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Исследования объектов внешней среды на 

наличие в них микобактерий, нокардиоформных 
актиномицетов и коринебактерий важны для выяс-
нения источника сенсибилизации сельскохозяй-
ственных животных, обуславливающей положи-
тельные аллергические реакции на ППД-
туберкулин. Большое значение имеет контроль 
над циркуляцией возбудителя туберкулёза во 
внешней среде, который необходим в животно-
водческих хозяйствах как при диагностических ис-

следованиях на туберкулёз, так и при оценке ре-
зультатов дезинфекции на дворах, фермах и ком-
плексах, неблагополучных по туберкулёзу. Пред-
ложен новый метод выделения микобактерий, 
нокардиоформных актиномицетов и коринебакте-
рий из объектов животноводческих помещений, 
основанный на предпосевной обработке смывов с 
поверхностей помещений дезинфицирующим 
средством «Септустин» в оптимальной концентра-
ции: предпосевная обработка проб смывов вод-
ным раствором септустина 1%-ной концентрации 
обеспечивает выделение культур микобактерий, а 
предпосевная обработка проб смывов водным 
раствором септустина 0,1%-ной концентрации — 
выделение нокардиоформных актиномицетов и 
коринебактерий.  
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The studies of environmental objects for the 

presence of mycobacteria, nocardia-shaped actino-
mycetes and corynebacteria are important to identify 
the source of sensitization of farm animals causing 
positive allergic reactions to PPD-tuberculin for 
mammals. The control over the circulation of tuber-
culosis pathogen is important both for diagnostic 
studies on tuberculosis and evaluation of disinfection 

results in animal husbandry facilities with unfavorable 
tuberculosis background. We proposed a new 
method for isolation of mycobacteria, nocardia-
shaped actinomycetes and corynebacteria from live-
stock facility objects based on pre-sowing treatment 
of samples from surfaces of buildings using Septustin 
disinfectant in optimum concentrations. Pre-treatment 
of the samples with an aqueous solution of Septustin 
in 1% concentration provides the isolation of cultures 
of mycobacteria, and pre-treatment of the samples 
with an aqueous solution of Septustin in concentra-
tion of 0.1% — the isolation of nocardia-shaped acti-
nomycetes and corynebacteria. 
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Ввиду несовершенства бактериологических 
методов исследования выделение микобакте-
рий, нокардиоформных актиномицетов и ко-
ринебактерий из объектов внешней среды 
сопряжено со значительными методическими 
трудностями. Пробы с объектов животновод-
ческих помещений имеют высокую степень 
общей загрязненности механическими при-
месями и банальной микрофлорой, рост ко-
торой на богатых питательных средах затруд-
няет выделение данных микроорганизмов. 
Для подавления сопутствующей микрофлоры 
осуществляется предпосевная обработка 
биоматериала, основанная на устойчивости 
микобактерий к растворам кислот и щелочей 
[1, 2]. 

В настоящее время для предпосевной об-
работки проб с объектов внешней среды в 
практике микробиологических лабораторий 
используют метод Гона-Левенштейна-
Сумиоши (растворы серной кислоты) или 
комплексный метод обработки серной кисло-
той и едким натром. Существующие методы 
крайне жёстки, при этом уничтожаются сла-
бокислотоустойчивые микобактерии, нокар-
диоформные актиномицеты и коринебакте-
рии, а также частично снижается жизнеспо-
собность патогенных микобактерий, что в 
конечном итоге снижает качество и эффек-
тивность бактериологической диагностики  
[3-6].  Это обуславливает необходимость 
разработки методов выделения микобакте-
рий, нокардиоформных актиномицетов и ко-
ринебактерий из объектов животноводческих 
помещений. 

Цель исследований — разработать метод 
выделения микобактерий, нокардиоформных 

актиномицетов и коринебактерий из объектов 
животноводческих помещений.  

 
Материалы и методы 

Разработка метода выделения микобакте-
рий, нокардиоформных актиномицетов и ко-
ринебактерий из объектов животноводческих 
помещений проведена в лаборатории инфек-
ционных и инвазионных болезней сельскохо-
зяйственных животных ФГБНУ «НИВИ НЗ 
России». 

В работе использовали дезинфицирующее 
средство «Септустин» (изготовитель ООО 
«Уралстинол Био», Россия), обладающее ши-
роким спектром действия в отношении воз-
будителей инфекционных болезней бактери-
альной (включая туберкулёз), вирусной и 
грибковой этиологии [7].  

Выделение микобактерий, нокардиоформ-
ных актиномицетов и коринебактерий из 
объектов животноводческих помещений 
осуществлялось на основе предпосевной об-
работки септустином смывов с поверхностей 
объектов животноводческих помещений из 
хозяйств Нижегородской области. 

Объектами исследования являлись поверх-
ности стен, труб, поилок, кормушек, пола, 
навозных проходов. С поверхностей (1 м2) 
исследуемых объектов стерильным ватно-
марлевым тампоном, увлажненным физиоло-
гическим раствором, отбирали по 5 проб-
смывов, которые объединяли в одну пробу. 
Объединенная проба делилась на 3 части 
(образцов) по 5 мл суспензии. Первый обра-
зец подвергался деконтаминации традицион-
ным методом Гона-Левенштейна-Сумиоши, 
второй — 0,1%-ным раствором септустина, 
третий — 1%-ным раствором септустина. 
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После обработки проводили посевы на 
среды Левенштейна-Йенсена и Финн-2 по  
10 пробирок для каждой концентрации. По-
севы инкубировали в термостате при 370С и 
просматривали в течение 90 дней на наличие 
роста колоний микобактерий. 

На протяжении всего периода исследова-
ния по мере появления колоний готовили 
мазки с последующей окраской по Грамму и 
Цилю-Нильсену. Идентификацию выделенных 
культур проводили методом газожидкостной 
хроматографии (ГЖХ) на приборе Хромос ГХ 
1000 [8]. 

В ходе исследования учитывали сроки по-
явления роста, количество выделенных куль-
тур микобактерий, нокардиоформных акти-
номицетов и коринебактерий. 

 
Результаты и их обсуждение 

Результаты исследований смывов с по-
верхностей объектов животноводческого по-
мещения (стен, труб, кормушек, поилок, по-
ла, навозных проходов) при разных методах 
предпосевной обработки представлены в 
таблице.  

Данные таблицы свидетельствуют о нали-
чии роста белых колоний без поверхностного 
мицелия на вторые сутки в посевах из проб 
смывов со стен и труб при деконтаминации 
материала 0,1%-ным раствором септустина. 
В мазках, окрашенных по Цилю-Нильсену, 
выявлялись некислотоустойчивые палочки, 
овальные с тёмно-вишнёвыми или тёмно-
синими многочисленными гранулами (зёрна-
ми волютина) внутри клетки. При окраске по 
Романовскому-Гимза вокруг клеток обнару-
живалась розовая капсула. По отсутствию 
кислотоустойчивости и морфологическим 
признакам клетки культура отнесена к роду 
Сorynebacterium, что подтвердилось иссле-
дованием жирнокислотного спектра клеток 
методом газожидкостной хроматографии 

(отсутствие эфиров жирных кислот туберку-
лостеариновой кислоты, высших жирных кис-
лот с числом атомов больше 20, значитель-
ное содержание олеиновой кислоты (С18:1), 
составляющая приблизительно 47-60% от 
массы кислот). 

В посевах из смывов с кормушек при 
предпосевной обработке материала раство-
рами септустина 0,1%-ной концентрации от-
мечен рост на 2-е сут. беловато-жёлтых ко-
лоний в виде крупных слизистых без поверх-
ностного мицелия. В мазках при окраске по 
Цилю-Нильсену обнаруживались некислото-
устойчивые микроорганизмы, полиморфные 
клетки — палочки и кокки, которые по ре-
зультатам идентификации отнесены к роду 
Rhodococcus, что в последующем подтвер-
ждено хроматографическими исследования-
ми. На хроматограммах отмечены наличие 
туберкулостеариновой кислоты, выраженный 
пик пальмитолеиновой кислоты С16:1, низко-
молекулярные эфиры жирных кислот с чис-
лом углеродных атомов от 12 до 20 и отсут-
ствие высокомолекулярных миколовых кис-
лот, характерных для микобактерий.  

При деконтаминации смывов с труб  
1%-ным раствором септустина на 8-е сут. 
выросли слизистые блестящие колонии жёл-
того цвета. По результатам окраски по 
Цилю-Нильсену и по морфологическим при-
знакам их идентифицировали как микобакте-
рии, что подтверждено исследованием жир-
но-кислотного спектра клеток методом га-
зожидкостной хроматографии. По хемотак-
сономическим характеристикам (четко выра-
жены пики кислот c 17 и 19 атомами углеро-
да и ненасыщенных жирных кислот с числом 
атомов углерода больше 20, преобладала 
бегеновая кислота С22:0, пик С26:0 отсутство-
вал), микобактерии идентифицировали как 
M.vaccae. 

Таблица 
Видовой состав и скорость роста микроорганизмов в посевах из смывов  

с объектов животноводческих помещений  
в зависимости от метода предпосевной обработки материала 

 

Объекты  
животноводческих 

помещений 

Метод обработки 

метод Гона-Левенштейна-
Сумиоши 

р-р септустина 
0,1% 1% 

скорость 
роста, дн. 

культура 
скорость 
роста, дн.

культура 
скорость 
роста, дн. 

культура 

Стена 12 M. gordonae 2 Corynebacterium 10 M. gordonae

Труба 12 M. gordonae 2 Corynebacterum 
8 
12 

M. vaccae
M. gordonae

Пол  −  − 10 
M. scrofu-

laceum 

Навозный проход  −  − 10 
M. scrofu-

laceum 
Кормушка 13 M. gordonae 2 Rhodococcus 10 M. gordonae

Поилки 14 M. avium 10 M. avium 12 M. avium
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При предпосевной обработке 1%-ным 
раствором септустина из смывов со стен и 
кормушек на 10-е сут., а по методу Гона-
Левенштейна-Сумиоши в посевах из смывов 
со стен на 12-й день и с кормушек на  
13-е сут. появились колонии жёлтого цвета. 
При окраске мазков по Цилю-Нильсену об-
наружились тонкие палочки бледно-розового 
цвета, которые идентифицировали как 
М.gordonae. На хроматограммах отмечено 
отсутствие туберкулостеариновой кислоты 
(С19 разв.), пик С14 и С14 разв. — двойной, полно-
стью не разветвлённый. 

Культуру М.gordonae выделили также в 
посевах из смывов с труб на 12-й день при 
деконтаминации материала традиционным 
методом и 1%-ным раствором септустина. 

В посевах из смывов с поилок на  
10-е сут. при предпосевной обработке об-
разцов 0,1%-ным раствором септустина, на 
12-е сут. при деконтаминации материала  
1%-ным растворами септустина и на  
14-е сут. традиционным методом появились 
колонии с бледно-жёлтым пигментом. В маз-
ках при окраске по Цилю-Нильсену были об-
наружены мелкие тонкие кислотоустойчивые 
палочки и кокки. На хроматограммах пики 
С26:0 отсутствуют, высота пика С24:0 значи-
тельно выше С22:0, пик С19:0 в значительном 
количестве, микобактерию идентифицировали 
как M. avium. 

Кроме того, в посевах из образцов с пола 
и труб при обработке 1%-ным раствором 
септустина на 10-й день появились жёлтые 
блестящие колонии. В мазках, окрашенных 
по Цилю-Нильсену, обнаруживались тонкие 
палочки бледно-розового цвета. Культура 
идентифицирована методом газожидкостной 
хроматографии как М.scrofulacium (наличие 
высших миколовых кислот с числом углерод-
ных атомов больше 20, пик С24:0 больше С22:0, 
пик С26:0 отсутствует). 

 

Заключение 
Разработан метод выделения микобакте-

рий, нокардиоформных актиномицетов и ко-
ринебактерий из объектов животноводческих 
помещений, основанный на предпосевной об-
работке смывов с поверхностей объектов 
дезинфицирующим средством «Септустин» в 
оптимальной концентрации и соответствующей 
экспозиции: предпосевная обработка смывов 
водным раствором септустина 1%-ной кон-
центрации обеспечивает выделение микобак-
терий, а предпосевная обработка смывов вод-
ным раствором септустина 0,1%-ной концен-
трации — выделение нокардиоформных акти-
номицетов и коринебактерий. 

Разработанный метод легко воспроизво-
дим, позволяет в 2 раза повысить выделение 
микобактерий и ускорить их рост на  

14,3-23%, обеспечивает 100%-ный рост но-
кардиоформных актиномицетов и коринебак-
терий по сравнению с традиционным мето-
дом Гона-Левенштейна-Сумиоши.  
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