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Высокая концентрация бактерий родов Proteus и Providencia в кишечнике животных является негативным фактором, 
который способен снизить устойчивость организма к развитию патологий желудочно-кишечного тракта. В этой связи 
при санитарно-гигиенической оценке кормов для животных определение протеев является обязательным.
Для проведения валидационных процедур в ветеринарных лабораториях были изучены биологические показатели 
качества плотных и жидких (накопительных) питательных сред разных производителей при изучении изолятов бакте-
рий родов Рrоtеus и Рrоvidеnсiа, выделенных из кормов для животных. 
Было установлено, что использование селективной питательной среды с маннитом, желчью и полимиксином для выяв-
ления бактерий родов Рrоtеus, Моrgаnеllа, Рrоvidеnсiа предпочтительнее для получения адекватного результата при 
росте уреазоположительных протеев. 
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A high concentration of bacteria of the genera Proteus and Providencia in the intestines of animals is a negative factor that can 
reduce the organism’s resistance to the development of pathologies of the gastrointestinal tract. In this regard, the determination 
of Proteus is mandatory in the sanitary and hygienic assessment of animal feed.
To carry out validation procedures in veterinary laboratories, biological indicators of the quality of solid and liquid (accumulative) 
nutrient media from different manufacturers have been studied when studying isolates of bacteria of the Proteus and Providencia 
genera isolated from animal feed.
It was found that the use of a selective nutrient medium with mannitol, bile and polymyxin to detect bacteria of the genera 
Proteus, Morganella, Providencia is preferable to obtain an adequate result in the growth of urease-positive proteas.
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В ысокое содержание бактерий рода Proteus в организ-
ме сельскохозяйственных животных отрицательно ска-

зывается на их здоровье, вызывая трудно поддающиеся 
лечению желудочно-кишечные заболевания. Попав в орга-
низм, протеи быстро колонизируют его, а инфицирование 
«роящимися» штаммами проявляется стремительным 
ростом инфекции [13].

Наиболее часто выделяемыми и патогенными для живот-
ных являются представители P. vulgaris и P. mirabilis, кото-
рые участвуют в этиопатогенезе кишечных расстройств у 
молодняка.

Бактерии рода Providencia широко распространены в при-
роде, их выделяют из воды, почвы, фекалий и мочи живот-
ных и человека. Встречаются патогенные варианты, способ-
ные вызывать желудочно-кишечные заболевания у молодня-
ка животных [4].

Как санитарно-показательные микроорганизмы, протеи 
вместе с бактериями группы кишечной палочки, энтерокок-
ками, сульфитредуцирующими клостридиями, колифагами 
применяются для санитарно-гигиенической оценки кормов 
для животных, почвы, воды открытых водоемов [5]. 

Нормативный документ «Методика индикации бактерий 
рода «Протеус» в кормах животного происхождения 1981 г.» 
регламентирует использование устаревших методик и пита-
тельных сред, поэтому назрела необходимость в проведе-
нии валидационных процедур для получения объективной 
оценки степени контаминации протеями исследуемых объ-
ектов [6]. Актуальность совершенствования методов иссле-
дования материала для выделения бактерий родов Proteus и 
Providencia в ветеринарной практике связана с появлением 
новых питательных сред, обладающих хорошими диффе-
ренциально-диагностическими и селективными свойствами.

В ветеринарных лабораториях, лабораториях мясокомби-
натов, а также в диагностических лабораториях при иссле-
довании объектов внешней среды и кормов при обнаруже-
нии протеев используется метод Шукевича с использовани-
ем свежескошенного мясопептонного агара (МПА). При на-
личии «ползучего» вуалеобразного роста на МПА определя-
ют титр по наименьшему количеству засеянного материала, 
в котором обнаружен рост бактерий рода Proteus [6].

Для получения чистой культуры первичный посев иссле-
дуемого материала производят на поверхность селективных 
диференциально-диагностических питательных сред. На 
средах Плоскирева и Эндо представители P. vulgaris и 
P. mirabilis могут давать вуалеобразный рост (роение). 
Нероящиеся представители рода протеев обычно образуют 
более «нежные» колонии небольших размеров. На питатель-
ной среде для выделения сальмонелл и шигелл (SS-агар) 
нередко обнаруживается очаговое роение протеев. 
Представители P. vulgaris на висмут-сульфит-агаре растут в 
виде колоний светло-зеленого цвета, что может привести к 
ложноположительным результатам при росте сальмонелл, 
не продуцирующих сероводород. Питательная среда для 
селективного выделения и учета всех видов энтеробактерий 
(агар Мосселя) подавляет роение протеев, но при этом их 
дифференциация от других представителей энтеробактерий 
затруднена из-за схожих морфологических признаков.

В последнее время появилась тенденция к использова-
нию новых питательных сред, позволяющих выделять широ-

кий спектр энтеробактерий, принадлежащих к разным 
родам. Ксилозо-лизиновый дезоксихолатный агар (XLD-
агар) обеспечивает дифференциацию протеев от эшерихий, 
сальмонелл, шигелл и других представителей энтеробакте-
рий [7–11].

Тем не менее в ветеринарных лабораториях при выделе-
нии бактерий родов Proteus и Providencia из кормов для жи-
вотных удобнее использовать высокоселективные питатель-
ные среды, позволяющие выявить на ранних стадиях нали-
чие монокультуры в пробе и оценить ее относительное коли-
чество. 

Применение валидационных процессов позволит выбрать 
из общего числа современных питательных бульонов (нако-
пительных) и плотных питательных сред те варианты, кото-
рые будут предпочтительнее при низкой нагруженности па-
тогеном образцов.

Цель исследования – сравнительная оценка ростовых 
свойств питательных сред и валидация методов по выделе-
нию бактерий родов Proteus и Providencia из искусственно 
контаминированных кормов и кормовых ингредиентов.

Материалы и методы

В работе использовались питательные среды: 
 селективные накопительные бульоны
•  селективная питательная среда с маннитом, желчью и 

полимиксином для выявления бактерий родов Proteus, 
Morganella, Providencia (ФБУН ГНЦ ПМБ),

•  селективная среда для определения бактерий родов 
Proteus, Morganellа, Providencia (НПЦ «Биокомпас-С»);

 плотные питательные среды
•  дифференциально-диагностическая питательная среда 

для выделения бактерий родов Proteus, Morganella, 
Providencia» (ФБУН ГНЦ ПМБ); 

•  дифференциально-диагностический агар (НПЦ 
«Биокомпас-С»); 

•  МПА (ФБУН ГНЦ ПМБ) (для высева по методу Шукевича);
•  триптон-соевый агар (ТСА) (ФБУН ГНЦ ПМБ) (для кон-

троля посевной дозы нецелевых штаммов); 
•  питательная среда для выделения и дифференциации 

патогенных энтеробактерий (XLD-агар) (ФБУН ГНЦ 
ПМБ) (в качестве среды сравнения и при подсчете целе-
вых штаммов).

В сравнительных исследованиях учитывались чувстви-
тельность, дифференцирующие и ингибирующие свойства 
питательных сред.

В процессе валидационных мероприятий оценивали сле-
дующие критерии: специфичность, повторяемость, устойчи-
вость (определение при температурах культивирования 
36°С; 36,5°С; 37°С; 37,5°С; 38°С), предел обнаружения, про-
межуточная прецизионность метода с использованием се-
лективного обогащения. 

Для оценки ростовых свойств питательных сред и валида-
ционных мероприятий были использованы целевые штам-
мы – изоляты бактерий рода Proteus (P. mirabilis, P. vulgaris) 
и Providencia rettgeri, выделенные из кормов для животных. 

Для проведения валидации метода готовили 45 проб ма-
трицы (премикс, мука мясокостная), зараженных P. mirabilis, 
P. vulgaris и P. rettgeri в количестве 1–10, 10–100 и 100–1000, 
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1000–10000 КОЕ и 6 проб матрицы (премикс, мука мясокост-
ная и сухой корм для непродуктивных животных), заражен-
ной нецелевыми штаммами: Enterococcus faecalis ATCC 
29212, Bacillus cereus ATCC 11778, Escherichia coli АТСС 
25922 DSM 1103, Salmonella еnterica subsp. еnterica serovar 
Enteritidis ATCC 13076 DSM 17420 в количестве 104 КОЕ. 
Нецелевые штаммы получены из Государственной коллек-
ции патогенных микроорганизмов и клеточных культур 
(ГКПМ-Оболенск).

Суспензии готовили в 0,9%-м растворе хлорида натрия в 
концентрации, соответствующей 10 единицам по стандарт-
ному образцу мутности (ОСО 42-28-59-86П), соответствую-
щего года выпуска (ФГБУ «НЦЭСМП» МЗ РФ). Для полу-
чения суспензии с нужной концентрацией тестового микро-
организма выполняли серийные разведения полученной 
стандартной суспензии методом десятикратных разведе-
ний [12, 13].

Стерильные пробы матрицы массой 10 и 50 г контамини-
ровали целевыми штаммами, используя разведения 10-8 

(1–10 КОЕ), 10-7 (10–100 КОЕ), 10-6 (102–103 КОЕ) в 1 мл и 
нецелевыми штаммами, используя разведения 10-4 (104–
105 КОЕ) в 1 мл. Суспензию вносили при комнатной темпе-
ратуре, ее масса (объем) соответствовала величине норма-
тива при соотношении навески продукта и физиологическо-
го раствора 1:9.

Для биохимического подтверждения принадлежности вы-
деленных колоний к бактериям родов Proteus и Providencia 
использовали альтернативные (коммерческие) наборы для 
видовой идентификации API 20E.

Результаты и обсуждение

Стерильные пробы матриц, контаминированные целевы-
ми и нецелевыми штаммами в соответствующих разведени-
ях, выдерживали при комнатной температуре 4 ч. Из исход-
ного разведения корма высевали по 0,5 мл в 4,5 мл накопи-
тельных бульонов и в конденсационную воду со свежеско-
шенным питательным агаром. Посевы инкубировали при 
37 ± 1°С. Предварительный учет результатов проводили 
через 24 ч, окончательный – через 48 ч инкубации.

Положительными считали пробирки, в которых наблюда-
лось помутнение и/или изменение цвета среды. Селективная 
питательная среда с маннитом, желчью и полимиксином для 
выявления бактерий родов Proteus, Morganella, Providencia 
показала преимущество, так как при росте уреазоположи-
тельных бактерий, расщепляющих мочевину, наблюдалось 
изменение цвета среды в синий (рисунок).

Для подтверждения присутствия бактерий родов Proteus 
и/или Providencia из всех пробирок, в которых наблюдалось 
помутнение среды и/или изменение цвета, делали пересевы 
на каждую плотную дифференциально-диагностическую 
среду таким образом, чтобы получить рост изолированных 
колоний. Инкубировали посевы при температуре 37 ± 1°С в 
течение 20 ч.

Отмечали подозрительные колонии на принадлежность к 
родам Proteus и Providencia с каждой чашки. Выбирали для 
идентификации не менее 3 подозрительных колоний с диф-
ференциально-диагностических сред со следующими при-
знаками роста: гладкие, полупрозрачные колонии розового 

цвета, предположительно относящиеся к бактериям рода 
Providencia, полупрозрачные желтоватые колонии со слабым 
пожелтением среды, предположительно относящиеся к бак-
териям вида P. vulgaris, и гладкие, полупрозрачные, с тем-
ным центром, предположительно относящиеся к бактериям 
вида P. mirabilis. 

На питательной среде XLD-агар были отмечены колонии 
разной морфологии: ярко-желтые непрозрачные колонии, 
предположительно относящиеся к эшерихиям; бесцветные 
колонии с неярко-выраженным темным центром, предполо-
жительно относящиеся к протеям; блестящие, бесцветные с 
черным центром, предположительно относящиеся к сальмо-
неллам.

В дальнейшем проводили биохимическую типизацию вы-
деленных колоний со всех плотных питательных сред с ис-
пользованием коммерческих наборов для видовой иденти-
фикации API 20E.

Таким образом, с помощью питательных сред «Диф- 
ференциально-диагностическая питательная среда для вы-
деления бактерий родов Proteus, Morganella, Providencia» и 
«Дифференциально-диагностический агар» были выделены 
бактерии родов Proteus и Providencia, а система индикации 
сероводорода, присутствующая в составе этих средах, по-
зволила дифференцировать изоляты между собой по почер-
нению колоний. Обе среды показали хорошие ингибирую-
щие свойства по отношению к нецелевым штаммам: рост 
штаммов E. coli, S. Enteritidis, E. faecalis и B. cereus отсут-
ствовал.

XLD-агар по ростовым свойствам показал сравнимые ре-
зультаты с вышеуказанными питательными средами, но, 
поскольку он является средой, обеспечивающей рост не 
только протеев, но и других представителей энтеробакте-
рий, его использование в ветлабораториях при выделении 
протеев нецелесообразно, особенно при исследовании ма-
териала, высококонтаминированного сопутствующей микро-
флорой. 

На следующем этапе исследований были проведены ва-
лидационные мероприятия, в ходе которых с использовани-

Рисунок. Рост бактерий на селективных средах: слева – селек-
тивная питательная среда с маннитом, желчью и полимиксином 
для выявления бактерий родов Proteus, Morganella, Providencia 
(ФБУН ГНЦ ПМБ); справа – селективная среда для определения 
бактерий родов Proteus, Morganellа, Providencia (НПЦ 
«Биокомпас-С»).
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ем селективных накопительных бульонов оценивались сле-
дующие параметры: специфичность, повторяемость, устой-
чивость, предел обнаружения и промежуточная прецизион-
ность.

Результаты валидационных испытаний представлены в 
табл. 1–3. 

Из табл. 1 видно, что метод Шукевича (с использованием 
свежескошенного МПА) по пределу обнаружения уступает 
методу селективного обогащения. Предел метода обнаруже-
ния бактерий родов Proteus и Providencia с использованием 
селективных накопительных бульонов составил 10-7 (10–
100 КОЕ), метода Шукевича – 10-6 (100–1000 КОЕ). 

Оценка специфичности метода обнаружения бактерий 
родов Proteus и Providencia в кормах для животных пред-
ставлена в табл. 2.

При оценке специфичности метода было установлено, что 
целевые микроорганизмы – бактерии родов Proteus и 
Providencia – определены с требуемым уровнем правильно-
сти и прецизионности, штаммы-ассоцианты (E. faecalis, 
S. Enteritidis, E. coli, B. cereus), присутствующие в образце, 
не оказывают влияния на результат определения.

Метод Шукевича предполагает использование МПА, обес- 
печивающего рост разных групп микроорганизмов, это, в 
свою очередь, требует проведения дополнительных иденти-
фикационных тестов.

Результаты по валидационным мероприятиям представ-
лены в табл. 3.

По результатам валидационных мероприятий показано, 
что изменение условий инкубации посевов не влияет на про-
цент обнаружения микроорганизмов, составляющий 100% 

Таблица 1. Результаты валидационных мероприятий по определению предела обнаружения в кормах бактерий родов Proteus и 
Providencia при использовании селективных накопительных бульонов

Наименование питательной среды Разведение (кол-во КОЕ в 10/50 г корма)

10-5

1000 КОЕ
10-6

100–1000 КОЕ
10-7

10–100 КОЕ
10-8

1–10 КОЕ

Proteus mirabilis

Селективная питательная среда с маннитом, желчью и полимиксином для выявления 
бактерий родов Proteus, Morganella, Providencia

+/+ +/+ +/+ -/-

Селективная среда для определения бактерий родов Proteus, Morganellа, Providencia +/+ +/+ +/+ -/-

МПА по Шукевичу +/+ +/+ -/- -/-

Контроль посевной дозы на XLD-агаре Более 300 201 19 2

Proteus vulgaris

Селективная питательная среда с маннитом, желчью и полимиксином для выявления 
бактерий родов Proteus, Morganella, Providencia

+/+ +/+ +/+ -/-

Селективная среда для определения бактерий родов Proteus, Morganellа, Providencia +/+ +/+ +/- -/-

МПА по Шукевичу +/+ +/+ -/- -/-

Контроль посевной дозы на XLD-агаре Более 300 173 16 1

Providencia rettgeri

Селективная питательная среда с маннитом, желчью и полимиксином для выявления 
бактерий родов Proteus, Morganella, Providencia

+ + + -

Селективная среда для определения бактерий родов Proteus, Morganellа, Providencia + + + -

МПА по Шукевичу + + - -

Контроль посевной дозы на XLD-агаре Более 300 120 11 1

«+» – наличие роста; «-» – отсутствие роста.

Таблица 2. Результаты валидационных мероприятий по определению специфичности метода обнаружения в кормах бактерий 
родов Proteus и Providencia при использовании накопительных питательных сред

Наименование питательной среды Разведение (кол-во КОЕ в 10 г корма)

10
-4

P.
 re

ttg
er

i

10
-4

P.
 v

ul
ga

ris

10
-4

P.
 m

ira
bi

lis

10
-4

E.
 fa

ec
ali

s

10
-4

S.
 E

nt
er

iti
di

s

10
-4

E.
 c

ol
i

10
-4

B.
 c

er
eu

s

Селективная питательная среда с маннитом, желчью и полимиксином 
для выявления бактерий родов Proteus, Morganella, Providencia

+ + + - - - -

Селективная среда для определения бактерий родов Proteus, Morganellа, 
Providencia

+ + + - - - -

МПА по Шукевичу + + + - + + +

XLD-агар Более 1000 Более 1000 Более 1000 - + - -

Контроль посевной дозы на ТСА Сливной 
рост

роение роение 85 78 95 110

«+» – наличие роста; «-» – отсутствие роста.
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для образцов, инокулированных микроорганизмами в коли-
честве 1000 КОЕ, что подтверждает пригодность методики 
по параметру «устойчивость».

Экспериментальные исследования по критериям «повто-
ряемость» и «промежуточная прецизионность», проведен-
ные в рамках валидации метода обнаружения бактерий 
родов Proteus и Providencia в кормах c использованием се-
лективного метода обогащения, не выявили отклонений по-
лученных результатов от установленных критериев прием-
лемости.

Заключение

Сравнительная оценка качества накопительных питатель-
ных сред по биологическим показателям на изолятах, вы-
деленных из кормов для животных, показала преимущество 
селективной питательной среды с маннитом, желчью и по-
лимиксином для выявления бактерий родов Proteus, 
Morganella, Providencia (ФБУН ГНЦ ПМБ) в сравнении с се-
лективной средой для определения бактерий родов Proteus, 
Morganellа, Providencia (НПЦ «Биокомпас-С»), при использо-
вании которой возникало затруднение при визуальной ин-
терпретации результатов. 

Исследования показали, что плотные дифференциально-
диагностические питательные среды для выделения бакте-
рий родов Proteus, Morganella, Providencia имели сравнимые 
результаты по дифференцирующим и селективным свой-
ствам. Их применение позволило в предварительном фено-
типическом тесте дифференцировать изоляты протеев по 
способности образовывать сероводород.

Результаты валидационных мероприятий позволили уста-
новить, что комплексное использование дифференциально-
диагностических и селективных отечественных питательных 
сред для накопления и выделения бактерий родов Proteus, 
Morganellа и Providencia значительно повысит эффектив-
ность исследований по сравнению с существующими мето-
дами, используемыми в ветеринарной практике. 
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