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Американський гнилець – контагіозне захворювання бджолиного 
розплоду, збудником якого є стійка спороутворююча бацила Paenibacillus
 larvae sub. larvae. Збудник американського гнильцю дуже вибагливий до 
компонентів поживних середовищ [1, 2, 3, 4]. 

Для виділення та зберігання культури Paenibacillus larvae sub. larvae 
О. Ф. Гробовим з співавторами запропоновані наступні середовища: 
Томашеца (м’ясопептонний сироватковий агар), м’ясопептонний сиро-
ватковий бульйон, яєчний агар і бульйон Уайта, кров’яний агар Цейсле-
ра, Майкла (на основі екстракту дріжджів) [5]. У лабораторії вивчення 
хвороб бджіл ННЦ «ІЕКВМ» для індикації та культивування збудника 
Paenibacillus larvae sub. larvae найчастіше використовуються Томашеца та 
Уілліса-Гоббза (молочно-жовтковий агар), які є простими у приготуван-
ні й зручними у роботі [1, 2].

У процесі постановки діагнозу на американський гнилець розплоду 
бджіл, одним із діагностичних тестів відповідно до вимог міжнародного 
епізоотичного бюро (МЕБ) є виділення чистої культури збудника на се-
редовищі MYPGP [6].

Мета досліджень: провести порівняльну оцінку поживних середовищ 
для індикації, ідентифікації збудника американського гнильцю, а також 
подальшого його культивування та зберігання.

Матеріали і методи. Для проведення лабораторних досліджень було 
використано 8 зразків патологічного матеріалу (шматочків печатного 
розплоду) та ізоляти, що були отримані з них.

У досліді з вивчення ростових властивостей ізолятів Paenibacillus la
rvae sub. larvae застосовували середовища Томашеца, Уілліса–Гоббза, 
MYPGP. 

Для приготування середовища Томашеца використовували 2 % м’ясо–
пептонний агар з додаванням 10 % сироватки коня. Для середовища 
Уілліса–Гоббза – 60 см3 знежиреного молока після центрифугування за 
2500 об/хв. протягом 10 хв. стерилізували за 0,5 атм. 20 хв. у флаконах 
місткістю 500 см3 з намистинками. До охолодженого молока стерильно 
додавали один яєчний жовток та 250 см3 2 % м’ясопептонного агару з рН 
6,8-7,0 та температурою не вище 45 0С, суміш ретельно перемішували 
до отримання однорідної емульсії і розливали у пробірки над полум’ям 
горілки. Для виготовлення середовища MYPGP використовували такі 
компоненти: Мюллер-Хінтон бульйон (бульйону г/дм3: яловичини – 300 
г, гідролізат казеїну – 17,5 г, крохмалю – 1,5 г, рН 7,3±0,1) – 10 г, екстракт 
дріжджів – 15 г, гідрофосфату калію – 3 г, глюкози – 2 г, натрієвої солі 
піровиноградної кислоти – 1 г, агару – 20 г. 

Досліджували вісім зразків патологічного матеріалу. На досліджувані 
середовища у різних розведеннях наносили завис спор у кількості 0,3 см3 
(змив зі стільників, виготовлений на стерильному фізіологічному роз-
чині). Концентрацію спор визначали за оптичним стандартом мутності – 
1 млрд мікроб. кл/см3 та розводили у 2, 4, 8, 16, 32 раз. Різні концентрації 
висівали на чашки Петрі з поживними середовищами. Посіви вирощу-
вали у термостаті за температури (37 + 0,5) 0С протягом 14 діб. 

Результати досліджень. Дані щодо росту ізолятів збудника американсь-
кого гнильцю із патологічного матеріалу наведені у табл. 1.
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Таблиця 1 – Порівняльна оцінка поживних середовищ для індикації 
збудника американського гнильцю бджіл (на третю добу культивування)

Зразок патологічного матеріалу 1 2 3 4 5 6 7 8
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31,2 – – – – – – – –

62,5 – – – – – – – –

125 – – – – – – – –

250 – – – – – – – –

500 + – + – + – + –
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за 31,2 – – – – – – – –

62,5 – – – – – – – –

125 + + + + + + + +

250 + + + + + + + +

500 + + + + + + + +
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31,2 – – – – – – – –

62,5 – – – – – – – –

125 – – – – – – – –

250 + – + + + – + +

500 + + + + + + + +

Примітки: 1. “+” – наявність росту;  2. “–“ – відсутність росту

Встановлено, що на середовищі Томашеца через 72 год. відмічався не-
значний ріст збудника американського гнильцю із 1, 3, 5 та 7 зразків пато-
логічного матеріалу і лише за концентрації спор 500 млн мікроб. кл /см3. 
Ізоляти Paenibacillus larvae sub. larvae утворювали дрібні колонії, розміром 
1–2 мм у діаметрі, ніжні, спочатку прозорі, потім сіро-білі. 

На середовищі Уілліса-Гоббза ріст збудника американського гнильцю 
з’являвся через 48 годин у всіх зразках патологічного матеріалу у вигляді 
випуклих колоній у центрі, шорстких з нерівними краями. Як видно із 
табл.1 ізоляти на цьому середовищі росли із спорового матеріалу у кон-
центрації 125 млн мікроб. кл /см3. 

На середовищі MYPGP через 72 год. з’являлися маленькі колонії, ок-
руглі, плоскі або випуклі. Ріст ізолятів реєстрували у 6 зразках патоло-
гічного матеріалу, окрім 2 та 6 за концентрації спор 250 млн. мікроб. кл. 
/см3 і вище. 

Культурально-морфологічні властивості виділених із патологічного 
матеріалу ізолятів Paenibacillus larvae sub. larvae представлені у табл. 2.

Так, ріст збудника американського гнильцю на середовищі Томашеца 
з’являвся на третю добу. За період спостереження (14 діб) ми не виявили 
здатності у 4-х ізолятів Paenibacillus larvae sub. larvae, що виросли, утворю-
вати ендоспори. Ізоляти також не утворювали помаранчевий пігмент та не 
проявляли протеолітичних властивостей (зони лізису навкруги колоній 
були відсутні). Концентрація мікробних клітин у 1 см3 змиву становила 
2-3 млрд /см3 за оптичним стандартом мутності.
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Ізоляти Paenibacillus larvae sub. larvae, виділені на поживному се-
редовищі Уілліса-Гобза, відрізнялися культурально-морфологічни-
ми властивостями. Початок росту ізолятів реєстрували на 2 добу. 
У всіх випадках колонії були заобарвлені у помаранчевий колір (мік-
роорганізм утворював пігмент) і було виявлено наявність навкру-
ги колоній зон лізису – просвітлення середовища). На четверту добу 
реєстрували суцільний ріст мікроорганізмів по всій поверхні чашок 
Петрі. За мікроскопії забарвлених за методом Грама мазків спос-
терігали наявність прямих чи злегка вигнутих паличок розміром 
2-5 х 0,5-0,7 мкм з заокругленими кінцями, розташованих короткими 
ланцюжками. Найбільше накопичення бактеріальної маси ізоляту від-
мічалося на 3-5 добу. Концентрація мікробних клітин у 1 см3 змиву з се-
редовища Уілліса-Гобза становила 8-9 млрд/ см3 за оптичним стандар-
том мутності. Спороутворення реєстрували на 8-14 добу культивування. 
У 30 % вегетативних форм спостерігали утворення ендоспор овальної 
форми розміром 1,2-1,8 х 0,6-0,8 мкм. Середовище Уілліса-Гоббза за-
безпечувало тривалість збереження ізолятів Paenibacillus larvae sub. larvae 
без додаткових пересівів не менше 1,5 місяці. 

Ріст ізолятів Paenibacillus larvae sub. larvae на середовищі MYPGP 
з’являвся на 2-3 добу. Утворення помаранчевого пігменту спостерігали 
у трьох із восьми ізолятів, наявності зони просвітлення не реєстрували 
в жодному випадку. Концентрація мікробних клітин у 1 см3 змиву з середо-
вища MYPGP становила 4-5 млрд/ см3 за оптичним стандартом мутності. 
Спороутворення реєстрували на 10 добу культивування. У 15 % вегета-
тивних форм спостерігали утворення ендоспор овальної форми розміром 
1,2-1,8 х 0,6-0,8 мкм.

Отже, ретельний підбір поживного середовища для індикації та іден-
тифікації збудників гнильцевих хвороб бджіл є запорукою правильного 
і точного диференційного діагнозу. Зважаючи на те, що Paenibacillus la
rvae sub. larvae є дуже чутливим та вимогливим мікроорганізмом до се-
лективних поживних середовищ, процес пошуку найкращих з них є 
постійним та безперервним. Як відомо з літературних джерел [1, 2, 4, 5], 
цей збудник потребує використання поживних середовищ, збагачених 
мікроелементами, а також вуглеводними, вітамінними та білковими 
компонентами. За результатами власних досліджень встановлено, що 
найбільш відповідає за наявністю поживних речовин середовище Уіл-
ліса–Гобза, до складу якого входять молоко та жовток курячого яйця – 
природні джерела перерахованих корисних компонентів. 

Висновки. 1. Для ізоляції та ідентифікації збудника американського 
гнильцю найкращим виявився молочно-жовтковий агар (середовище 
Уілліса-Гоббза). 

2. Збудник американського гнильцю бджіл – Paenibacillus larvae sub. 
larvae – не зростав за низької концентрації спор у патологічному ма-
теріалі на середовищі MYPGP, не проявляв протеолітичної активності 
та утворював помаранчевий пігмент у 37,5 % випадків від загальної кіль-
кості зразків.

3. У комплексі методів діагностики, як диференційне, молочно–жов-
тковий агар необхідно застосовувати разом із середовищем MYPGP.
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СЕНСИБИЛИЗИРУЮЩИЕ И ПАТОГЕННЫЕ СВОЙСТВА L-ФОРМ 
МИКОБАКТЕРИЙ, ВЫДЕЛЕНЫХ ИЗ БИОМАТЕРИАЛА 

ОТ КРС И КУР

Тарасова Е.В.

ННЦ «Институт экспериментальной и клинической ветеринарной 
медицины», г. Харьков

В статье представлены результаты изучения сенсибилизирующих и па-
тогенных свойств L-форм микобактерий, выделенных из патологического 
материала, от реагировавшего на туберкулин крупного рогатого скота 
и кур, в опытах на морских свинках и кроликах.

В системе профилактики и борьбы с туберкулезом крупного рогатого 
скота важное значение имеет своевременная и эффективная диагности-
ка. Основными методами диагностики туберкулеза животных в настоя-
щее время являются аллергический, патологоанатомический и бактери-
ологический метод, по результатам которых определяют эпизоотический 
статус исследуемого поголовья. Диагноз  считается установленным, при 
обнаружении в органах и лимфатических узлах у животных патологоана-
томических изменений характерных для туберкулеза, или при получении 
положительных результатов бактериологического исследования [3, 7, 6].

Вместе с тем, выделение микобактерий из патологического материала 
связано с определенными трудностями в силу генетических и фенотипи-
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COMPARATIVE ESTIMATION OF NUTRIENT MEDIA FOR THE 
IDENTIFICATION OF AMERICAN FOULBROOD AGENT – 

CULTURE PAENIBACILLUS LARVAE SUB. LARVAE 
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Results of comparative estimation of nutrient media MYPGP, Tomashets, Willis-
Gobbs for diagnostics and cultivation of bacterium Paenibacillus larvae sub. larvae 
are presented in the article.


