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Легионеллез (болезнь легионеров) – острая 
инфекционная болезнь, инициируется преимуще-
ственно видом Legionella pneumophila, характери-
зуется полиморфизмом клинических проявлений, 
что придает особое значение методам лабораторной 
диагностики заболевания. Legionella spp. является 
достаточно частым возбудителем внебольничной и 
нозокомиальной пневмонии (1–40 %) [8]. Это тон-
кий, плеоморфный микроорганизм, подвижен за счет 
одного или более жгутиков, обладает тропностью к 
ткани легкого [10]; по сравнению с другими видами 
рода представляет уникальный термически устойчи-
вый вариант [11]. Клеточная стенка имеет строение, 
характерное для грамотрицательных микроорганиз-
мов, однако по Граму L. pneumophila окрашивается 
плохо [5].

Для микробиологов легионеллез является труд-
нодиагностируемой инфекцией, несмотря на внедре-
ние современных иммунологических и молекулярно-
генетических методов. Лабораторная диагностика 
легионеллеза проводится путем выявления возбуди-
теля с помощью ДНК-зондов или ПЦР; иммунофлю-
оресцентным методом, путем получения культуры 
возбудителя и иммуносерологического анализа, на-
правленного на обнаружение специфических антиге-
нов или антител к ним [3, 4, 6].

«Золотым» стандартом диагностики легионел-
леза остается бактериологический метод, обладаю-
щий 100 % специфичностью, предполагающий вы-
деление чистой культуры возбудителя, ее идентифи-
кацию и дальнейшее изучение [5, 7, 9]. Условия куль-
тивирования легионелл имеют ряд особенностей. На 
простых питательных средах они не растут, поэтому 
требуют создания специальных условий. Их можно 

культивировать на средах с добавлением биологиче-
ских жидкостей – гемоглобина, пирофосфата железа 
и др. Для культивирования легионелл также может 
быть использовано заражение культур клеток, осо-
бенно фибробластов легкого человека [1].

Стандартная среда для выделения легио-
нелл – агар BCYEα, который содержит дрожжевой 
экстракт, L-цистеин, соединения железа, альфа-
кетоглутарат и ACES-буфер [N-(2-ацетамидо)-2-
аминоэтансульфоновая кислота]. Агар BCYEα – 
очень богатая питательная среда, которая, однако, 
не является полностью селективной для легионелл 
и имеет значительную стоимость. В России разра-
ботаны питательные среды для лабораторной диа-
гностики легионеллеза (легионелбакагар, СЭЛ), но 
чувствительность бактериологического метода в 
целом остается недостаточной (в среднем не более 
60 %) [5], что подтверждает актуальность разработ-
ки новых экономичных питательных сред для куль-
тивирования легионелл и выделения их из объектов 
окружающей среды.

Целью настоящего исследования явилась раз-
работка экспериментальной недорогой питательной 
среды для культивирования легионелл, отвечающей 
требованиям нормативной документации, как осно-
вы для дальнейшего конструирования селективной 
питательной среды для выделения легионелл.

Учитывая тропность легионелл к тканям легко-
го, в качестве основы для приготовления питательной 
среды нами предложен ферментативный гидролизат 
легкого свиньи (ФГЛс). По данным И.В.Петрухина 
[2], легкое свиньи, относящееся к субпродуктам 2-й 
категории, состоит в среднем из 13 % белка, содержит 
макро- и микроэлементы, витамины. В ферментатив-
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ном гидролизате легкого обнаружено достаточное ко-
личество минеральных веществ (соли кальция, калия, 
фосфора, особенно много железа, являющегося не-
обходимым фактором роста легионелл) и аминокис-
лот (лизин, метионин, триптофан, цистеин, треонин, 
серин, фенилаланин, пролин, аланин, глицин, валин, 
лейцин, тирозин, гистидин) [2]. Таким образом, дан-
ные литературы позволяют предположить питатель-
ную ценность ферментативного гидролизата легкого 
для легионелл. Кроме того, замена дорогостоящего 
мяса легким (субпродуктом) позволяет существенно 
удешевить конечный продукт.

В качестве исходной использована рецептура 
приготовления традиционной питательной среды 
общего назначения – агара Хоттингера, в которой 
мясную основу заменили на ферментативный гидро-
лизат легкого свиньи, ввели в состав уголь активный 
марки «ОУ-А» и L-цистеин.

Материалы и методы

В работе использованы типичные по 
культурально-морфологическим свойствам тест-
штам мы L. pneumophila ATCC 33155 Bloomington 
2, L. pneumophila ATCC 33152 Philadelphia 1, по-
лученные из ФГБУ «ГИСК им. Л.А.Тарасевича» 
Минздравсоцразвития России. Подготовку культуры 
тест-штаммов и оценку биологических показателей 
питательной среды осуществляли согласно методи-
ческим указаниям «Контроль диагностических пи-
тательных сред по биологическим показателям для 
возбудителей чумы, холеры, сибирской язвы, туляре-
мии, бруцеллеза, легионеллеза» (МУ 3.3.2.2124-06)

Реактивы и сырье: калий фосфорнокислый дву-
замещенный трехводный – ч.д.а. (ГОСТ 2493-75); 
калий фосфорнокислый однозамещенный – ч.д.а. 
(ГОСТ 4198-75); калия гидроокись (имп.); уголь ак-
тивный марки «ОУ-А» (ГОСТ 4453-74); L-цистеина 
гидрохлорид (имп.), хлороформ в/с (ГОСТ 20015-
88); формалин в/с (ГОСТ 1625-89); соляная кисло-
та – ч.д.а. (ГОСТ 3118-77); агар микробиологиче-
ский (ГОСТ 17206-96); легкое свиньи (ТУ 8-5344-
113607); поджелудочная железа крупного рогатого 
скота замороженная (ГОСТ 11285-93); вода питье-
вая (ГОСТ 8-51-232-98), вода дистиллированная 
(ГОСТ 6709-72).

Ферментативный гидролизат легкого свиньи 
(ФГЛс) готовили согласно Промышленному ре-
гламенту на производство питательного агара для 
культивирования микроорганизмов, готового к при-
менению (агара Хоттингера) № 01897080-10-10, за-
менив в рецептуре говяжье мясо на легкое свиньи. 
Экспериментальную питательную среду (три серии) 
готовили по условиям того же документа, заменив 
мясной гидролизат на ФГЛс и добавив в состав уголь 
активный марки «ОУ-А». Приготовленную питатель-
ную среду разливали во флаконы по (200±0,5) мл, 
которые герметично укупоривали ватно-марлевыми 
пробками и бумагой крафт. Автоклавировали при 

температуре 121 °С в течение 15 мин. Стерильную 
питательную среду хранили в темном месте, при 
температуре от 2 до 25 °С, при влажности не менее 
80 %. Перед использованием среду расплавляли на 
водяной бане, остужали до 56 °С, добавляли 0,4 г/л 
L-цистеина (стерильного раствора в 10 мл дистил-
лированной воды) и разливали в стерильные чашки 
Петри. Чашки подсушивали в течение 30 мин, после 
чего использовали для посева.

Контролем служил легионелбакагар (ФГУН 
ГНЦ ПМБ, Оболенск), в качестве «отрицательного» 
контроля использовали агар Хоттингера собственно-
го производства.

Аминный азот, рН, сухой остаток, прочность 
геля, продолжительность плавления, температуру 
плавления и температуру застудневания геля опреде-
ляли в соответствии с методическими указаниями 
«Методы контроля бактериологических питательных 
сред» (МУ 4.2.2316-08)

Контроль стерильности осуществляли путем 
визуального просмотра каждого флакона со средой 
после выдерживания при температуре (37±1) °С в те-
чение 44–48 ч и последующих 14 сут при комнатной 
температуре.

Чувствительность и скорость роста определяли, 
засевая взвесь тест-штаммов по 0,1 мл из разведения 
10–7 (1·102 м.к./мл) на три чашки Петри с питательной 
средой, равномерно распределяя посевной материал 
по поверхности среды покачиванием чашек. Учет 
результатов производили визуально через 24–48–
72 ч инкубации посевов при температуре (37±1) °С. 
Результаты учитывали через 24–120 ч.

Результаты исследования подвергали статисти-
ческой обработке в стандартной компьютерной про-
грамме Excel, определяя среднюю арифметическую, 
среднюю ошибку средней арифметической и досто-
верность различий. Различия считали статистически 
значимыми при p≤0,05.

Результаты и обсуждение

Готовая питательная среда на основе ФГЛс 
представляет собой непрозрачный гель черного 
цвета, рН 6,8. Сухой остаток составил (5,4±0,6) %, 
аминный азот – (0,13±0,3) %, прочность геля – 
(350,0±40,0) г/см2, температура плавления – 
(85±1) °С, температура застудневания – (34±2) °С, 
продолжительность плавления в кипящей бане – 
(0,6±0,1) ч. Среда стерильна.

При выращивании тест-штаммов легионелл 
на питательной среде, приготовленной на основе 
ФГЛс, через 48 ч наблюдался рост (6±0,7) типич-
ных колоний, тогда как на легионелбакагаре рост 
первых колоний (5±1,5) наблюдался только через 
72 ч. К этому времени на испытуемой среде было 
сформировано уже (8±1,3) колоний (по скорости 
роста p≤0,05). Выросшие как на испытуемой, так 
и на контрольной среде колонии были 1,5–2,0 мм 
в диаметре, плосковыпуклые, синевато-сероватые. 
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На агаре Хоттингера (отрицательный контроль) ро-
ста не наблюдалось ни в какие сроки исследования. 
По критериям пригодности диагностических сред 
разработанная среда соответствовала требованиям 
МУ 3.3.2.2124-06, образуя рост в виде сплошного 
белого налета через 24 ч инкубирования при темпе-
ратуре (37±1) °С при посеве «газоном» (из посевной 
дозы 1·106 м.к./мл). Эффективность предлагаемой 
нами питательной среды составила 3,03·109 м.к. в 
1 мл для штамма L. pneumophila Philadelfia 1 ATCC 
33152 и 3,05·109 м.к. в 1 мл для штамма L. pneu-
mophila Bloomington ATCC 33155.

Кроме изучения культуральных свойств легио-
нелл, оценивали тинкториальные свойства и морфо-
логию клеток в мазках, приготовленных из выросших 
культур и окрашенных по Граму (мазки готовили при 
двукратном увеличении экспозиции в красителях), и 
наблюдали подвижность в раздавленной капле. При 
микроскопическом исследовании мазков в опыте и 
контроле выявлены плеоморфные грамотрицатель-
ные палочки, в препарате раздавленной капли наблю-
далась выраженная подвижность микробных клеток. 
Таким образом, в результате испытания питательной 
среды было показано сохранение культуральных и 
морфологических свойств тест-штаммов, а также 
подвижности микробных клеток.

При хранении в герметичной упаковке при тем-
пературе от 2 до 25 °С и влажности не менее 80 %, в 
темном месте, годность готовой питательной среды 
на основе ФГЛс составила 12 мес. (срок наблюде-
ния). Полученные данные свидетельствуют о при-
годности питательной среды для культивирования 
легионелл.

Расчет экономической эффективности показал, 
что среда на основе ФГЛс, 1 л которой стоит 470 руб. 
(с учетом НДС), в 2 раза дешевле СЭЛ и в 3,7 раза – 
легионелбакагара (сухой среды).

Рекомендуемый подход к разработке новой пита-
тельной среды подтверждает эффективность и эконо-
мическую целесообразность применения в качестве 
сырья легкого свиньи и открывает перспективы его 
дальнейшего использования в микробиологической 
промышленности. Предложенная плотная питатель-
ная среда отвечает требованиям МУ 3.3.2.2124-06 и 
МУ 4.2.2316-08 к питательным средам для выделе-
ния и культивирования возбудителя легионеллеза по 
биологическим и физико-химическим показателям. 
По материалам работы получен патент РФ на изобре-
тение № 2412240 от 20.02.2011 г. «Питательная среда 
для выращивания легионелл».

Таким образом, недорогая питательная среда на 
основе ФГЛс с использованием в качестве стимулято-
ра роста L-цистеина по показателям чувствительно-
сти, эффективности и критериям пригодности соот-
ветствует требованиям МУ 3.3.2.2124-06, а по пока-
зателю скорости роста превосходит легионелбакагар 
(p≤0,05). Это является основанием для дальнейшего 
изучения указанной основы с целью разработки и 

конструирования коммерческой селективной плот-
ной питательной среды для выделения легионелл из 
объектов окружающей среды с оформлением соот-
ветствующей нормативной документации.
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