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Введение 

Бруцеллы, как многие другие виды 
микроорганизмов, способны трансфор-
мироваться в L-формы, изменяя морфо-
логические и биологические признаки ис-
ходного штамма [1-3].  

В таком состоянии они длительное 
время персистируют в организме живот-
ных, вызывая инфекционный процесс с 
необычной патологией, и не выявляются 
стандартными методами диагностики [4-
6]. 

С явлением изменчивости возбудителя 
бруцеллёза связана тенденция хронизации 
инфекционного процесса и наличие ла-
тентных форм у животных, которые 
представляют потенциальную опасность 
для восприимчивого поголовья. При опре-
делённых условиях изменённые формы 
бруцелл могут реверсировать и играть 
роль в появлении рецидивов в оздоров-
ленных стадах и поддержании очагов ин-
фекции [7, 8]. 

В связи с этим при диагностике бруцел-
лёза необходимо учитывать не только ти-
пичные формы бруцелл, но также  
L-формы и различные их варианты, что 
позволит выявить хронически больных жи-
вотных, бруцеллоносителей, прогнозиро-
вать проявление эпизоотического процес-
са, правильно и своевременно проводить 
противобруцеллёзные мероприятия. 

Для этого необходимо расширить воз-
можность диагностического диапазона 
при бруцеллёзе за счёт бактериологиче-
ской и серологической идентификации  
L-форм возбудителя. 

В связи с этим мы посчитали целесо-
образным в экспериментальных условиях 
трансформировать бруцеллы в L-форму, 
изучить их свойства на разных стадиях 
трансформации и использовать получен-
ные данные при усовершенствовании ла-
бораторной диагностики бруцеллёза. 

 
Материалы и методы 

Работу проводили в лабораториях на-
учно-исследовательских учреждений Рос-
сельхозакадемии в соответствии с требо-
ваниями санитарных правил [9]. 

L-трансформацию осуществляли при 
высеве культур бруцелл вакцинного 
штамма B. abortus 19 (S-форма) и рефе-
рентного B. abortus 544 (S-форма) на 
элективные плотные питательные среды, 
содержащие соль бензилпенициллина в 
различных концентрациях. Посевы инку-
бировали в термостате при температуре 
+37…+380С. 

Посевы просматривали через 48 ч, 
оценивая наличие появления колоний, их 
энергию и характер роста. При каждом 
пересеве увеличивали концентрацию ан-
тибиотика. Через пять пересевов из на-
тивных культур готовили мазки, окраши-
вали стандартными методами и изучали их 
тинкториальные и морфологические при-
знаки при помощи световых микроскопов 
(МБИ-6 и Axioskop 40). 
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Результаты исследований 
При воздействии на клетки бруцелл  

соли пенициллина в концентрации  
5-10 ЕД/мл среды культуральные свойст-
ва штаммов существенно не изменялись. 
При высеве 1 млрд взвеси L-культур на 
скошенный агар рост отмечали через 36-
72 ч. На поверхности плотной среды ко-
лонии были правильно контурированные, 
круглые, гомогенные, бесцветные с мас-
ляным оттенком, размером от 1 до  
3-4 мм. 

В полужидком агаре наблюдали нали-
чие роста в виде голубовато-белого стол-
бика шириной 0,5-1,0 см в верхней части 
среды. Взвесь культуры была соединена с 
плотными частицами среды и не отделя-
лась от них бактериологической петлёй. 

В бульоне отмечали помутнение и вы-
падение белого осадка. При длительном 
культивировании в жидкой среде по пе-
риферии наблюдали кольцевидный рост 
серовато-голубого цвета, слегка подни-
мающийся над уровнем бульона. 

С постепенным повышением концен-
трации антибиотика в питательной среде 
до 300-1000 ЕД/мл культуральные свой-
ства изучаемых субкультур заметно из-
менялись. Их видимый рост замедлялся до 
7-14 суток. Колонии становились более 
мелкими (до 1-2 мм), уплощёнными и 
приобретали матовый оттенок. На по-
верхности полужидкой питательной среды 
появлялся слабый рост в виде серо-
голубого столбика. 

В бульоне образовывался осадок, ко-
торый при встряхивании поднимался плот-
ной косичкой или хлопьями. Пристеночно-
го кольца, характерного для типичных  
S-форм бруцелл, не возникало. 

При воздействии более высоких концен-
траций пенициллина до 5-20 тыс. ЕД/мл в 
процессе L-трансформации на 14-18 гене-
рации были получены L-ва-рианты бруцелл 
с относительно стабильными признаками 
сферопластного типа, которые были ус-
ловно обозначены «Сп». Полученные ва-
рианты заметно отличались от исходной 
культуры скоростью и энергией роста. На-
личие слабого роста отмечали на поверх-
ности плотных питательных сред лишь на 
14-20-е сутки. Колонии становились пло-
скими, мелкими (размером менее 1 мм), 
со значительным матовым оттенком. На 
полужидкой среде образовывались серые 
матовые плоские налёты роста культуры 
разной конфигурации и размера. 

При пересеве на мясо-пептонном 
бульоне L-варианты бруцелл также не 

образовывали характерного для типичных 
форм пристеночного кольца. 

В последующем при длительном куль-
тивировании L-вариантов сферопластного 
типа в присутствии индуцирующего фак-
тора отмечали стабилизацию культураль-
ных свойств. При выборе оптимальных ус-
ловий адаптации в условиях обычных пита-
тельных сред удалось на протяжении дли-
тельного времени сохранять полученные 
L-варианты и использовать их в качестве 
модели при изучении процессов транс-
формации и реверсии возбудителя бру-
целлёза.  

В результате изучения фенотипических 
признаков L-вариантов бруцелл на разных 
стадиях трансформации отмечали посте-
пенное изменение размеров микробных 
клеток, состава популяции, специфичности 
окраски. 

В начальной стадии трансформации при 
действии минимальных концентраций пе-
нициллина 5-10 ЕД/мл среды клетки бру-
целл сохраняли специфичность окраски 
анилиновыми красителями (по Граму и по 
Козловскому). Как и типичные бруцеллы, 
они окрашивались в розовый и красный 
цвета. Морфологически популяция L-ва-
риантов на этом этапе состояла из микро-
кокков диаметром 0,3-0,4 мкм и овоидов 
0,5-0,8 мкм. В таком состоянии бруцеллы 
полностью сохраняли агглютинабельные 
свойства и только единичные культуры 
проявляли слабую положительную реак-
цию в растворе трипафлавина.  

При увеличении концентрации антибио-
тика до 300-1000 ЕД/мл клетки L-ва-
риантов бруцелл оcтавались грамотрица-
тельными, но утрачивали специфичность 
окраски по Козловскому: окрашивались в 
темно-коричневый и серо-сиреневьй цвет. 
Популяция культур при данной концентра-
ции пенициллина оставалась полиморф-
ной: половина клеток (до 50%) были еще 
мелкими, а остальные увеличивали свои 
размеры до 0,8-1,0 мкм и становились 
похожими на кокки, расположенные бес-
порядочно. Культура становилась слизи-
стой или крошковатой и не эмульгирова-
лась в сыворотках и физиологическом 
растворе. При посеве на элективные пита-
тельные среды в отсутствии индуцирую-
щего фактора при последующих двух пе-
ресевах культуры реверсировали в исход-
ную бактериальную форму бруцелл.  

Воздействие высоких концентраций ан-
тибиотика до 20 тыс. ЕД/мл вызывало 
изменение их фенотипических признаков. 
На 14-18 генерации культуры оставались 
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полиморфными, в их популяциях преоб-
ладали шаровидные клетки до 1,5-2,0 мкм 
и более. Крупные сферопласты были де-
формированы и неравномерно окрашива-
лись по Козловскому в бурый, коричне-
вый и серый цвет, по Граму — в сирене-
вый и фиолетовый. До 10% от общего 
количества составляли мелкие округлив-
шиеся клетки, по размерам близкие к ти-
пичным бруцеллам, но имеющие темно-
красную или коричневую окраску.  

На более поздних стадиях трансфор-
мации L-варианты бруцелл полностью ут-
рачивали ригидную клеточную стенку.  

Размеры L-клеток увеличивались в не-
сколько раз и достигали от 2,0 до 4,0 мкм. 
Популяция состояла из клеток разного раз-
мера, расположенных в мазках беспоря-
дочно, окрашивающихся по Козловскому в 
темно-коричневый, по Граму — в бордовый 
и фиолетовый цвета. Часть клеток в попу-
ляции имела эллипсоидную форму и гигант-
ские размеры 3,0-8,0 мкм. При микроско-
пии были видны элементарные тела, интен-
сивно окрашенные в темно-коричневый или 
фиолетовый цвет.  

Полученные культуры бруцелл в  
L-форме, адаптированные к условиям ис-
кусственных питательных сред с добавле-
нием белковых компонентов (нормальная 
сыворотка крови лошади или околоплод-
ная жидкость), были способны в нативном 
состоянии сохранять при температуре 
+4…+120С стабильные свойства в течение 
нескольких лет. В дальнейшем L-куль-
туры, полученные in vitro, использовали 
для изготовления диагностических препа-
ратов: L-бруцеллёзных сывороток и L-ан-
тигенов.  

Экспериментально полученные L-куль-
туры бруцелл со стабильно закреплённы-
ми свойствами использовали в качестве 
эталонных при идентификации L-вариан-
тов, изолированных от лабораторных и 
сельскохозяйственных животных.  

Новые научные данные о свойствах 
бруцелл в L-форме необходимы при изу-
чении закономерностей и особенностей 
персистенции L-форм бруцелл в организ-
ме животных, инфекционного процесса у 
животных, инфицированных изменёнными 
формами, усовершенствования диагно-
стики бруцеллёза, оценки эпизоотическо-
го состояния стад, прогнозировании про-
явления эпизоотий, своевременного и 
правильного проведения профилактиче-
ских мероприятий. 

Выводы 
В процессе L-трансформации in vitro 

бруцеллы изменяют культуральные, тинк-
ториальные и морфологические признаки. 
Трансформации подвержены как вакцин-
ные, так и референтные штаммы бру-
целл, находящиеся в S-форме. 

Степень изменчивости бруцелл зависит 
от концентрации воздействия индуцирую-
щего фактора. 
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