hard to 

break sediment

-«- ++++ +++

544 1,0 × 105 5,9 × 103 -«- 0,1–0,2 равномерное 
помутнение, 

пристеночное кольцо, 
плохо разбивающийся 

осадок / uniform turbidity, 
parietal ring, poorly 
breaking sediment

-«- ++++ нет 
данных / 
no data

B. suis 40 1,1 × 103   1,9 × 104 -«- 0,1–0,2 прозрачный бульон, 
осадок / clear broth, 

sediment

-«- ++ +++

1330 9,1 × 104 5,9 × 104 -«- 0,2–0,3 равномерное 
помутнение, 

пристеночное кольцо, 
осадок, плохо 

разбивающиеся тяжи / 
uniform turbidity, parietal 

ring, sediment, poorly 
broken strands

-«- ++++ ++++

B. neotomae  5k33 3,4 × 104 2,6 × 103 -«- 0,2–0,9 прозрачный бульон, 
плохо разбивающийся 

осадок / clear broth, hard 
to break sediment

Около 70% 
колоний синего 

цвета/
R-форма / 

R-forma About 
70% of the 

colonies are 
blue/

R-shape

+++ ++++

B. ovis 25–90 1,3 × 105 нет 
данных / 
no data

-«- 0,1–0,3 нет данных / no data R-форма / 
R-forma

нет данных / 
no data

нет 
данных / 
no data

B. canis 1066 4,0 × 105 нет 
данных / 
no data

-«- 0,2–0,3 нет данных / no data нет данных / 
no data

нет данных / 
no data

нет 
данных / 
no data
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При постановке РА с препаратом «Сыворотка диагности-

ческая поливалентная бруцеллезная сухая для реакции аг-

глютинации» штаммы B. abortus С 68, B. abortus 544, B. suis 

1330 демонстрируют результат, оцениваемый как 4+ – через 

2–3 мин формируются крупные или мелкие хлопья на фоне 

прозрачной среды; штаммы B. melitensis 16 M, B. abortus 19 

BA, B. neotomae 5К33 – результат, оцениваемый как 3+: 

через 2–3 мин формируются крупные или мелкие хлопья на 

фоне не полностью просветлевшей среды. Данные результа-

ты являются положительными и свидетельствуют о принад-

лежности штаммов к роду Brucella;

3) изучение диссоциации бруцелл – B. abortus 19 BA, 

B. ovis 25-90, B. neotomae 5К33.

Для проведения идентификации и межвидовой диффе-

ренциации бруцелл регламентировано использовать культу-

ру, находящуюся в S-форме. Поэтому первым этапом иден-

тификации является оценка диссоциации выделенной куль-

туры – степени перехода из S- в R-форму роста.

Одна из методик определения степени диссоциации куль-

тур – проба Уайт-Вильсона, при постановке которой диссо-

циированные колонии окрашиваются кристаллическим фио-

летовым от темно-фиолетового до светло-синего цвета, а 

недиссоциированные, находящиеся в S-форме, остаются 

неокрашенными. Для изучения роста культуры преимуще-

ственно в S-форме используют вакцинный штамм B. abortus 

19 BA, в R-форме – B. ovis 25-90, B. neotomae 5К33.

Изучение признаков, регламентированных для межвидо-

вой дифференциации бруцелл, позволило определить груп-

пу штаммов для обеспечения практических занятий (табл. 2).

4) освоение межвидовой дифференциации бруцелл, наи-

более патогенных для человека – B. abortus 19 BA, B. abortus 

С-68, B. suis 1330, B. melitensis M-16.

Для изучения признаков вида B. abortus используют вак-

цинный штамм B. abortus 19 BA биовар 1, обладающий ти-

пичными характеристиками: культивирование первой гене-

рации в атмосфере повышенного содержания СО2 (+), об-

разование сероводорода (+, суммарно 6 мм), рост на среде 

с тионином (-), с фуксином (+), гидролиз мочевины (уреазная 

активность) в течение 1 ч после посева.

Для изучения признаков вида B. suis используют штамм 

B. suis 1330 биовар 1, обладающий типичными характери-

стиками: культивирование первой генерации в атмосфере 

повышенного содержания СО2 (-), образования сероводоро-

да (+, суммарно 14 мм), рост на среде с тионином (+), с фук-

сином (-), гидролиз мочевины (уреазная активность) в тече-

ние 5 мин после посева.

Признаки наиболее патогенного вида – B.melitensis – де-

монстрируют на примере штамма B. melitensis 16M, облада-

ющего типичными характеристиками: культивирование пер-

вой генерации в атмосфере повышенного содержания СО2 

(-), образования сероводорода (-), рост на среде с тионином 

(+), с фуксином (+), гидролиз мочевины (уреазная актив-

ность) в течение 1 ч после посева;

5) для проведения практического занятия «ПЦР в схеме 

лабораторной диагностики бруцеллеза» целесообразно ис-

пользовать штаммы 6 видов – B. abortus 19 BA, B. melitensis 

16 M, B. suis 1330, B. ovis 25-90, B. canis 1066, B. neotomae 

5К33.

В схеме лабораторной диагностики исследование с по-

мощью ПЦР регламентировано как на этапе индикации при 

исследовании биологического материала и объектов окру-

жающей среды, так и при идентификации выделенных куль-

тур и межвидовой дифференциации штаммов Brucella ssp.

Нами с помощью набора реагентов «Бру-Диф-РГФ» было 

исследовано наличие родо- и видоспецифичных генетиче-

ских маркеров у штаммов бруцелл – кандидатов в учебные. 

Показано наличие у всех штаммов родоспецифичного фраг-

мента bcsp31 и соответствующих видоспецифичных генов:

• B. abortus 19 BA – BRA0907 (+), BRA0420 (-), BMEI1426 

(+), BMEII0711 (+), BMEI0994 (+);

• B. melitensis 16 M – BRA0907 (-), BRA0420 (+), BMEI1426 

(+), BMEII0711 (+), BMEI0994 (+);

• B. suis 1330 – BRA0907 (+), BRA0420 (+), BMEI1426 (+), 

BMEII0711 (+), BMEI0994 (+);

• B. ovis 25-90 – BRA0907 (+), BRA0420 (+), BMEI1426 (+), 

BMEII0711 (+), BMEI0994 (-);

• B. canis 1066 – BRA0907 (+), BRA0420 (+), BMEI1426 (-), 

BMEII0711 (+), BMEI0994 (+);

• B. neotomae 5k33 – BRA0907 (+), BRA0420 (+), BMEI1426 

(+), BMEII0711 (-), BMEI0994 (+);

6) освоение биологического метода лабораторной диа-

гностики бруцеллеза в рамках занятия «Лабораторная диа-

гностика бруцеллеза у людей» – B. abortus 19 BA, B. abortus 

C-68.

Таблица. 2. Межвидовая дифференциация штаммов бруцелл – кандидатов в учебные

Table. 2. Interspecific differentiation of Brucella strains – candidates for training

Наименование / Name Культивирование первой генерации / 
Cultivation of the first generation

Образование 
Н2S, мм / H2S 
formation, mm

Редукция анилиновых красителей 
/ Reduction of aniline dyes

Уреазная активность / 
Urease activity

вид / variety штамм / 
strain доступ воздуха / 

air access
избыток СО2 / 

excess CO2

фуксин / 
magenta

тионин / 
thionine

B. melitensis 16M + + - + + +
в течение 1 ч / during 1 hour

B. abortus 19 BA - + 6 + - -«-

C-68 + + 5 + + -«-

544 + + - + - -

B. suis 40 + + - + + +
в течение 5 мин / during 5 minutes

1330 + + 14 - + -«-

B. neotomae 5k33 + + - - - +
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В схеме лабораторной диагностики бруцеллеза биологи-

ческий метод является обязательным на этапе индикации с 

целью накопления бактериальной культуры в органах лабо-

раторных животных и повышения вероятности выделения ее 

при посеве на питательные среды. Часто бруцеллы можно 

выделить только с использованием биологического метода.

При заражении вирулентными штаммами бруцелл лабо-

раторные животные заболевают, но не погибают. При вскры-

тии после эвтаназии отмечают отсутствие каких-либо харак-

терных для бруцеллеза патоморфологических изменений 

внутренних органов. При посеве фрагментов паренхиматоз-

ных органов (печень, селезенка, лимфоузел) и крови на пи-

тательные среды выделяют культуру возбудителей бруцел-

леза. С целью выбора штаммов бруцелл для проведения 

практического занятия по освоению биологического метода 

лабораторной диагностики нами была оценена обсеменен-

ность органов и тканей белых мышей, инфицированных ис-

следуемыми штаммами (табл. 3). Обобщение полученных 

данных позволило предложить использовать для практиче-

ского занятия два штамма.

Штамм B. abortus C-68 применяют преподаватели для 

демонстрации методики заражения и вскрытия лаборатор-

ных животных. При подкожном заражении и последующих 

посевах на плотные питательные среды отмечено равномер-

ное и интенсивное распространение по органам, особо 

обильный рост типичных колоний бруцелл наблюдали из 

отпечатков печени, селезенки и крови.

Однако манипуляции при заражении и вскрытии лабора-

торных животных относят к процедурам с высоким риском 

инфицирования, и это определяет целесообразность ис-

пользования обучающимися для проведения работы авиру-

лентного вакцинного штамма B. abortus 19 BA, несмотря на 

рост единичных колоний бруцелл при посеве селезенки, пе-

чени и перитонеального экссудата на питательные среды.

Согласно рекомендациям референс-центра по мониторин-

гу за бруцеллезом (ФКУЗ «Ставропольский НИПЧИ» 

Роспотребнадзора) и для снижения вероятности лаборатор-

ного инфицирования обучающихся предложен дифференци-

рованный порядок применения штаммов учебного набора на 

практических занятиях. Непосредственная работа слушате-

лей курсов профессиональной переподготовки, в т.ч. отра-

ботка навыков вскрытия лабораторных животных при освое-

нии биологического метода диагностики, сопряжена с вак-

цинным штаммом B. abortus 19 BA. Подготовку культур 

B. abortus C-68, B. suis 1330, B. melitensis 16M, B. neotomae 

5k33, B. ovis 25-90, B. canis 1066 для демонстрации отличаю-

щихся от вакцинного штамма морфологических, культураль-

ных, антигенных свойств, изменчивости (диссоциации S- и 

R-форм), интенсивности образования сероводорода, редуци-

рующей активности в отношении анилиновых красителей 

(фуксина и тионина), уреазной активности, а также подготов-

ку проб – имитаторов ПБА, выделение ДНК и приготовление 

стандартных учебных образцов для ПЦР-анализа проводят 

преподаватели, имеющие допуск к работе с ПБА II группы.

При подготовке проб, имитирующих содержимое гигромы 

(бурсы, абсцесса), шерсть, молоко/молочные продукты, мо-

кроту, почву, воду из открытого водоема, смыв с поверхно-

сти, подстилочный материал, фураж, целесообразно наряду 

с бруцеллами включать «фоновые» микроорганизмы. С этой 

целью учебный набор дополнен Escherichia coli АТСС 25922, 

Таблица. 3. Обсемененность органов и тканей белых мышей, инфицированных штаммами бруцелл – кандидатами в учебные

Tab. 3. Contamination of organs and tissues of white mice infected with strains of Brucella – candidates for training

Наименование / Name Интенсивность* роста культуры на плотных 
питательных средах из / Intensity* of culture 

growth on dense nutrient media from

Морфология колоний, размер / 
Morphology of colonies, size

Рост в бульоне / 
growth in broth

вид / variety штамм / 
strain
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B. melitensis 16M +++ ++ + + + - колонии бесцветные, выпуклые с гладкой поверхностью, 
гомогенные, по мере старения культуры становятся 

белесоватыми, d = 0,5–0,7 мм / colonies are colorless, convex 
with a smooth surface, homogeneous, as the cultures become 

whitish as they age, d = 0,5–0,7 mm

+ + +

B. abortus 19 BA + + - - - + -«-,
d ≈ 0,5 мм, слизистые / ≈ 0.5 mm, mucous

+ + +

C-68 + +++ +++ + + +++ -«- + + +

544 ++ + ++ ++ ++ + -«-,
d = 0,5–0,7 мм

+ + +

B. suis 40 + ++ +/- + + ++ -«-,
d = 0,3–0,5 мм

+ + +

1330 + + +/- + + ++ -«-,
d ≈ 1,0 мм

+ + +

B. neotomae 5k33 + ++ + + + +++ -«-,
d = 0,7–1,0 мм

+ + +

* +++ – очень интенсивный рост; ++ – интенсивный рост; + – единичные колонии.
* +++ - very intensive growth; ++ – intensive growth; + – single colonies.
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Pseudomonas aeruginosa АТСС 27853, Staphуlococcus aureus 

209Р (АТСС 6538), Klebsiella pneumoniae 8172, Вacillus cereus 

504-го типа (АТСС 14579).

Таким образом, на основании проведенных исследований 

сформирован учебный набор штаммов бактерий, который 

позволяет при профессиональной переподготовке в полном 

объеме освоить регламентированные методы индикации, 

идентификации и дифференциации бруцелл, на вакцинном 

штамме приобрести навыки манипуляций с ПБА II группы с 

соблюдением правил биобезопасности, снизив вероятность 

лабораторного инфицирования. Учебный набор в целом или 

частично может быть применен для обеспечения практиче-

ских занятий на курсах повышения квалификации.
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